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CAPITULO 1

RESUMEN

Durante el presente trabajo se muestra el desarrollo, optimizacion y validacion de un método
para la preparacién y posterior determinacién de seis bisfenoles -Bisfenol A, Bisfenol S, Bisfenol
F, Bisfenol AF, Bisfenol Z y Diglicidil Eter del Bisfenol A- en muestras acuosas.

Los bisfenoles son compuestos organicos ampliamente usados en la fabricacién de resinas
epoxicas y polimeros. Su uso en la industria ha ocasionado la dispersiéon en el medio natural
considerandose contaminantes emergentes. De igual forma, se ha demostrado que actian como
disruptores endocrinos y se han relacionado con una amplia lista de afectaciones a la salud en
ambos sexos. La principal via de exposicion es la oral, concretamente por la ingesta de alimentos
y bebidas contenidas en envases plasticos que incluyen a estos compuestos.

El método presentado en este trabajo hace uso de la técnica de extraccion en fase sélida
(EFS). La cual se utiliza ampliamente en la preparacién de muestras liquidas debido a que
permite tanto la limpieza de la muestra como la preconcentracién de los analitos.

Se prepararon soluciones estandar de los bisfenoles y a partir de ellas se generaron muestras
simuladas que contenian a los seis bisfenoles. Las condiciones éptimas para la extraccién fueron
300 mg de fase C18 y 40 um de didmetro de particula, la activaciéon y acondicionamiento se llevd
a cabo con 5 mL de MeOH y 5 mL de agua, respectivamente. Se hizo pasar la muestra (30 mL
Hy0:MeOH 9:1) y se secé con vacio durante 10 minutos. La elucién de los analitos se realizé con
1 mL de MeOH.

Las muestras fueron inyectadas en el sistema cromatografico, la separacion se llevé a cabo en
una columna Zorbax Eclipse XDB C18 4.6mm x 150 mm, 3.5 um. Como fase mévil se empled
una mezcla de MeOH:Agua en gradiente, comenzando con una proporciéon 50:50 y llegando a
100:0 en un tiempo 10 minutos, con un flujo de 1 mL min~! y temperatura de 40 °C. El tiempo
de analisis se fij6 en 10 minutos con un tiempo de equilibrio de 5 minutos entre inyecciones. La
deteccion de los analitos se realizé mediante un detector UV a longitudes de onda de 235 y 260
nm.

El método desarrollado mediante EFS-CLAR-DAD fue evaluado en el intervalo de 26 a 888
ng mL~! obteniendo recobros en el rango 83% - 103%, una buena linealidad con r* > 0.99 y
buena repetibilidad inter dia con %RSD < 11%.

El método se probé en muestras de agua embotellada en garrafones, en muestras de agua
contenidas en recipientes pldasticos, asi como en muestras de agua superficial recogidas en un
criadero de peces. No se detecté a ninguno de los analitos en las muestras estudiadas.

Péginal 1



CAPITULO 2

INTRODUCCION

Los bisfenoles son una familia de compuestos orgdnicos ampliamente relacionados con la
industria de los plasticos, ya sea que estos sean los mondémeros que los conforman o simplemente
se empleen en los procesos de fabricacién.

Diversos estudios han demostrado que estos compuestos tienen una actividad estrogénica
considerandose como disruptores del sistema endocrino por lo que afectan la produccion,
procesamiento y funcion de las hormonas en el cuerpo. De igual manera, estos compuestos se han
relacionado con afectaciones a la salud como diabetes, obesidad, problemas cardiovasculares,
enfermedades crénicas respiratorias, problemas en los rinones, cancer de mama y prostata,
problemas neuroconductuales, problemas en la denticiéon y desordenes reproductivos en ambos
SEX0S.

Debido a esto, diversas agencias y organizaciones de salud a nivel internacional han expresado
su preocupacion respecto al uso de estos compuestos, en especial a su miembro més conocido que

es el bisfenol A.

Los grandes cambios en el estilo de vida surgidos tras los eventos de la primera mitad del siglo
XX han supuesto que gran parte de nuestros alimentos y bebidas estén ahora contenidos en
envases de plastico o enlatados. Como consecuencia de esto, ingresamos al organismo pequenas
cantidades de bisfenoles siendo esta la principal via de exposicién en las personas.

De igual manera, derivado del proceso de produccion tanto de los compuestos en si, como de
los productos en los que se emplea como materia prima, se ha liberado en el medio y se han
encontrado estos compuestos en muestras de agua y suelo.

