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RESUMEN

Bisfenol A (BPA) es uno de los disruptores enddécrinos mas estudiados. BPA es
utilizado principalmente para la fabricacién de plasticos de policarbonato y resinas
epoxi que son empleadas en recubrimientos en latas. El consumo de alimentos es
la principal fuente de exposicion a BPA en humanos. En este trabajo se desarrollé
un método de extraccion con didxido de carbono en estado supercritico para la
remocion de BPA y con ello proponer un meétodo de pre-tratamiento para

determinar el contenido de BPA por cromatografia de gases acoplado a masas.

Se utilizé una muestra de cereal enlatado para infantes, ya que es ampliamente
reportado que los alimentos enlatados presentan una concentracion de BPA
considerablemente mayor que los alimentos contenidos en otro tipo de empaques
o frescos, y debido a que la poblacién infantil es la mas susceptible a disruptores

enddcrinos tales como el BPA.

La tecnologia con fluidos supercriticos representa una opcién verde a las
extracciones convencionales con solventes organicos. Esta es una tecnologia
ambientalmente limpia, libre de solventes organicos y que presenta ventajas en los
proceso de extraccidn al mejorar la trasferencia de masa debido a las propiedades

de solvente y de trasporte que ofrecen los fluidos supercriticos.

Para la optimizacion del proceso de extraccion se estudio el efecto de las variables
presion y temperatura sobre el rendimiento de extraccion. Las condiciones que

permitieron obtener un mayor rendimiento de extraccion fueron 300 bar, 60 °C.



Bajo estas condiciones se logré una extraccion de 319.7 + 94 ng/g lo que
representa el 42.8% de 7474 + 34 ng/g extraidos mediante la técnica

convencional Soxhlet.

Con la concentracion encontrada en la muestra de cereal se estimé la ingesta de
BPA debido al consumo de este alimento. Para un bebé de 6 meses con un peso
corporal promedio de 7.2 kg, se calculé una ingesta de1.6 pg/kg peso corporal-dia,
la cual, aunque se encuentra por debajo de la Ingesta Diaria Tolerable-temporal
(TDI-t) de 4 pg/kg peso corporal-dia establecido por la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) en 2015, representa el doble del consumo de BPA
estimado para un nifio de 0-3 afios por la EFSA en 2015, esto es 0.875 ug/kg peso
corporal-dia. Lo anterior representa un riesgo potencial para la poblacién infantil ya

que se trata de la ingesta de BPA debido a un sélo alimento.

La extraccion exitosa de BPA de cereal asistida con CO;, supercritico permitié
desarrollar un prototipo para la extraccion de BPA de latas utilizando la tecnologia
con fluidos supercriticos como un método de limpieza, antes del proceso de
enlatado; para lo cual se prob¢ la extraccion de BPA en latas como una prueba de

concepto, en este analisis se extrajeron 176 ng/cm? de lata.

Finalmente, en este trabajo se concluye que es posible utilizar la extraccion
asistida con CO2 supercritico como un pre-tratamiento para la determinacion del

contenido de BPA en alimentos por cromatografia de gases acoplado a masa.



INTRODUCCION

En afos recientes una gran variedad de compuestos organicos naturales vy
sintéticos han sido usados para cubrir las demandas de la industria quimica,
farmacéutica y de alimentos. Muchos de estos compuestos después de cumplir la
funcién para la que fueron fabricados, se acumulan en el ambiente en aguas
residuales, suelo, aire, desechos inorganicos, y finalmente llegan al ser humano a
través de los alimentos. Algunos de estos contaminantes emergentes pueden
afectar el sistema enddcrino e interferir con el desarrollo de procesos bioquimicos

importantes en los seres humanos y animales (Valsecchi et al., 2015).

La exposicion a estos contaminantes es critico durante el periodo de desarrollo,
por ejemplo, durante el periodo de desarrollo fetal, infantil y la pubertad; sin
embargo, sélo una pequefia fraccion de estos compuestos quimicos han sido
investigados como disruptores enddcrinos, es decir, ser capaces de producir

efectos adversos en el sistema endocrino (Bergman et al., 2012).

Uno de los disruptores endécrinos mas estudiados es bisfenol A (BPA) (Sungur et
al., 2014) que ha sido identificado por la Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos como una sustancia de alto riesgo a la salud y al ambiente (Sakhi

et al., 2014).

El BPA es usado principalmente para la produccion de resinas epoxi y plasticos de
policarbonato. Las resinas epoxi son utilizadas para el recubrimiento de la

superficie en contacto con el alimento en latas y en tapas metalicas. Los plasticos



de policarbonatos son utilizados para empaques y botellas de plastico, biberones y
recipientes para microondas (EFSA, 2006; Sakhi et al., 2014). En analisis se
hazz< mostrado que la polimerizacion de las resinas y polimeros a base de BPA
utilizados en empaques de alimentos puede no estar completa, lo que provoca la

migracion del mondmero residual del envase al alimento (Errico et al., 2014).

La ingesta es considerada la principal fuente de exposicion de BPA en humanos
(Chen et al, 2010). En 2015 la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA) establecio una Ingesta Diaria Tolerable-temporal (TDI-t) de 4 pg/kg peso

corporal/dia (EFSA, 2015).

Las propiedades estrogénicas de BPA han sido ampliamente estudiadas y se ha
descrito en multiples ocasiones los efectos adversos producidos en modelos
animales sometidos a bajas concentraciones de BPA (Ballesteros et al., 2009). Se
ha reportado la asociacion de BPA con la disrupcién enddcrina, provocando
efectos tales como la proliferacion de células cancerigenas, malformaciones
genitales, disrupcién en la funcién de la hormona tiroidea y desérdenes
reproductivos. BPA esta relacionado con enfermedades cardiovasculares,
obesidad, autismo, problemas de aprendizaje y estudios recientes han reportado

dafos al higado (Allard, 2014; Milic et al., 2015).

Mientras la lista de efectos adversos atribuidos al BPA es cada dia mayor, el
riesgo asociado con la exposicion a BPA en humanos es fuente de interminable

debate. En 2015, la EFSA concluyé que no existe un problema de salud publico



debido a la exposicion dietética y exposicion agregada (debido al polvo, agua, y

aire) de BPA para cualquier grupo de edad en seres humanos (EFSA, 2015).

Debido a los grandes volumenes de produccion, la alta dispersion, las propiedades
de disruptor endocrino del BPA y los posibles efectos adversos en la salud publica,
existe la necesidad de investigaciones en nuevos métodos para la preparacion de

la muestra, que constituye el paso clave en su determinacion.

El aislamiento de BPA de alimentos mediante las metodologias convencionales
requiere repetidas extracciones con solventes organicos lo cual hace que el
tratamiento sea laborioso y muy contaminante, ademas de que se ha discutido su
selectividad y sensibilidad (Ballesteros et al., 2009). La extraccién asistida con
fluidos en estado supercritico como solventes es una nueva tecnologia sustentable
que ha sido utilizada con éxito en la extraccion de compuestos organicos de
fuentes naturales, esta tecnologia ofrece ventajas respecto a las técnicas
convencionales al no usar solventes organicos, disminuir el tiempo de extraccion,
y mejorar la trasferencia de masa al presentar el fluido supercritico propiedades de

liquido y de gas (Housecroft & Sharpe, 2006).

De acuerdo con lo anterior, el objetivo de este trabajo es proponer y desarrollar
una técnica de preparacion de la muestra para la determinacién de BPA utilizando
CO;, en estado supercritico, que permitira minimizar el tiempo de analisis y
consumo de solventes organicos, haciendo de ésta una técnica rapida,
sustentable y accesible, que apoyara en la evaluacion del riesgo y el control de la

exposicion humana a BPA.



1. ANTECEDENTES

1. ANTECEDENTES

1.1 Contaminantes emergentes

Hasta principios de los afios 90°s, los compuestos quimicos de riesgo para la
salud y el ambiente, por ejemplo contaminantes organicos y metales pesados,
estaban en el foco de interés como contaminantes prioritarios, y en consecuencia,
fueron parte de los programas de seguimiento intensivo para reducir su emision.
En la actualidad, estos compuestos son menos relevantes para los paises
industrializados; sin embargo, la emision de los llamados contaminantes
"emergentes" o "nuevos" no regulados se ha convertido en un problema ambiental
y existe un consenso generalizado de que este tipo de contaminacion puede

requerir una intervencion legislativa (Valsecchi et al., 2015).

Los contaminantes emergentes son compuestos de distinto origen y naturaleza
quimica cuya presencia en el medio ambiente, o las posibles consecuencias de la
misma, han pasado en gran parte inadvertidas. Son compuestos de los cuales se
sabe relativamente poco o nada acerca de su presencia e impacto en los distintos
compartimentos ambientales y en el hombre y que, por tanto, precisan

investigacion (Barceld & Lépez, 2011).



1. ANTECEDENTES

Este grupo se compone principalmente de compuestos quimicos empleados en
productos tales como medicamentos humanos y veterinarios, productos de
cuidado personal, surfactantes, pinturas, plastificantes, aditivos en diferentes

industriales, etc. (Alberto et al., 2015).

Recientemente los contaminantes emergentes organicos han llegado a tener gran
importancia debido a la frecuencia de deteccion en ambientes acuaticos, aguas
residuales, aguas superficiales y agua destinada al consumo humano, asi como
por su toxicidad al presentar actividad biolégica a concentraciones de ng/L
(Mompelat et al, 2009) e ineficiencia para removerlos por métodos

convencionales (Yan, et al., 2015).

1.2 Disruptores endocrinos

La disrupcion enddocrina es una alteracion al sistema endocrino, el cual es el
responsable de controlar un gran numero de procesos en el cuerpo tales como la
diferenciacion de las células durante el desarrollo y formacién del organismo, asi
como la mayoria de las funciones de tejidos y 6rganos a lo largo de la edad adulta

(Bergman et al., 2012).
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1. ANTECEDENTES

En afos pasados la disrupcion enddcrina ha atraido la atencion de cientificos
alrededor del mundo por sus efectos negativos en la salud humana. Los
disruptores enddcrinos son definidos por la Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos como compuestos quimicos exdgenos que afectan la estructura o
funcién del sistema enddcrino y causan efectos adversos a la salud (Zielinska et

al., 2014).