Durante este trabajo se muestra el desarrollo, optimizacion y validaciéon de un método de la
quimica analitica instrumental para el analisis de seis bisfenoles -BPA, BPS, BPZ, BPF, BPAF y
BADGE- en muestras acuosas.

El método hace uso de una técnica de preparacién conocido como extraccién en fase sélida,
que es ampliamente usada para el tratamiento de muestras liquidas. La técnica hace uso de
cartuchos empacados con una fase cromatografica que retiene los analitos y posteriormente se
permite la elucion de estos con un disolvente adecuado. Con lo anterior se consiguen dos cosas, la
limpieza de la muestra al permitir lavar los interferentes y la preconcentracion de los analitos, ya
que estos se recuperan en un volumen menor al de la muestra que los contenia.

Los extractos obtenidos tras la EF'S son analizados mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion. Esta técnica instrumental permite la separacion de los analitos en funcion de las
diferentes afinidades que estos presenten con la fase estacionaria y la fase mévil. Una vez que se
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separan, los analitos pasan por un detector de arreglo de diodos que genera una respuesta en
funcién de la cantidad de analito presente, lo que se puede extrapolar a la concentracion de los
analitos en la muestra.

El presente trabajo se ha organizado de la siguiente forma, en primer lugar, se muestra una
investigacion documental acerca de los bisfenoles, incluyendo su naturaleza, propiedades
fisicoquimicas, produccién, uso y toxicidad. De igual manera se muestran otros métodos
empleados para el andlisis de estos compuestos en matrices acuosas. También se muestra una
explicacion mas detallada de la extraccién en fase sélida, los factores de los que depende, asi
como sus ventajas y desventajas.

Posteriormente se presenta la metodologia empleada, detallando los materiales, disolventes y
equipos con los que se llevé a cabo la actividad experimental. Se describe como se llevé a cabo la
preparacién de las disoluciones estandar de los bisfenoles de estudio, asi como la recoleccion y
obtenciéon de las muestras. De igual forma se presenta la optimizacién y evaluaciéon de las
condiciones de extraccién y separacion cromatografica, asi como la validacién del método
evaluando los parametros de linealidad, exactitud, repetibilidad, limite de deteccion y limite de
cuantificacion. Finalmente se describe como se lleva a cabo el andlisis de las diferentes muestras
de agua con el fin de probar el método.

El trabajo continua con los resultados obtenidos tras aplicar la metodologia presentada y el
analisis de estos mismos resultados. Para terminar, se presentan las conclusiones a las que se
llegaron, asi como las perspectivas a futuro derivadas de este trabajo.
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CAPITULO 3

ANTECEDENTES

Los bisfenoles son una familia de compuestos organicos que en anos recientes han conseguido
gran notoriedad en los medios, debido a su gran actividad bioldgica, sobre todo a nivel del
sistema endocrino [1,2].

De los integrantes que conforman esta familia de compuestos, el m&as reconocido y
ampliamente usado es el bisfenol A. Este compuesto fue sintetizado por primera vez en 1891 por
el quimico ruso A. P. Dianin [3,4].

El nombre del compuesto proviene de su estructura que consta de un atomo de carbono
central al que se le unen dos grupos metilo y dos grupos fenol en la posicion para. La forma
general de esta estructura se repite en todos los demés compuestos de esta familia [2]. Las
estructuras de los bisfenoles estudiados en este trabajo se muestran en la Figura 3.1.

I
HO ﬁ OH
o}
HO OH
BPA BPS
FsC CF3
HO OH HO OH
BPF BPAF

HO OH

BPZ BADGE

Figura 3.1: Estructura del BPA y algunos de sus andlogos [2].
Estructuras realizadas con ChemDraw Profesional 17.0.
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3.1. PRODUCCION Y USO DE LOS BISFENOLES.

Fue hasta la década de los anos 30 cuando se comenzé a notar su actividad como
estrégeno [1,5]. Posteriormente, en la década de los 50, es cuando realmente se lleva a cabo el uso
a gran escala de este compuesto, especificamente en la produccién de resinas y polimeros [1,2].

Debido al uso del bisfenol A en muchos productos de uso cotidiano se especula que la exposicién
al BPA estd muy extendida y que la gente esté expuesta a niveles elevados del mismo [6].

Seccién 3.1.

PRODUCCION Y USO DE LOS BISFENOLES.

Debido a su actividad como estrégeno, en un primer momento se buscé aprovechar esta
caracteristica y generar tratamientos médicos con ella. Sin embargo, se descubrieron una gran
variedad de efectos secundarios asociados a este compuesto (Ver Seccién 3.4), lo que provocd que
estos intentos cesaran y no prosperaran [1].

En los anos 50 se descubrié la polimerizacién del BPA para producir policarbonatos [1,4]. Los
policarbonatos presentan una serie de propiedades ttiles como su resistencia a los impactos, al
calor y a diferentes sustancias quimicas. Esto conlleva a que se mantenga inalterado durante
mucho tiempo. Aunado a su ligereza, transparencia, posibilidad de ser coloreado y a que es facil
de moldear y termoformar ha hecho que se produzcan grandes cantidades de estos plasticos [4].

Como consecuencia de esto, el BPA se convirtié en un producto quimico de alto volumen de
produccién a pesar de sus ya reconocidas caracteristicas como estrégeno sintético [2,4].

La producciéon a nivel industrial de BPA ocurre mediante la condensacién de fenol con
acetona en presencia de un catalizador acido (como HCI) como se muestra en la Figura 3.2 [7,8].

De acuerdo con la firma Mordor intelligence, el mercado de BPA a nivel global se espera que
alcance los 5.95 millones de toneladas para finales de 2023 [9)].

Aunque a finales del siglo XX el pais que més producia y demandaba bisfenol A era Estados
Unidos, en los tltimos anos con el despegue de la region de Asia-Pacifico, sobre todo de China, el

Y H*
(0]
HO OH H,0 HO

Figura 3.2: Reaccién de sintesis del bisfenol [8].
Estructuras realizadas con ChemDraw Profesional 17.0.

OH
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3.1. PRODUCCION Y USO DE LOS BISFENOLES.

mercado de bisfenol en esta regién ha superado a la de Norte América [9,10].

Segun estimaciones Asia produce el 35% del bisfenol A a nivel global, le siguen en orden de
produccion Europa y Norte América. También es en la regién asiatica donde se registra el mayor
consumo de este compuesto, alrededor del 55% de la produccién mundial, seguido nuevamente
por Europa y Norte América [10].

Media

Figura 3.3: Mercado global de BPA. Tasa de crecimiento por regién, 2022 - 2027
Imagen editada a partir de la encontrada en [9].

De toda la produccién de bisfenol A en el 2020, se estima que la mitad se destina a la

produccién de policarbonatos mientras que un 20% se destiné a la fabricacién de resinas epdxicas
(Figura 3.4) [10].

En anos recientes, se han comercializado productos con la etiqueta libre de BPA, sin embargo,
muchos de estos productos sustituyen al BPA por algunos de sus andlogos [2].

Ademas, los analogos se usan en muchas otras aplicaciones. En la Tabla 3.1 se muestran las
aplicaciones principales a las que se destinan asi como la cantidad estimada producida [2,11,12].
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3.1. PRODUCCION Y USO DE LOS BISFENOLES.

W Policarbonatos

M Resinas epoxicas

m Resinas de poliester
insaturadas

Retardantes de flama

m Otros

Figura 3.4: Distribucién del BPA producido por uso final, 2020 [10].

Tabla 3.1: Aplicaciones de los andlogos del BPA estudiados y produccién estimada.

Produccién estimada en

Compuesto Aplicaciones _
toneladas ano
Principal reemplazo del BPA en la produccién
de policz}{"bonatos y productos de este material, 10,000 — 100,000 (Espacio
BPS produccién de retardantes de fuego, papel ..
L : o Econémico Europeo, 2020) [2].
térmico, intermediario en colorantes y
pesticidas [2,12].
Resngas epoxicas y ,re?ubrlmlentos (Lacas, 1000 — 10,000 (Espacio
BPF barnices, adhesivos pléasticos, sellador dental y. , .
: Econdémico Europeo, 2020) [2].
empaques de comida) [2,12].
Agente de entrelazamiento para
ﬂ l s 7 l.. .
uo.roe‘astomeros,‘,monomero de o iimidas, 100 - 1,000 (Espacio
BPAF poliamidas,  poliésteres,  copolimeros de ..
. . p Econémico Europeo, 2020) [2].
policarbonato y polimeros que estan en
contacto con comida [2,12].
BPZ Produccién de peliculas de policarbonato [11]. No reportado
BADGE Monémero en la produccion de resinas epoxicas 453~ 9,072 (EE.UU., 2015) [2].

usado en contenedores de comida y bebida [2].
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3.2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS BISFENOLES.