Un gran numero de compuestos han sido estudiados por sus efectos como
moduladores estrogénicos, tales como bisfenol A (BPA), p-nonilfenol, genisteina,
alquilfenoles, kaempferol, por mencionar algunos, que se encuentran presentes en

el ambiente y en los alimentos (Gierthy, 2002).

Generalmente, existen dos formas por las que un disruptor endécrino puede
actuar: accion directa sobre la proteina receptora de la hormona o accion directa
sobre alguna proteina que controla la sintesis o transporte de la hormona. Los
disruptores enddcrinos exhiben las mismas caracteristicas que una hormona
(tabla 1.1) por lo que pueden interferir en el proceso de control hormonal,
interactuar con varios receptores simultdneamente o actuar sinérgicamente
produciendo efectos que no se ven al actuar individualmente (Bergman et al.,

2012).



1. ANTECEDENTES

Tabla 1.1 Comparacion de la accion de las hormonas y los disruptores endocrinos.

Hormonas

Disruptores enddécrinos

Actlan via receptores hormonales

Algunos actlan via receptores hormonales

con afinidad a multiples receptores

Algunos tienen multiples receptores.

Las hormonas normalmente se unen de

manera similar a todos los receptores.

e Causa una funcién anormal en el

receptor.

Activa a bajas concentraciones

Algunos acttan a bajas concentraciones,
otros es variable

e Los niveles en sangre no siempre
reflejan la actividad.

o Puede estar unido a proteinas de suero
en sangre con pequefo porcentaje
libre.

¢ No bioacumulacion.

e Los niveles en sangre no siempre
reflejan la actividad.

e Pueden unirse a proteinas de suero.

e Los efectos sobre los niveles
hormonales en sangre pueden no
reflejarse sobre la acciéon hormonal.

e Posible bioacumulacion.

Relacion no lineal dosis-respuesta

Relacion no lineal dosis-respuesta

e Siempre saturable con un rango
variable.

e Puede exhibir una relacién no
monotoénica dosis-respuesta.

o A altas dosis los efectos no son los

mismos que a bajas dosis.

e Siempre saturable con un rango
variable.

e Puede exhibir una relacién no
monotoénica dosis-respuesta.

e A altas dosis los efectos no son los

mismos que a bajas dosis.

Efecto en un tejido especifico y en una etapa

de vida especifica

Efecto en un tejido especifico y en una etapa

de vida especifica

Desarrollo de efectos permanentes

Desarrollo de efectos permanentes

e Programa el cerebro y el sistema
endécrino para las funciones en la

etapa adulta.

e Interfiere con la programacion de

procesos.

(Extraido de Bergman et al., 2012).




1. ANTECEDENTES

En la actualidad se cuenta con mayor informacion de como pueden afectar los

disruptores diferentes procesos bioquimicos

relacionados con el sistema

endécrino. La tabla 1.2 presenta algunas de las alteraciones relacionadas con la

exposicion humana a disruptores enddcrinos.

Tabla 1.2 Enfermedades inducidas por la exposicion a disruptores enddcrinos

durante el desarrollo en modelos animales y estudios en humanos.

Sistema enddécrino/reproductivo

Cerebro/sistema nervioso

e Cancer de mamal/prostata

e Endometriosis

¢ Infertilidad/pubertad prematura
e Diabetes/sindrome metabdlico
e Obesidad

Enfermedad Alzheimer
Enfermedad Parkinson

Dificultades de aprendizaje

Sistema inmune

Cardiopulmonar

e Suceptibilidad a infecciones

e Enfermedades autoinmunes

Asma

Enfermedades del corazén/hipertension

(Extraido de Bergman et al., 2012).
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1.3 Bisfenol A

Bisfenol A (BPA) o 4,4’-dihidroxi-2,2-difenilpropano es un compuesto organico
formado por dos anillos fendlicos conectados por un solo carbono unido a dos
grupos metilo (figura 1.1) (Allard, 2014). BPA es uno de los disruptores
enddcrinos mas estudiados (Niu et al., 2015) que puede ocasionar la disrupcién de

la funcidn de la célula con dosis menores a 0.23 ng/L (Ballesteros et al., 2009).

HO OH
CH,

c

CH
Figura 1.1 Estructura quimica del bisfenol A (BPA).

Uno de los compuestos quimicos industriales mas comunmente usados es el BPA
con una produccion mundial anual de mas de 2.7 millones de toneladas
(Vandenberg et al., 2007; Jin et. al., 2013). BPA es usado como material para la
produccion de fenol-resinas, poliacrilatos, poliéster, como aditivo en la produccién
de cloruro de polivinilo (PVC), en la manufactura de papel térmico, tintas de
impresion, superficies de revestimiento, resinas dentales, adhesivos, pinturas,
llantas y principalmente para la produccion de resinas epoxi y plasticos de

policarbonato (EFSA, 2006; Ballesteros et al., 2009).



1. ANTECEDENTES

Las resinas epoxi son utilizadas para el recubrimiento de la superficie en contacto
con el alimento en latas, recubrimiento en tapas metalicas, recubrimientos
protectores y acabados en tanques de almacenamiento de agua. Los plasticos de
policarbonatos son utilizados para empaques y botellas de plastico, biberones y

recipientes para microondas (Sungur et al., 2014).

El extenso uso de polimeros basados en BPA sujetos a hidrdlisis, y los residuos
de mondmeros no polimerizados han sido muy difundidos como contaminantes
ambientales (Ballesteros et al., 2009). La concentraciéon de BPA en aguas de rios
se encuentra en el rango de 5-320 ng/L, en aguas cloacales de 20-700 ng/L, 2-208
ng/m® en aire, 0.2-199 ng/g en polvo y 0.1-1859 ng/g en productos alimenticios
(Ballesteros et al., 2009; Sungur et al., 2014). Como consecuencia de esto, BPA
prevalece en el ambiente diario, lo que se demuestra al ser detectado en orina y
suero de mas del 90% de la poblacion humana con niveles promedio de 1 a 3

ng/mL (Allard, 2014).

La ingesta es la principal fuente de exposicion de BPA en humanos (Chen et al.,
2010). La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) en 2015 establecio
una ingesta diaria tolerable temporal (TDI-t) de BPA de 4 ug/kg peso corporal-dia

(EFSA, 2015).

10



1. ANTECEDENTES

1.3.1 Bisfenol Ay su asociacién a mecanismos de disrupcion enddcrina

En 1938, Dodds y Lawson reportaron por primera vez la actividad biolégica de
BPA al detectar su actividad estrogénica después de la inyeccion de una dosis de
100 mg/mL en ovarios de rata (Dodds & Lawson, 1938). En 1993 surgi6 el primer
reporte de la liberacion de BPA a partir de plasticos de policarbonato después de
haber sido expuesto al calor, de la unidn a receptores de estrégenos en
mamiferos, aunque con menos afinidad que el estradiol, y de que a
concentraciones de nanomolar BPA provoca una respuesta en los receptores de

estrégenos de la line celular MCF-7 (Krishnan et al., 1993).

Posteriormente, en diversos ensayos bioquimicos se experimento la cinética de
unién de BPA a los receptores de estrogenos (ER- por sus siglas en inglés-
estrogen receptors) y se ha determinado que BPA se une con ambos receptores
ERa y ERpB, con aproximadamente 10 veces mayor afinidad a este ultimo (Gould

et al., 1998; Kuiper et al., 1998; Pennic et al., 1998).

La afinidad de BPA para los receptores de estrogenos es de 10,000-100,000 mas
débil que para estradiol; sin embargo, estudios recientes de los mecanismos de
accion de BPA han revelado una variedad de rutas a través de las cuales BPA
puede estimular la respuesta de la célula a muy bajas concentraciones (pg/mL)

(Welshons et al., 2006; Wetherill et al., 2007).

11
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Un mecanismo de accidon del BPA es que logra actuar directamente sobre el DNA
alterando la expresién de genes. BPA puede presentarse en su forma oxidada
como bisfenol-O-quinona el cual se une covalentemente con desoxiguanosina
para formar aductos de DNA in vitro e in vivo (Atkinson & Roy, 1995; Edmonds et
al.,, 2004). La presencia de aductos de DNA en ratdn, seguido de la ingesta de
agua que contenia BPA, fue detectado en al menos dos tejidos, higado y
glandulas mamarias (Izzotti et. al. 2009), esto muestra que BPA induce dafos al
DNA a concentraciones 1000 veces mayor que las generadas por el estradiol (Iso
et al, 2006). En la actualidad esta claro que la exposicion a BPA altera

dramaticamente los patrones de metilacion en todo el genoma (Yaoi et al., 2008).

Estudios en modelos murinos han mostrado que BPA puede alterar
significativamente la morfogénesis de las glandulas mamarias y sensibilizar el
tejido mamario a la accion de las hormonas, siendo esto critico para la posibilidad
de desarrollar cancer de mama (Vandenberg et al., 2007). La administracion
subcutanea de BPA en altas concentraciones a machos adultos causé el
decremento en el peso de los testiculos y en la produccion de espermatozoides
(Takahashi & Oishi, 2003). BPA causa alteraciones dramaticas en los tejidos
genitales en hembras, ocasionando malformaciones en el utero en modelos

animales de rata y raton (Suzuki et al., 2002; Markey et al., 2005).

12
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La exposicion prenatal de BPA incrementa la proliferacion del epitelio en el utero,
estos cambios en el tejido son asociados con la aparicion de lesiones
precancerigenas y cancerigenas en el oviducto, utero y vagina (Steinmetz et al.,
1998; Newbold et al., 2009). En modelos de ratas BPA a bajas concentraciones
puede revertir las diferencias de dimorfismo sexual en el cerebro (Kubo, et al.,
2001; Kubo et al., 2003), es capaz de alterar la expresién o efecto de varios
neurotrasmisores lo que se relaciona con enfermedades tales como el autismo
(Miyatake et al., 2006). BPA disminuye la produccién de acetilcolina en el
hipotalamo, posiblemente causando discapacidad en la memoria (Miyagawa et al.,
2007). La exposicion de BPA ha mostrado en modelos de roedores asociacion con
el incremento en el peso corporal, un mecanismo posiblemente relacionado que
conduce a la acumulacién de triglicéridos es el decremento en la producciéon de la

hormona adiponectina (Hugo et al., 2008).