Seccién 3.2.

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS BISFENOLES.

El bisfenol A y la mayoria de sus compuestos andlogos son sustancias solidas de color blanco a
temperatura ambiente. Una excepcion es el BADGE, que se presenta como un liquido viscoso en
condiciones normales.

En la Tabla 3.2 se muestran algunas de las propiedades fisicoquimicas de los bisfenoles de
estudio en este trabajo.

Aunque en la tabla solo se incluyan los bisfenoles con los que se llevo a cabo este trabajo es
importante mencionar que existen una gran cantidad de compuestos dentro de la familia de los
bisfenoles. A continuacién se mencionaran algunos comportamientos de los bisfenoles en general,
de acuerdo a las propiedades fisicoquimicas que presentan.

Los bisfenoles en general presentan un valor para la presién de vapor bajo, en el rango de
6.01x107'" (BPP) a 5.23x10~7 (BPAF) mmHg a 25 °C. Esto, junto con su alto punto de
ebullicién nos indican que, en general, los bisfenoles tienen una baja volatilidad [2,13,14].

Dado el coeficiente de reparto octanol-agua (log K,,) de los bisfenoles, que se encuentra en el
rango de 1.65 (BPS) a 6.25 (BPP) se presenta una variedad de comportamientos diferentes [14].
Por ejemplo, se considera que los contaminantes con valores de log K,,, > 3 tienden a acumularse
en los sedimentos y a bioacumularse en los tejidos de organismos acudticos [2,7]. Dado el valor de
log K., del BPA se espera que tenga una baja bioacumulacién mientras que muchos de los
analogos del bisfenol A tienen una mayor capacidad de bioacumulacién. Caso contrario ocurre
con el BPS, que presenta un valor de log K., = 2.32, lo que lo hace mas hidrofilico y por tanto,
no se espera que tenga una capacidad de bioacumulacién significativa [2].

La solubilidad en agua de los bisfenoles tambien presenta un amplio rango de valores aunque
se considera que tienen una solubilidad de muy baja a moderada. Incluso los bisfenoles mas
solubles en agua presentan una solubilidad en el orden de unos cuantos g L™! [2]. Las diferencias
en la solubilidad entre los bisfenoles pueden explicarse debido a los diferentes sustituyentes y
grupos funcionales presentes en la estructura [15].

La vida media de los bisfenoles en diferentes matrices es variada, pero en general, se alarga en
suelos y sedimentos y presentan valores bajos en el caso de aire y agua debido a procesos que se
explicaran mds adelante [2].
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3.3. BISFENOLES COMO CONTAMINANTES EMERGENTES.

Seccién 3.3.

BISFENOLES COMO CONTAMINANTES EMERGENTES.

En 1962, Rachel Carson publicé su libro Primavera silenciosa, en el se describen los efectos
perjudiciales de los pesticidas, especificamente del DDT (Diclorodifeniltricloroetano), para el
medio ambiente y para la salud humana. Como consecuencia de su trabajo se empezd a volcar la
atencién publica y cientifica a las consecuencias de la liberaciéon de compuestos quimicos de
origen humano al medio ambiente [16].

No existe un acuerdo undnime en cuanto a la definicién de contaminantes emergentes [16], se
suele considerar aquellos compuestos de naturaleza quimica cuya presencia en el ambiente no se
considera significativa ya sea por su distribucién o su concentracion y debido a ello, pasan
desapercibidos [17-19]. Esto trae como consecuencia una falta de regulaciones [20].

Con el avance de los métodos analiticos, estos compuestos estan siendo ampliamente
detectados y se estudia su potencial impacto ecolégico y los impactos a la salud [17].

Aunque los contaminantes emergentes pueden estar presentes en todo el medio ambiente, es
sobretodo en el agua donde su presencia es mas advertida y estudiada [21]. La llegada de estos
compuestos al agua ocurre en una multitud de puntos, desde la industria quimica, la industria
ganadera o los hogares [16]. Un diagrama de la interaccién de los contaminantes emergentes y el
ciclo del agua se muestra en la Figura 3.5.