En 2007 una revision de estudios en modelos de roedores encontrd evidencias
convincentes de que la exposicion durante el desarrollo afecta el cerebro, sistema

reproductivo y metabolismo (Richte et al., 2007).

Por lo anterior, la exposicion a BPA en las etapas iniciales del desarrollo es
especialmente preocupante debido a la evidencia de los efectos adversos. BPA
esta presente desde la etapa embrionaria del ser humano, esto es demostrado por

los niveles de BPA encontrados en la placenta los cuales varian de 1 a 105 ng/q,
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mientras que en el feto los niveles estan en el rango de 0.2 a 9.2 ng/g

(Schonfelder et al., 2002).

En seres humanos el BPA es biotransformado por varias isoformas de UDP-
glucuronosiltrasferasas, siendo la forma glucuronada (BPA-gluc) (Figura 1.2a) la
via predominante en los humanos para su biotransformacion (Volkel et al., 2002).
El higado es el principal sitio de conjugacion y el BPA conjugado es excretado a

través de la bilis y la vena hepatica (Inoue et al., 2001; Inoue et al., 2005).

Otra modificacion de BPA es la sulfatacion (Figura 1.2b) llevada a cabo por
sulfotrasferasas en el higado. La sulfatacion de BPA reduce drasticamente la
concentracion de BPA y su actividad al receptor de estrogenos (Snyder et al.,
2000; Shimizu et al., 2002; Stowell et al., 2006); sin embargo, la sulfatacion del
BPA es reversible por lo que no se tiene una garantia de la inactivacion del BPA

por esta via (Stowell et al., 2006).

a) b)

CH, CH,

nJ: OH O o l
b X ) L

Figura 1.2 a) Bisfenol A-4-p-D-glucurdnido; b) Bisfenol A-4 sulfato.
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Un estudio realizado en Estados Unidos en 2014 indica que la exposicion a BPA
por fuentes no alimentarias (polvo, aire, agua) representan sélo del 1.4% al 2% de
la exposicidon total de BPA en un rango de edad de 1-20 afios, y alimentos no
enlatados representaron <1%, lo que sugiere que alrededor del 97% a 98% de
todas las exposiciones a BPA son debido al consumo de alimentos enlatados

(Christensen & Lorber, 2014).

1.3.2 Resinas epoxi a base de bisfenol Ay su uso como recubrimiento en
enlatados

Las latas metdlicas utilizadas para conservar alimentos estan protegidas contra la
oxidacion, corrosion y contaminacién del producto por migracion de iones
metalicos, comunmente por un material de recubrimiento como una resina epoxi
(Sendon & Paseiro, 2004). Las resinas epoxi a base de BPA son principalmente
productos de la condensacién de bisfenol A con epiclorhidrina (Arpe, 1996)

(Figura 1.3).
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CHy 0

| i NaOH
HO ¢ OH + HyC—CHy-CHyC1 — »

CH,

bisfenol A epiclohidrina

0 ':EHs (les /0
\
H, c‘—“CH—CHs—O{—Q* (54@— O—CHy~ CH—CHy 0@— F@ 0— CH,— CH—CH,
CH, OH n CH,

Figura 1.3 Sintesis del prepolimero para la resina epoxi a base de BPA.

La polimerizacion de la resina epoxi puede no estar completa, lo que significa que
una cierta cantidad de mondmero residual migre del envase al alimento (Errico et
al., 2014). La migracién puede incrementarse en latas revestidas que son
sometidas al proceso de esterilizacién y a procesos bajo presion (Brotons et al.,

1995).

La concentracion de BPA en alimentos y bebidas contenidos en envases metalicos
es significativamente alta en comparacién con otros materiales de empaque
(plasticos, papel, carton, vidrio) (Sakhi et al., 2014). Se han realizado estimaciones
de un consumo de BPA a través del agua embotellada y una cantidad lixiviada de
latas para alimentos de 0.17 pg/dia y 20 ug por lata, respectivamente (Allard,

2014; Félix et al., 2013).
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En los ultimos afos se ha analizado la exposicion a BPA en la poblacion en
general. Estudios han informado que la ingesta de BPA se ha estimado de 30
ng/kg peso corporal-dia (Miyamoto et al., 2006; Von Goetz et al.,, 2010) a 1400
ng/kg peso corporal-dia para los adultos que consumen alimentos enlatados

(European Union, 2003).

En 2015 Lorber y colaboradores analizaron el contenido de BPA en muestras de
alimentos, para lo cual se realizaron dos rondas de muestreo. En la primera ronda
BPA fue encontrado en el 73% de las 112 muestras de enlatados evaluadas,
mientras que solo fue encontrado en el 7% de las muestras no enlatadas, en
concentraciones bajas. En la segunda ronda el 70% de las muestras enlatados
presentaban BPA (esto es 26 muestras de 37), mientras que en solo 5 de 79 no
enlatados, o el 6%, se detecté BPA. La concentracion encontrada en estas
muestras esta en el rango de 0.24 ng/g en durazno fresco a 149.0 ng/g en ejotes

enlatados (Lorber et al., 2015).
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1.3.3 Exposicion de bisfenol A en nifios

La exposicion infantil es estimada por dos diferentes enfoques. El enfoque
“Forward” usa informacion sobre la concentracion de BPA en alimentos y otros
medios ambientales (aire, agua, etc.) combinando tasas medias de cada ruta de
exposicion. El enfoque “Backward” se basa en un biomonitoreo urinario,
extrapolando hacia atras a la ingesta que habria conducido al nivel de

biomarcador observado (Christensen & Lorber, 2014).

El analisis “Forward’ ha mostrado que el consumo de BPA en Estados Unidos esta
dominado por el consumo de alimentos enlatados, y los consumos son mas altos
para las edades jévenes. La ingesta media estimada oscila entre 125 ng/kg peso
corporal-dia para nifios de 1 ano de edad y 73 ng/kg peso corporal-dia para un
rango de 16-20 afios de edad. El consumo basado en biomonitoreo muestra la
misma tendencia de menor consumo para edades mayores, con un estimado de
121 a 153 ng/kg pesocorporal-dia para edades de 2-6 afios, comparado con 33 a
66 ng/kg peso corporal-dia para edades de 16-20 afios (Christensen & Lorber,

2014).
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De manera general, el consumo infantil fue estimado en el rango de 46 a 137
ng/kg peso corporal-dia. Este analisis sugiere que los métodos “Forward’ vy
“‘Backward’ proveen resultados comparables e identifican a los alimentos
enlatados como una fuente potencialmente importante de exposicién a BPA en

nifios (Christensen & Lorber, 2014).

La relacién inversa entre el consumo de BPA y la edad se debe a que un nifio de
menor edad consume mayor cantidad de alimentos en relacion a su peso corporal
respecto a una persona adulta; por ejemplo, un nifo entre 1-2 afos de edad
consume en promedio 113 g alimento/kg peso corporal-dia, mientras que un
adulto de 16-20 afos consume 28 g alimento/kg peso corporal-dia (Calafat et al.,

2009).

La poblacioén infantil representa el sector mas vulnerable a BPA y por ello en varios
paises se han tomado medidas preventivas para disminuir la exposicion. En 2008
varios Estados de EUA (California, Connecticut, Maryland, Massachusetts,
Minnesota, New York) prohibieron la manufactura, distribucion y venta de ciertos
juguetes y productos para el cuidado de los nifios que contienen BPA. En este
mismo afo el NTP (National Toxicology Program) a través del Centro para la
Evaluacion de Riesgos en la Reproduccién Humana (CERHR) de EUA concluy6
que la exposicion humana a BPA es preocupante por los efectos en el desarrollo
de glandulas de la préstata, cerebro y para los efectos en fetos, y nifios (Erler et

al., 2010).
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En enero de 2011 debido a la relacion que existe entre la exposicion a BPA y
algunos desoérdenes patoldgicos, tales como enfermedades cardiovasculares,
obesidad, endometriosis y cancer, la Union Europea adopta la directriz 2011/8/EU
prohibiendo el empleo de BPA en biberones de policarbonato (European

Commission, 2011).

En 2012, la FDA (Food and Drug Administration) ya no admite el uso de
policarbonatos a base de BPA para la fabricacion de biberones, tazas para bebés
y el uso de resinas epoxi a base de BPA como recubrimiento en empaque para

férmulas infantiles (FDA, 2012, 2013).

A principios de 2015, la EFSA estim6 una exposicion media de BPA para nifios de
entre 6 meses a 10 afios de edad de 290-375 ng/kg peso corporal-dia debido a los
alimentos enlatados. A pesar de esto la EFSA concluye que las asociaciones
reportadas no aportan pruebas suficientes para inferir una relaciéon entre la
exposicion de BPA en diversos grupos de edades y los efectos adversos sobre la

salud (EFSA, 2015).

Una evaluacion confiable de los riesgos a la salud que ocasiona la exposicion de
BPA se basa fundamentalmente en su identificacion inequivoca y determinacién
precisa en los alimentos. En la actualidad se han desarrollado varias técnicas
analiticas para la preparacion de la muestra, que constituye el paso mas

importante en la cuantificacion de BPA (Ballesteros et al., 2009).
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1.4 Métodos de extraccion de bisfenol A en alimentos (Ballesteros et
al., 2009)

La determinacion de BPA en alimentos usualmente requiere una preparacion
extensiva de la muestra previa al analisis instrumental. Los pasos tipicos en la
preparacion de la muestra incluyen un pre-tratamiento, extraccion, limpieza,

concentracion y algunas veces derivatizacion (figura 1.4).

La extraccion con solventes y la extraccion en fase soélida son las técnicas mas
utilizadas para aislar BPA de muestras sélidas y liquidas, respectivamente,
principalmente por su simplicidad y amplio rango de aplicacion; sin embargo, las
repetidas extracciones con solventes organicos que son necesarias para la
completa remocién y limpieza de BPA involucran el uso de grandes volumenes
que inevitablemente tienen que ser evaporados para concentrar el analito, esto
hace que el tratamiento de la muestra sea laborioso, caro, poco amigable con el

ambiente y que consuma mucho tiempo.

Actualmente se han desarrollado diferentes métodos para la determinacion de
BPA en alimentos; sin embargo, muchas veces es necesario un tratamiento
especial dependiendo de la composicion de la matriz; por ejemplo, las bebidas
carbonatadas son desgasificadas, las muestras con alto contenido de proteina
requieren la remocién de las proteinas por precipitacion, los alimentos enlatados

son usualmente filtrados y llevado a cabo un tratamiento de separacion.
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En general, la combinacion de diferentes técnicas de extraccién y limpieza es
usualmente inevitable, y frecuentemente los métodos llegan a ser dependientes de
la matriz por lo que pueden existir tantas técnicas de extraccibn como matrices
alimentarias. La figura 1.4 resume las técnicas de extracciéon de BPA en alimentos

mas estudiadas.
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MUESTRAS SOLIDAS

Férmulas infantiles, pastas, carnes,

vegetales, frutas, pescado

MUESTRAS LIiQUIDAS

Sopas, salsas, agua mineral, leche,

refrescos

PRE-TRATAMIENTO DE MUESTRA

Homogenizacion

Liofilizacion

Filtracion

Centrifugacion

Precipitacion de proteina

EXTRACCION

SE, MAE, PLE, MSPD

LLE, SPE, SPME, SBSE

LIMPIEZA

SPE, LLE, Filtracion de
lipidos

ANALISIS INSTRUMENTAL

LC

GC

MS

MS-MS

FL

ED

MS

METODOS INMUNOQUIMICOS

Figura 1.4 Métodos analiticos para determinar bisfenol A en alimentos. Abreviaturas: SE,

extraccion con solvente; MAE, extraccion asistida con microondas; PLE, extraccion con

liquido presurizado; MSPD, dispersién con matriz en fase solida; LLE, extraccion liquido-

liquido; SPE, extraccion en fase sodlida; SPME, microextracciéon en fase sélida; SBSE,

extraccion de barras magnéticas; MS, detector de masas, FL, detector de fluorescencia;

ED, detector electroquimico (Extraido de Ballesteros et al., 2009).
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Otras técnicas, como la extraccion asistida con microondas, extraccidon con
liquidos presurizado, dispersion en fase sélida, microextraccion en fase sdlida,
extraccion de barras magnéticas, extraccion con fluido supercritico, que
actualmente se estan desarrollando, pueden mejoran la separaciéon de BPA en
términos de consumo de tiempo y solventes organicos, automatizacion y tamafo

de muestra.

1.4.1 Extraccion de bisfenol A utilizando CO, supercritico

Desde la década de 1990, se ha visto un aumento en la publicacion de trabajos
que describen las propiedades y aplicaciones de los fluidos supercriticos, en
particular el diéxido de carbono y el agua supercriticos. Uno de los estimulos para
este interés es la busqueda de solventes verdes que sustituyan los compuestos

organicos volatiles (Housecroft & Sharpe, 2006).

Un fluido supercritico posee propiedades de solvente que se parecen a las de un
liquido, pero también exhibe propiedades de transporte parecidas a las de un gas.
De esta manera un fluido supercritico no solo puede disolver solutos, sino que
también es miscible con los gases ordinarios y puede penetrar en los poros de los
sélidos (Housecroft & Sharpe, 2006). En un fluido supercritico al aumentar la
presién no existira licuefaccion y al aumentar la temperatura no se formara un gas

(Vega, 2010).
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Los fluidos supercriticos tienen una viscosidad mas baja y un coeficiente de
difusion mas elevado que los liquidos. La densidad de un fluido supercritico
aumenta al aumentar la presion y, al aumentar la densidad, la solubilidad de un
soluto en el fluido supercritico aumenta considerablemente. (Housecroft & Sharpe,

2006).

El hecho de que las propiedades puedan ajustarse variando la presion y la
temperatura tiene ventajas para la aplicacion de estos fluidos como agentes de
extraccién. Utilizar un fluido supercritico para la extraccion de un material
determinado a partir de una materia prima, supone el reparto del material en el
fluido supercritico, seguido de un cambio de temperatura y presion que tiene como
resultado el aislamiento del soluto puro por vaporizacién del CO,. Finalmente el
fluido supercritico puede reutilizarse invirtiendo el cambio en las condiciones de

temperatura y presiéon (Housecroft & Sharpe, 2006).

La extraccion utilizando fluidos supercriticos como solventes es una nueva
tecnologia verde para remover contaminantes quimicos, una alternativa al uso de
extracciones con solventes organicos ya que ofrece ventajas al ambiente, la salud,
y a los procesos quimicos. Los beneficios al ambiente residen en que estos fluidos
pueden sustituir el uso y demanda de solventes organicos y disminuir el consumo
de energia, los beneficios a la salud se deben a que los fluidos supercriticos mas
utilizado (H,O y CO;) son no cancerigenos, no toéxicos, no mutagénicos, no

flamables, se presentan con alta pureza y son termodinamicamente estables; en
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los procesos industriales el uso de fluidos supercriticos presenta ventajas como
una mejor trasferencia de masa, menor tiempo de extraccién, facil operacion y una
extraccion selectiva de componentes que es posible utilizando cambios en los

parametros de proceso (Jin et. al., 2013; Anggrianto et al., 2014).

El CO, es el fluido supercritico mas comunmente usado debido a su baja
temperatura critica (31.1 °C) y su moderada presion critica (72.8 bar). Ademas, el
CO, también muestra ventajas de no toxicidad, no flamable, no explosivo y
facilmente disponible a bajo costo (Jin et. al., 2013). La figura 1.5 muestra el

diagrama de fases del COa.

Fluido
supercritico
728 Punto critico
fhrae:)i(]n Solido Liquido
67.0
511
1.0

-785 -564 250 311

Temperatura (°C)

Figura 1.5 Diagrama de fases del CO..
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La extraccion de compuestos de fuentes naturales con fluidos supercriticos ha
sido usada con gran éxito en comparacion con técnicas convencionales (Herrero
et al., 2010; Boutin et al., 2011; Shi et al., 2011; Zahedi & Azarpour, 2011). Se ha
reportado la extraccion de BPA en lodos mediante CO, supercritico, obteniendo
rendimientos muy variables de << 10% (Meesters & Schdder, 2002) y > 90 % (Lee
& Peart, 2000).

Algunas areas en las que el CO, en estado supercritico es comercialmente
importante son en los procesos de extraccion de la industria alimentaria, la
industria tabaquera (extraccion de nicotina) y la farmacéutica. EI CO, supercritico
es un agente de extraccion selectivo para la cafeina y su uso en la obtencién de
café y té descafeinados fue la primera aplicacion comercial de un fluido
supercritico, seguido de la extraccién del lupulo en la industria cervecera. La
extraccién de pesticidas del arroz también se realiza comercialmente utilizando
CO; supercritico. Estos son algunos de los ejemplos de aplicaciones comerciales
de esta tecnologia ambientalmente limpia y es de esperarse que en afos proximos
haya un aumento en el uso de fluidos supercriticos en procesos industriales
(Housecroft & Sharpe, 2006). Cabe sefialar que al dia de hoy no existe reporte
alguno referente a la extraccion de BPA en matrices alimentarias empleando CO,

en estado supercritico.
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2. JUSTIFICACION

Bisfenol A (BPA) es un compuesto quimico industrial cuya produccion global anual
es de mas de 2.7 millones de toneladas. Uno de los principales usos del BPA es
en la sintesis de resinas epoxi que son empleadas en recubrimientos para latas.
La ingesta es considerada como la principal via de exposicion a BPA y los
alimentos enlatados constituyen la mayor fuente de este compuesto quimico. La
exposicion infantil a BPA es especialmente preocupante debido a la evidencia de
los efectos que provoca sobre el desarrollo en los seres humanos y animales; por
ejemplo, diversos bioensayos han mostrado los efectos del BPA en el desarrollo
embrionario, cerebral, metabdlico, del sistema enddcrino y reproductivo en
modelos animales. Las extracciones de contaminantes quimicos por métodos
convencionales emplean una cantidad considerable de solventes organicos
volatiles dafinos a la salud y al medio ambiente. En contraste, la extraccion de
compuestos a través del uso de fluidos supercriticos (SFE- por sus siglas en
inglés, supercritical fluid extraction) es un método verde, accesible, sin el consumo
de solventes, que permite mayor trasferencia de masa, y por lo tanto minimiza el
tiempo y trabajo de extraccion respecto a las técnicas convencionales. Por lo
anterior, se considera que el uso y optimizacion de una técnica SFE para la
deteccion del contenido de BPA en alimentos enlatados constituye un paso

importante para generar una opcion sustentable de analisis.
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3. HIPOTESIS

Preguntas de Investigacion.

¢Es posible utilizar la extraccion asistida con CO, supercritico como un pre-
tratamiento para la cuantificacion de BPA en alimentos por cromatografia de

gases?

¢ Es posible extraer BPA de cereal enlatado empleando CO; supercritico?

¢La extraccion de BPA en alimentos empleando CO; supercritico obtiene mejores

rendimientos que una extraccion convencional por Soxhlet?
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Desarrollar una técnica de extraccion de BPA utilizando como solvente CO; en
estado supercritico y con ello proponer un método de pre-tratamiento para la

cuantificacion de BPA por cromatografia de gases acoplado a masas.

4.2 Objetivos particulares

o Extraer BPA de una muestra de cereal enlatado para infantes empleando
CO; en estado supercritico.

e Comparar el porcentaje de extracciéon de BPA utilizando CO, en estado
supercritico con el obtenido mediante una extraccidon convencional con
acetonitrilo por el método de Soxhlet.

e Proponer un método de pre-tratamiento asistido con CO, supercritico para
la determinacion de BPA en alimentos por cromatografia de gases acoplado

a masas.
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5. METODOLOGIA

5.1 Estrategia experimental

La figura 5.1 muestra la estrategia experimental llevada a cabo en este trabajo. La
primera etapa de la experimentacion fue la prueba de concepto: la extraccion de
fenoles de una muestra dopada con indofenol utilizando CO, supercritico. Se
variaron las condiciones de proceso presion y temperatura para encontrar las que
permitieran obtener un mayor porcentaje de extraccion. Una vez que se obtuvieron
resultados positivos de la prueba de concepto se realizd la extraccion de BPA de
una muestra dopada con BPA y de muestra sin dopar. Paralelo a la extraccién con
CO, supercritico, se realizé la extraccion de BPA de la muestra sin dopar
mediante un método convencional de extracciéon con acetonitrilo en Soxhlet para
comparar el porcentaje de recuperacion de BPA utilizando CO; supercritico contra
la metodologia convencional de extraccion Soxhlet. Para evaluar la cantidad de
monomero residual que presenta una lata antes de ser utilizada y que puede ser
removido con CO; supercritico, se probd extraer BPA de un trozo de lata mediante

la técnica asistida con CO; supercritico.
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Seleccion de la muestra

Prueba de concepto Muestra dopada con

BPA/sin dopar/lata

Muestra dopada con

Muestra sin dopar

indofenol Extraccion con CO,

supercritico

Extraccion por Soxhlet

Extraccion con CO,

supercritico

Derivatizacion

Identificacion mediante la Cuantificacion de BPA

reaccién Folin-Ciocalteu por CG-MS

Figura 5.1 Diagrama experimental.

5.2 Muestra

La muestra evaluada fue una mezcla comercial de cereales para bebé envasada

en latas de hojalata con recubrimiento de resinas epoxi. Se eligid este alimento

porque se trata de una muestra con bajo contenido de grasa que posiblemente

pueda interferir en la técnica de extraccion.
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5.3 Extraccién con CO; supercritico

10 gramos de muestra fueron utilizados para la experimentacion. La figura 5.2
muestra el diagrama esquematico del equipo utilizado para la extraccién. La
muestra se coloco en una canastilla de acero inoxidable para permitir una mayor
remocién del analito de la muestra. La canastilla se introdujo dentro del reactor. Se
utilizé un reactor de 100 mL (figura 5.3). La presion fue variada de 80 a 300 bar, y
la temperatura de 50 °C a 80 °C para encontrar las mejores condiciones de

extraccion. La velocidad de flujo del CO, fue de 20 mL/min.

Se realizaron 3 lotes de extraccién. Lote 1, muestra agregando una concentracion
conocida (dopada) de indofenol; lote 2, muestra dopada con BPA; lote 3, muestra
sin dopar. La extraccion se llevo a cabo en estado estacionario con un periodo de
experimentacion de 60 min. Las condiciones anteriores fueron basadas en
estudios de extraccion de fenoles en matrices vegetales utilizando CO»
supercritico (Anggrianto et al., 2014, De Melo et al., 2014) y en la solubilidad de

BPA en CO; supercritico (Jin et. al., 2013).

Terminada la etapa de extraccién para los lotes 1 y 2 se liberd el gas y se
utilizaron 2 mL de agua (lote 1) y 4 mL de acetonitrilo (lote 2) para disolver y
remover el analito. En el lote 3 una vez terminado el tiempo de extraccidén se
disminuyé la temperatura del reactor hasta 5 °C aproximadamente, y con ello

descendio la presion hasta 40 bar, se liber6 el gas y se realizaron lavados en las

33



5. METODOLOGIA

paredes externas de la canastilla e internas del reactor con 30 mL de acetonitrilo

para remover el BPA. Se evaporo el solvente hasta aproximadamente 10 mL.

Tanque de
CO,

Condensador

Bomba dosificadora

X

Valvula
de paso

Ejanbeyy

N

Reactor

Intercambiador
de calor

Figura 5.2 Diagrama esquematico del equipo utilizado para la extraccion con CO,

supercritico.
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Figura 5.3 Reactor de 100 mL utilizado para la extraccion con CO, supercritico.

5.4 Cuantificacion analitica de fenoles. Método Folin-Ciocalteu

1 mL de muestra fue trasferido a tubos con 5 mL de solucién 1/10 de reactivo de
Folin-Ciocalteu. Se agregd 4 mL de solucién de carbonato de sodio (7.5% wi/w).
Se agitd y posteriormente se reposé por 60 minutos a temperatura ambiente, y se
midié la absorbancia a 765 nm (Ferrado et al., 2008). Se realizdé una curva patrén

de indofenol de 20 a 100 ppm.
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5. METODOLOGIA

5.5 Extraccion convencional. Técnica Soxhlet

10 gramos de muestra fueron analizados. La muestra se colocé en un cartucho de
celulosa. Se utilizaron 200 mL de acetonitrilo para la extraccion. La temperatura de
extraccion fue de 104 °C en un periodo de 5 horas. La figura 5.4 muestra el

equipo Soxhlet utilizado para la extraccion.

-

=l

Figura 5.4 Equipo Soxhlet utilizado para la extraccion de BPA con acetonitrilo.
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5.6 Analisis instrumental

5.6.1 Derivatizacion

10 mL de soluciéon K,CO3; 1 My 200 yL de anhidrido acético se afiadieron a 1 mL
de extracto seguido de agitacion a baja velocidad. Otros 200 pyL de anhidrido
aceético se agregaron después de 5 minutos, se continué agitando por 10 minutos.
5 mL de iso-octano se adicionaron a las muestras. Se ajusté pH por arriba de 10
con 0.5 mL de solucion K,CO3 3 My se verificd usando tiras indicadoras de pH. Se
afiadio 100 yL mas de anhidrido acético, se agitdé por 10 minutos. Se reposd por
10 minutos para la formacion de dos fases. La fase de iso-octano se trasfiridé a una
columna de vidrio empacada con Na SO, La fase acuosa se re-extrajo con 5 mL
de tolueno. La fase de tolueno se trasfirié a la columna de Na,SO,4. Se evaporo el
solvente de la muestra a temperatura ambiente hasta sequedad. El extracto se
afor6 a 1 mL con tolueno. La muestra se trasfirié a viales de cromatografia de

gases para su analisis (Cao et al., 2009).
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5. METODOLOGIA

5.6.2 Cromatografia de gases

Se utilizé6 un cromatégrafo de gases acoplado a detector de masas (CG-MS) con
monitoreo de ion selectivo (Sistema GC 6890N network, y detector selectivo de
masas 5973 network, Agilent Technologies) para la cuantificacion analitica de
BPA. Las condiciones empleadas se basaron en un reporte previo de analisis de

BPA en alimentos para infantes (Cao et al., 2009), y .se muestran en la tabla 5.1.

Tabla 5.1. Condiciones empleadas en la determinacién de BPA por cromatografia

de gases acoplado a masas.

Gas acarreador Helio
Velocidad de flujo 1.2 mL/min
Temperatura del inyector 280 °C
Volumen de muestra inyectada 1mL

Rampa de temperatura

Temperatura inicial 100 °C durante 1 min
Temperatura intermedia 225 °C durante 5 min
Temperatura final 325 °C durante 1 minuto
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5. METODOLOGIA

5.7 Extraccion de bisfenol A en lata con CO, supercritico

Se cortd un rectangulo de 15 cm? de lata. Se realiz la extraccién con CO;
supercritico con las siguientes condiciones: 300 bar, 60 °C, con una velocidad de
flujo de 20 mL/min y un periodo de extraccion de 60 minutos. Una vez pasado el
periodo de extraccidon se disminuyé la temperatura del reactor hasta 5 °C
aproximadamente, y con ello descendid la presion hasta 40 bar, se liber6 el gas y
se realizaron lavados en las paredes externas del reactor y en la superficie del
trozo de lata con 30 mL de acetonitrilo para remover el BPA; se evaporo el

solvente hasta aproximadamente 10 mL.

Finalmente la muestra se derivatiz6 y analizd6 por cromatografia de gases

acoplado a masas como ya se ha descrito anteriormente.
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6. RESULTADO Y DISCUSION

6.1 Prueba de concepto. Extraccion de fenoles con CO; supercritico

6.1.1 Cuantificacion de fenoles mediante la reaccién Folin-Ciocalteu

Se realizd una curva patrén de indofenol (figura 6.1) mediante la reaccion Folin-
Ciocalteu para la cuantificacion de fenoles y con ello la determinacion del grado
de extraccion al utilizar CO, supercritico como solvente. Se utilizé indofenol para
la experimentacidn por su menor grado toxicoldgico en comparacion con el BPA,

su mayor disponibilidad y su estructura quimica similar al BPA (figura 6.2).

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Concentracion (ppm)

Figura 6.1 Curva patron de Indofenol. Factor de correlacion: R? = 0.9984.
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O OH

Figura 6.2 Estructura quimica del Indofenol.

6.1.2 Extraccién de indofenol con CO; supercritico.

Se desarrollé y optimizé el proceso de extraccion asistido con CO, supercritico
modificando las variables presion y temperatura para obtener el mejor

rendimiento de extraccion.

A la muestra de cereal se le agregd una concentracion conocida de indofenol
para probar la viabilidad de la técnica y encontrar las condiciones de presion y
temperatura que permitan obtener el mayor rendimiento en la extraccion. Para
posteriormente aplicar estas condiciones en la extraccion de BPA. La tabla 6.1

muestra los rendimientos de extraccion en las corridas realizadas.
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Tabla 6.1 Rendimientos de extraccion de indofenol con diferentes

condiciones de proceso.

. Concentracion Concentracion Rendimiento
Presion Temperatura

Corrida Inicial extraida de extraccion
(bar) °C)

(ppm) (ppm) (%)
1 80 55 1221 ND ND
2 150 55 313.1 25.6 8.2
3 150 60 138.4 12.4 8.8
4 150 75 276.2 11.2 4.0
5 150 80 253.5 6.8 2.7
6 260 60 119.6 6.8 57
7 300 60 139.3 19.9 14.3

ND = No Detectado.

El mayor rendimiento en la extraccién de indofenol se obtuvo con presién de 300
bar y 60 °C (14.3%). La tabla 6.2 muestra las condiciones de proceso utilizadas
en trabajos previos de extraccion de fenoles con CO; supercritico, asi como los

rendimientos de extraccion reportados bajo esas condiciones.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 6.2 Condiciones de proceso y rendimientos de extraccion de fenoles de

matrices naturales mediante CO, supercritico reportados en trabajos previos.

Matriz Presién  Temperatura Rendimiento de  Co-solvente Referencia
(bar) (°C) extraccion (%) (% EtOH)

Pimienta negra  90-150 40-50 0-12 Perakis et al., 2005
Tomillo 80-400 40 0.5-4 Zekovic et al., 2000
Hibiscus 534 80 11 Holser et al., 2004
Cuphea 270 50 28 Eller et al., 2011
Romero 100-400 40 0.5-3 0-7 Herrero et al., 2010
Canola 300-500 40-60 2-10 10 Li et al., 2010

Té 300-400 60-80 7-30 0-15 Rajaei et al., 2005
Eucalipto 300 50-70 0.3-0.5 15-20 Santos et al., 2012
Maravilla 300-689 50 0.5-5.5 0.5-20 Hamburger et al.,

2004

(Adaptado de De Melo et al., 2014).

La tabla 6.2 muestra que el rango de presion reportado para la extraccion de

fenoles (80-689 bar) es considerablemente mayor que el empleado en este

trabajo (80-300 bar). Para este trabajo se seleccion6 300 bar como presion

maxima con el objetivo de no comprometer la capacidad del equipo utilizado y la

seguridad en el trabajo de laboratorio. EI rango de temperatura reportada en

trabajos previos es similar al utilizado en este trabajo.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Los rendimientos de extraccion para fenoles mostrados en la tabla 6.2 son
comparables con los obtenidos en la extraccién de indofenol (tabla 6.1). Cabe
sefalar que cada compuesto quimico tiene un comportamiento particular en las
extracciones con fluidos supercriticos debido a la solubilidad en el fluido, la cual

se modifica al variar las condiciones de proceso (presion y temperatura).

Muchas de las investigaciones de extraccion utilizando fluidos supercriticos
reportan el uso de un co-solvente, como se observa en la tabla 6.2, el cual
permite modificar la polaridad del solvente, haciéndolo mas selectivo para
determinado analito, y con ello mejorar el rendimiento de extraccion. En este
trabajo no se utiliz6 un co-solvente porque se pretende disefiar un método de

pre-tratamiento ambientalmente limpio, libre de solventes organico.

La extraccion con fluidos supercriticos es tradicionalmente definida como una
tecnologia que utiliza altas presiones y esta variable es de hecho de gran
importancia por muchos aspectos técnicos y econdmicos. La propiedad mas
propensa a ser afectada por la variacion de presion es la densidad, que puede
modificar el poder del solvente como liquido. Cuando se estudia la influencia de
la densidad sobre el comportamiento de la extraccion con fluidos supercriticos
(intimamente relacionada con el poder del solvente), la presion es la variable que
se prefiere modificar ya que ofrece un rango considerablemente amplio para su

manipulacion, mas que la temperatura (De Melo et al., 2014).
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S35 6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.3 Efecto de la presiéon y la temperatura sobre el rendimiento de
extraccion

La solubilidad aumenta cuando aumenta la presion, esto es porque la interaccion
entre las moléculas del solvente y las del soluto también aumenta causando el

incremento en la solubilidad del solido en el CO, supercritico (Jin et al., 2013).

Al aumentar la presion del sistema la densidad del CO, supercritico aumenta
(figura 6.3), y al aumentar la densidad, la solubilidad de un soluto en el fluido
supercritico aumenta de manera considerablemente (Jin et al., 2013). Lo anterior
explica el mayor rendimiento de extraccion al aumentar la presion del sistema
manteniendo la temperatura constante, como es el caso de 80 y 150 bar a 55°C,

y 150 y 300 bar a 60 °C.

La figura 6.3 muestra las isotermas de la relacion densidad-presion para el CO»,
la isoterma en 57 ° C que se muestra en azul, es la que se aproxima mas a 55°
C, temperatura a la cual la solubilidad de BPA en CO, es mayor (Jin et al.,

2013).
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Figura 6.3 Isotermas de densidad-presién para el CO,. (Adaptado de Williams &

Clifford, 2000).

La temperatura tiene doble efecto sobre la solubilidad, el aumento en la energia
media de las moléculas aumenta la probabilidad de interaccion entre las
moléculas del soluto y las del solvente y asi aumenta la solubilidad. El
decremento en el numero de moléculas de solvente, reduce la probabilidad de
interaccidon entre moléculas. Esta combinacion de efectos de temperatura genera
una region de intercambio entre 110 y 140 bar, conocida generalmente como

“crossover” (figura 6.3) en donde el aumento de temperatura, manteniendo la

46



6. RESULTADOS Y DISCUSION

presidn constante, genera un decremento en la solubilidad del BPA en CO;

supercritico (Jin et. al., 2013).

El efecto de la region de intercambio probablemente genera el decremento del
porcentaje de extraccion de indofenol al mantener la presién contaste, a 150 bar,

y aumentar la temperatura en el rango de 60 a 80 °C.

6.2 Extraccion de bisfenol A de cereal, mediante CO, supercritico

Una vez que se obtuvieron resultados positivos en la prueba de concepto con
fenoles, se realiz6 la extraccion de BPA. Primero se llevd a cabo la extraccion en
una muestra dopada (agregando una concentracion conocida) de BPA, para
conocer el comportamiento de BPA en el CO; supercritico; posteriormente, se

realiz la extraccion en una muestra sin dopar.
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6.2.1 Extraccioén en muestra dopada

La muestra de cereal se dopd con una concentracion conocida de BPA para
asegurar una lectura en la reaccion Folin-Ciocalteu y cuantificar el rendimiento
de extraccion. Se probaron las dos mejores condiciones de extraccion de
indofenol: 300 bar/60 °C y 150 bar/60 °C para conocer el comportamiento de
BPA en el fluido supercritico y evaluar el efecto de la densidad del CO;
supercritico sobre el rendimiento de extracciéon en la isoterma a 60°C (ver figura
6.3). La temperatura seleccionada (60 + 5 °C) ha sido reportada por Jin y
colaboradores con la mayor solubilidad de BPA en CO, supercritico (Jin et al.,
2013). La tabla 6.3 resume los resultados de la extraccion de BPA en muestra
dopada, y la figura 6.4 muestra el resultado de la reaccion de Folin-Ciocalteu

llevada a cabo para identificar la extraccién de BPA.
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Tabla 6.3 Rendimiento de extraccion de BPA a diferentes condiciones de

proceso.

Corrida  Presion Temperatura Concentracion Concentracion  Rendimiento

(bar) (°C) inicial (ppm) extraida (ppm) de extraccién
(%)
1 150 60 219.5 18.1 8.2
2 300 60 229.6 56.8 24.7

Figura 6.4 Extraccion de BPA de una muestra dopada, identificacién mediante la

reaccion de Folin-Ciocalteu, a) Blanco de reactivos; b) BPA extraido.
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La tabla 6.3 muestra que el rendimiento de extraccibn aumenta
considerablemente al incrementar la presion de 150 bar a 300 bar, manteniendo
la temperatura constante. Lo anterior comprueba lo establecido en la figura 6.3,
al aumentar la presion del sistema la densidad del CO, supercritico aumenta,
con ello incrementa la solubilidad del BPA en el fluido supercritico y esto permite

obtener mayores rendimientos de extraccion.

Los resultados muestran que a las condiciones de 300 bar/60 °C el CO,
supercritico es 72.7% mas selectivo para BPA que para indofenol Las
condiciones anteriores se probaran en la extraccion de BPA de la muestra de

cereal sin dopar.

Los estudios de extraccion de BPA mediante fluidos supercriticos son escasos.
Solo se ha reportado en dos ocasiones (Lee & Peart, 2000 y Meesters &
Schoder, 2002) la extraccién de BPA con fluidos supercriticos en matrices de
lodos; sin embargo, a la fecha no existe reporte alguno de extraccion de BPA de

alimentos utilizando fluidos supercriticos.

En uno de los estudios de extraccion de BPA en lodos se utilizaron temperaturas
de 80 y 150 °C, presiones de 140 y 300 bar, con metanol y acido férmico como
co-solventes, en este estudio y bajo estas condiciones, se obtuvieron
rendimientos de extraccion <<10% (Meesters & Schdder, 2002). En contraste,
se logran porcentajes de recuperacion >90 % en muestras de lodos al realizar

una acetilacién in situ de fenoles en presencia de pequefas cantidades (pL) de
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anhidrido acético y trietilamina bajo las condiciones de extraccion del CO,

supercritico (80 °C/370 bar) (Lee & Peart, 2000).

Por ello, entre los factores que intervienen para lograr rendimientos altos en las
extracciones asistidas con fluidos supercriticos estan principalmente las
condiciones de presion y temperatura empleadas, la solubilidad del analito en el
fluido supercritico, la metodologia de recuperacion, el tratamiento de la muestra

y el uso de co-solventes.

6.2.2 Extracciéon en la muestra de cereal

Una vez establecidas las condiciones que permiten extraer un mayor porcentaje
de BPA (60 °C/300 bar), se evalué la muestra de cereal sin dopar. Cabe sefalar,
que en ambos casos (cereal dopado/cereal sin dopar) el contenido de BPA se
adsorbe en el cereal sin ninguna evidencia o reporte de interaccion quimica. La
muestra se sometidé al proceso de extraccion por un periodo de 60 min a 60
°C/300 bar, se utilizé acetonitrilo para recuperar el BPA extraido, posteriormente

se derivatizo y cuantifico mediante cromatografia de gases acoplado a masas.
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Se ha probado la solubilidad del BPA en CO; supercritico (Jin et. al., 2013). En
este estudio se muestra que cuando el tiempo de reaccion entre el BPA 'y el CO,
supercritico es menor a 30 minutos la fraccion mol de BPA cambia
considerablemente, mientras que la fraccion mol se mantiene aproximadamente
constante y toma su maximo valor cuando el tiempo de equilibrio es mas de 30
minutos. Por lo anterior se eligié un periodo de extraccién de 60 minutos, para
asegurar que se ha logrado la maxima solubilidad de BPA en CO; supercritico.

La taba 6.4 presenta la concentraciéon de BPA encontrada en el cereal enlatado
en las cinco repeticiones realizadas, cabe senalar que la muestra se tomo de la
misma lata de cereal para las 5 repeticiones. Se utilizé una curva patron de BPA
con R? = 0.9977 (Anexo 1). La figura 6.5 muestra los cromatogramas de BPA en
la muestra de cereal, el pico con tiempo de retencion de 9.5 min corresponde a

BPA.

52



RPN sy
Stz
‘».:-'
—f ’\-
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Tabla 6.4 Concentraciones de BPA extraida de la muestra de cereal enlatado

utilizando CO; supercritico.

Repeticion Concentracion (ng/g)
1 415.5
2 390.2
3 354.5
4 2234
5 214.9
Promedio 319.7 ng/g
Desviacion estandar 94 ng/g
Coeficiente de variacion 295 %
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Figura 6.5 Cromatogramas de la muestra de cereal sin dopar. La sefal de BPA

aparece en 9.5 minutos.

Como se puede observar en la figura 6.6, la extraccion de BPA empleando CO,
en estado supercritico es selectiva, ya que no aparecen otras sefales en el
cromatograma como pudieran ser compuestos fendlicos solubles, no solubles o
ligandos, tales como el acido ferulico, entre otros (De la Parra et al., 2007); sin
embargo, se obtiene una desviacion estandar alta por lo que es necesario

estandarizar la metodologia.
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6.3 Extraccion de bisfenol A de la muestra de cereal mediante la técnica
convencional Soxhlet

Se realizé la extraccion de BPA mediante la técnica Soxhlet del mismo lote de
cereal que se utilizé en la extraccion con CO; supercritico. Para la extraccion
Soxhlet se utilizdé acetonitrilo como solvente, con un periodo de extraccién de 5
horas, ya que se ha reportado la recuperacion del 80-95% del BPA presente en
muestras de lodo con un periodo de extraccion menor a 4 horas (Meesters &
Schréder, 2002). En este caso se realizo la extraccion por 5 horas para asegurar
una recuperacion del 100% del BPA contenido en la muestra. El objetivo de
realizar la extraccion en Soxhlet es comparar el porcentaje de extraccidon
obtenido con esta técnica, considerada la metodologia convencional, contra el
obtenido mediante la técnica de extraccion con CO, supercritico. Se considera
que con la extraccion Soxhlet el 100% del BPA lixiviado se logra extraer de la
muestra. En la tabla 6.5 se muestran los resultados obtenidos en la extraccion
Soxhlet realizada por triplicado. La figura 6.6 muestra los cromatogramas de la

extraccion de BPA mediante la técnica Soxhlet.
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Tabla 6.5 Extraccion de BPA de cereal enlatado mediante la técnica

convencional Soxhlet.

Repeticion Concentracion (ng/g)
1 786.7
2 729.5
3 726.1
Promedio 747. 4 ngl/g
Desviacién estandar 34 ng/g
Coeficiente de variacion 4.5 %

Abundance
10000

4000

2000

Figura 6.6 Cromatogramas de la extraccion de BPA mediante la técnica Soxhlet.

La sefal de BPA aparece en 9.5 min.
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Como puede observarse en la figura 6.6, a diferencia de la extraccion de BPA
con CO;, en estado supercritico, el cromatograma presenta diversos picos
probablemente relacionados con otros compuestos fendlicos como ya se ha

mencionado.

Para cada una de las técnicas (CO, supercritico y Soxhlet) se realizé el
promedio de las concentraciones obtenidas para calcular el rendimiento de
extraccion de BPA logrado con la técnica asistida con CO, supercritico. La
concentracion extraida con la técnica Soxhlet se considera como el 100% del

BPA presente en la muestra.

Para la extraccion convencional en Soxhlet se obtiene un promedio de 747.4
ng/g, con una desviaciéon estandar de + 34 ng/g, mientras que con la técnica CO
supercritico se obtiene un promedio de 319.7 + 94 ng/g lo que representa el 42.8
% de lo extraido con la técnica Soxhlet. La figura 6.7 presenta la concentracion

promedio obtenida con cada una de las técnicas.
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Figura 6.7 Comparacion de la concentracién obtenida de BPA de la muestra de
cereal por la técnica convencional Soxhlet y la técnica asistida con CO,

supercritico.

Los resultados con ambas técnicas muestran una concentracion de BPA en el
rango de 214.9-786.7 ng/g. De acuerdo a reportes anteriores la concentraciéon de
BPA en cereales se encuentra en el rango de 0-4 ng/g (Niu et al., 2012; Sakhi et
al., 2014; Niu et al., 2015; Chen et al., 2016) mientras que en formulas infantiles
y otros productos no lacteos para bebé esta en el rango de 9-384 ng/g

(Ballesteros et al., 2009).
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La concentracion aumenta significativamente en enlatados debido al contacto del
alimento con la resina epoxi utilizada en el recubrimiento de las latas (Sakhi et
al., 2014). Estudios en Estados Unidos han mostrado que 73% de los alimentos
enlatados presentan BPA (Lorber et al, 2015). Evaluaciones de BPA en
alimentos enlatados han determinado una concentracion en el rango de 21.9—

1858.7 ng/g de BPA (Sungur et al., 2014).

De acuerdo a lo anterior la concentracion encontrada en la muestra de cereal
(214.9-786.7 ng/g) se encuentra dentro del rango de concentraciones reportado
para los alimentos enlatados (21.9—1858.7 ng/g), y se confirma que el enlatado
influye considerablemente en la alta concentracion de BPA, esto debido a la
migracion de monémero residual de BPA de la resina epoxi utilizada como

recubrimiento en la lata.

Ademas de determinar la concentracion de BPA en el cereal es importante
evaluar o interpretar el riesgo toxicoldégico que representa la concentracion
encontrada en este alimento dirigido hacia la poblacion infantil, para esto se
recurri6 a una metodologia adaptada de trabajos anteriores (Christensen &
Lorber, 2014; Lorber et al., 2015) que permite evaluar el riesgo toxicologico

debido a la ingesta de BPA a través de los alimentos.
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6.4 Estimacion del consumo de bisfenol A a través del cereal

Un enfoque “Forward” sera utilizado para estimar el consumo diario de BPA a
través de cereal enlatado para un bebé de 6 meses de edad. Este enfoque
combina informacion sobre la concentracion de BPA en el cereal con el consumo
diario. La siguiente ecuacion fue adaptada de Lorber et al.,, 2015 y describe el

calculo realizado para evaluar el consumo de BPA.

Igpg = Cppa*Ic* Wit

Donde:

Ispa = Ingesta de BPA, ng/kg—dia

Cgpa = Concentracion de BPA en el cereal, ng/g

Ic = Consumo promedio diario de cereal para un bebé de 6 meses, g

W5 = Peso corporal promedio de un bebé de 6 meses, kg

Con los datos obtenidos de concentracion de BPA en la muestra de cereal, el
consumo diario de este alimento, segun lo recomendado por el producto, y el
peso promedio de un bebé de 6 meses de edad se calculd la ingesta de BPA

debido al consumo de esta muestra de cereal.
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Cepa = 747.4 ng/g tomando la concentracion de BPA extraida mediante la
técnica Soxhlet que en este trabajo se considera como el 100% de BPA
contenido en la muestra.

I =15 g. Consumo diario de cereal segun la recomendacion del producto.

Wg = 7.2 kg. Peso corporal promedio de un bebé de 6 meses (NOM-008-SSA2-

1993).

Ippa = (747.4”7‘9) (15 d%) (7.2 kg)~! = 1557.1 ng/kg.dia

a

Lo que equivale a 1.6 pug/kg peso corporal-dia.

La EFSA ha emitido varios dictamenes cientificos sobre los riesgos asociados a
la exposicion y consumo de BPA. En 2006 evalud los riesgos asociados a BPA,
incluyendo la evaluacién de la exposicion dietética. En ese afo la EFSA
establecié una ingesta diaria tolerable (TDI) de 50 pg/kg peso corporal-dia,
basado en un nivel de efectos no adversos de 50 mg/kg peso corporal-dia
generado en multiples estudios con roedores y aplicando un factor de
incertidumbre de 100 (EFSA, 2006). En 2014 la EFSA realiz6é una re-evaluacion
del TDI, debido a los riesgos asociados a BPA dados de estudios en modelos

animales, estableciendo un TDI de 5 ug/kg peso corporal-dia (Niu et al., 2015).
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En 2015 la EFSA estimo la exposicién a BPA debido a alimentos enlatados para
nifios de 6 meses a 10 afos. Considerando como exposicion media de 290 a
375 ng/kg peso corporal-dia, y como exposicion alta de 813 a 857 ng/kg peso
corporal-dia. En este mismo afio la EFSA re-establece el valor del TDI y declara
una ingesta diaria tolerable temporal (TDI-t) de 4 ug/kg peso corporal-dia (EFSA,

2015).

De acuerdo a los datos anteriores la exposicion calculada debido al consumo de
cereal se cataloga como exposicion alta, y se encuentra por debajo del TDI-t de
4 ug/kg peso corporal-dia; sin embargo, esta exposicion, que representa el 40%
del TDI-t, sélo se debe al consumo de un alimento, por lo que la ingesta total de

BPA para un bebé de 6 meses posiblemente se encuentre cercana al TDI-t.

Basado en la Organizacion Mundial de la Salud la estimacion internacional de la
exposicion dietética a BPA esta en el rango de 0.4-4.2 ug/kg peso corporal-dia
(Milic et al., 2015). Para infantes de 0-3 afios el consumo estimado de BPA esta
por arriba de 0.875 ug/kg peso corporal-dia (EFSA, 2015). La ingesta de BPA
debido al cereal enlatado (1.6 pg/kg peso corporal-dia) se encuentra en el rango
establecido por la Organizaciéon Mundial de la Salud; sin embargo, representa el
doble del consumo de BPA que establece la EFSA para un infante de 0-3 anos,

lo cual representa un riesgo evidente para la poblacién infantil porque se trata de
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la ingesta debido a un soélo alimento, ademas de que se ha establecido
recientemente que una exposicion de 2.5 a 25,000 pg/kg peso corporal-dia son
las dosis reportadas en la literatura cientifica que inducen efectos adversos en la

salud humana (Heindel et al., 2015).

Ademas de la ingesta, existen otras rutas de exposicion como la inhalacion y
adsorcion dérmica, por lo que una combinacidn de las multiples rutas de
exposicion, asi como una exposicion a largo plazo resulta verdaderamente
preocupante para la poblacion infantil, la cual al tener su sistema enddcrino en

desarrollo constituye el sector mas vulnerable a disrupcion endocrina.

Existen numerosos estudios y ensayos en modelos animales que han
establecido la relacién de BPA con diversas enfermedades. Se ha reportado que
BPA puede ocasionar la disrupcion de la funcion de la célula con dosis menores
a 0.23 ng/L en modelos celulares (Ballesteros et al., 2009). Ademas se ha
demostrado que el organismo humano es mas susceptible a los dafos toxicos

de BPA que los roedores (Rubin, 2011).
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A pesar de que la lista de efectos adversos producidos en la salud debido a la
exposicion a BPA es cada vez mayor, en el reporte cientifico de la EFSA de
2015, después de la evaluacién de las rutas de exposicion (ingesta, inhalacion,
adsorcién dérmica) y las concentraciones reportadas para cada ruta de
exposicion, se establece que «No existe un problema de salud para cualquier
grupo de edad debido a la ingesta ni para cualquier ruta de exposicion a BPA»

(EFSA, 2015).

Por lo anterior, en la actualidad los riesgos asociados con la exposiciéon a BPA
son fuente de interminable debate, ya que a pesar de que la relacién entre la
exposicion a BPA y diversas enfermedades se ha establecido en multiples
investigaciones, el dictamen de la EFSA en 2015 establece que las asociaciones
reportadas no aportan pruebas suficientes para inferir una relacion causal entre
la exposicién al BPA durante cualquier etapa en el desarrollo del ser humano y

los efectos adversos en la salud humana.

Por ello, se requiere mayor investigacion en la determinacion de BPA y en la
validacién de los métodos para determinarlo en alimentos, que constituyen la
principal via de exposicion; ademas, en el desarrollo de nuevos materiales de
empaque que sustituyan el uso de BPA y/o la innovacién en tecnologias para

removerlo de los empaques para alimentos.
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6.5 Propuesta de prototipo para la extraccién de bisfenol A en latas
mediante CO, supercritico

Se realizé la extraccion del monémero residual de BPA de una muestra de lata
con la técnica de CO, supercritico, para evaluar la cantidad de mondmero
residual que puede extraerse mediante CO, supercritico en una lata, antes del
proceso de enlatado. Las condiciones utilizadas para la extraccion fueron 300
bar/60 °C, condiciones con las cuales se logra una mayor extracciéon de BPA en

la muestra de cereal.

La concentracion de BPA encontrada en la muestra de lata fue de 176 ng/cm?.
La figura 6.8 muestra el cromatograma obtenido en la extraccion de BPA de la
muestra de lata junto con su patréon de fragmentacion, el pico de BPA aparece

en 10.2 minutos.
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Figura 6.8 Cromatograma y patron de fragmentacion de BPA extraido de la
muestra de lata. El pico de BPA aparece en 10.2 minutos. El ion con m/z 213 es

caracteristico para BPA.

De la figura 6.8 es importante resaltar que se encontraron otras sefiales; por
ejemplo, iones a m/z 208, 220 y 312, a diferencia de la extraccion en cereal. Lo
anterior puede ser explicado debido a que en el recubrimiento existen
compuestos derivados del BPA tales como BADGE-H,O y BADGE-2H,0O que
pudieron haber sido extraidos por el CO, y que de otra manera no migrarian al
cereal. Reportes han indicado que la migracion de este tipo de compuestos se

favorece en medios liquidos bajo condiciones acidas (Petersen et al., 2003).
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Si se considera una lata de dimensiones 303 X 406, la cual presenta un area
superficial de aproximadamente de 378.5 cm?, se tendria una cantidad de
monomero residual de 66.6 pg por lata, susceptible a migrar del envase al
alimento. Se ha reportado una cantidad lixiviada de BPA en latas de 20 ug por
lata (Allard, 2014; Félix et al., 2013), por lo que el valor encontrado en la
extraccion de BPA en lata es considerablemente mayor al reportado en la
literatura; sin embargo, cabe resaltar que la cantidad de mondémero residual
susceptible a migrar depende totalmente del tamafio de la lata, el cual no se

especifica en la literatura, y del grado de polimerizacién de la resina epoxi.

La tecnologia con fluidos supercriticos tiene amplias aplicaciones en la industria
de alimentos en la extraccién de diversos compuestos (aceites, antioxidantes,
esencias, cafeina, aromas, sabores, etc.), las presiones de operacién empleadas
estan en un rango desde 50 bar hasta por arriba de 2500 bar en las unidades de
extraccion de ultra-alta presion (Knez et al., 2010). Las condiciones de proceso
para la descafeinizacion del café se encuentran entre 70-90 °C y 160-250 bar
(Williams & Clifford, 2000) y para la extraccion de aceites de semillas de

oleaginosas estan entre 40-80 °C y 80-600 bar (Velasco et al., 2007).
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Actualmente no existe un método de extraccion de BPA a nivel industrial
utilizando CO, en estado supercritico como solvente, ni alguna patente
relacionada; por ello, y debido a que los alimentos enlatados son la mayor fuente
de BPA, y a los resultados positivos en la extraccion de BPA de una muestra de
lata, se propone el desarrollo de un método de limpieza asistido con CO;
supercritico para remover el mondmero residual, antes del proceso de enlatado.
La figura 6.9 muestra el diagrama propuesto para la extraccion industrial de

BPA en latas.
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Figura 6.9 Diagrama esquematico del método de limpieza propuesto para la

remocion de BPA de latas utilizando CO, en estado supercritico como solvente.
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Las presiones mas comunmente utilizadas en el desarrollo e investigacion de
extracciones con fluidos supercriticos se muestran en la figura 6.10. No hay una
tendencia clara hacia una mayor o menor presion; sin embargo, como parte de la
investigacion y desarrollo, y en la presentacion de las patentes para la extraccion

con CO; supercritico, se utilizan presiones en el rango de 100 a 700 bar (Knez et

al., 2010).
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Figura 6.10 Presiones mas utilizadas en el desarrollo e investigacion de

extracciones con fluidos supercriticos. (Adaptado de Knez et al., 2010).
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La linea azul de la figura 6.12, que se encuentra en 300 bar, ilustra que la
presion utilizada para la extraccion de BPA en este trabajo se encuentra por
debajo de la media de presiones utilizadas comunmente en las extracciones con
fluidos supercriticos, o que hace que la propuesta de un prototipo para la
extraccion de BPA como un método de limpieza a 300 bar de presion sea una
técnica accesible industrialmente.

Esta es una tecnologia ambientalmente limpia, sin el uso de solventes organicos,
que permite la remocion del BPA residual de las latas sin dejar trazas de
compuestos quimicos ajenos al envase o0 solventes organicos. Es una
metodologia que permite una buena trasferencia de masa debido a las
propiedades de solvente y de trasporte del fluido supercritico, lo que se traduce

en altos porcentajes de recuperacidon y bajos tiempos de extraccion.
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7. CONCLUSIONES

» Es posible utilizar la extraccién asistida con CO, supercritico como un pre-
tratamiento para la determinacion de BPA en alimentos por cromatografia

de gases acoplado a masas.

* Es posible extraer BPA de cereal enlatado empleando CO, supercritico

* La extraccion de BPA en alimentos empleando CO, supercritico obtiene
mejores resultados que una extraccidon en Soxhlet en términos de

selectividad, pero tiene una reproducibilidad mas baja.

+ De las condiciones de extraccion con CO, supercritico ensayadas, las

mejores fueron 300 bar, 60°C, 1 hora.

« Se encontré una concentracién promedio de BPA en el cereal enlatado para
bebé de 747.4134 ng/g con la técnica Soxhlet, y de 319.6 + 94 ng/g
mediante la técnica asistida con CO, supercritico. Por lo que se logré un
porcentaje de extraccion del 42.8% con la técnica asistida CO, supercritico

comparada con la técnica convencional Soxhlet.

» De acuerdo a los resultados obtenidos con la técnica Soxhet, realizados por
triplicado, la ingesta diaria posible de BPA calculada para un nifio de 6
meses de edad debido al consumo de cereal enlatado es de 1.6 ug/kg peso

corporal-dia.
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8. RECOMENDACIONES

e Realizar la acetilacion in situ del BPA de la muestra bajo las condiciones de
extraccion del CO, supercritico, que permitira mejorar el rendimiento de
extraccion, si la determinacion se hace por cromatografia de gases
acoplado a masas.

e Determinar el BPA extraido mediante la técnica HPLC acoplado a detector
de masas, ya que con este analisis instrumental se evita la etapa de
derivatizacion de la muestra, una etapa muy sensible a pérdidas del
analito.

e Estandarizar la metodologia de extraccion de BPA asistida con CO,
supercritico para disminuir la desviacién estandar.

e Realizar el analisis del contenido de BPA en férmulas infantiles, ya que
representa el alimento de mayor consumo en infantes de 6 meses de edad.

e Realizar la extraccion de BPA de la muestra de lata bajo menores
condiciones de presion y temperatura, considerando la solubilidad del BPA
en CO, supercritico, que permitan crear una técnica mas accesible

industrialmente.
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10. ANEXO |

Curva de calibracion de bisfenol A (BPA).
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