Uno de los compuestos habitualmente hallado en las listas de contaminantes emergentes es el
bisfenol A. Su presencia en el medio ha sido detectada en agua y sedimentos y sus niveles han ido
incrementando [2]. La encuesta nacional de reconocimiento para algunos farmacos y otros
contaminantes emergentes detecté el bisfenol A en un 20% de las muestras en un estudio
efectuada a cuerpos de agua destinadas al consumo humano [22]. De igual forma, en un estudio
llevado a cabo en el Reino Unido, se detectd el bisfenol A en agua superficial de rios del sur de
Gales [23].

El bisfenol A liberado al ambiente en condiciones aerobias (como en rios) posee una vida
media relativamente corta de 4.5 - 4.7 dias siendo degradado principalmente por bacterias [24]
como Bacillus thuringiensis, Pseudomonas putida YC-AE1l y Sphingomonas paucimobilis FJ-4
que han demostrado su capacidad de degradar el BPA [25].

No obstante, la liberacién continua de estos al ambiente por parte de las industrias y
consumidores hace que se encuentre presente de manera continua, por ello se considera un
compuesto quimico pseudo-persistente [7].
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3.4. TOXICIDAD DE LOS BISFENOLES.

En condiciones anaerobias la biodegradacion es limitada y se esperan concentraciones més
altas [24]. De modo opuesto, la presencia en el aire representa menos del 1% de la cantidad de
bisfenol A en el medio ambiente debido en parte a su baja volatilidad y a que en la atmosfera se
lleva a cabo la foto-oxidacién del BPA por lo que la concentracién decae rapidamente [7].

La presencia de los bisfenoles en el medio ambiente surge de fuentes pre- y post-consumo. Las
liberaciones pre-consumo ocurren principalmente durante la manufactura de policarbonatos y
resinas epéxicas, por la liberacion de los efluentes de las plantas de produccion [26,27].

Las liberaciones post-consumo se deben a la degradacion de plasticos usados y otros articulos
que contienen BPA o resinas [27] asi como las descargas de las plantas de tratamiento de aguas
residuales municipales, lixiviacién en los vertederos y la combustién de desechos domésticos [7].

Solo en el 2008 se estima que la liberacién en Estados Unidos de bisfenol A durante la
manufactura o el procesamiento ascendia a las 577 toneladas [7]. En la Unién Europea, la
cantidad total liberada al medio ambiente es similar a la de los Estados Unidos [26].

Las consecuencias de la liberacion del bisfenol A en el medio se reflejan sobretodo en la salud
de la vida salvaje. Estudios han demostrado que a niveles de concentracién encontrados en la
naturaleza existen alteraciones tanto en vertebrados como invertebrados [24].

Los organismos acuéticos parecen ser los mas afectados por la presencia de bisfenol [7, 28],
estudios muestran que el BPA puede afectar el crecimiento, la reproduccién y el desarrollo de
estos organismos [29]. Se ha detectado que en el rango de concentraciones de 1.1 a 12.8 mg L~!
presenta una toxicidad a nivel sistémico para varios taxones como son los dafnidos (pulgas de
agua), misiddceos (camarones marsupiales) y peces de agua dulce y salada [7].

La informacion de los analogos del bisfenol como contaminantes emergentes se encuentra muy
limitada. Dado el uso de estos compuestos como sustituto del bisfenol A en la industria, es de
esperar la presencia cada vez mas amplia de estos compuestos en el medio. Algunos estudios han
detectado la presencia de estos bisfenoles en agua superficial y subterrdnea [30]. No obstante, el
verdadero alcance de estos en el ambiente requiere mas estudios.

Seccién 3.4.

TOXICIDAD DE LOS BISFENOLES.

Los bisfenoles forman parte de los compuestos disruptores del sistema endocrino.

La EPA define a los disruptores endocrinos como:

“Un agente exogeno que interfiere con la sintesis, secrecion, transporte, union, accion o
eliminacion de las hormonas naturales en el cuerpo que son responsables del mantenimiento de la
homeostasis, reproduccion, desarrollo y/o comportamiento” [31].
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3.4. TOXICIDAD DE LOS BISFENOLES.

En este sentido, el bisfenol A es capaz de imitar las hormonas endégenas e interactuar con sus

receptores, alterando la respuesta celular lo que lleva a desordenes en el cuerpo humano (Figura
3.6) [32,33].

Hormona
enddgena EDCs

o O
I:IDEI

Receptor
hormonal

Ncleo

Respuesta Respuesta

Respuesta
celular
bloqueada

celular
alterada

celular
normal

Figura 3.6: Representacion del mecanismo de accién del bisfenol A a nivel celular.
Imagen modificada a partir de [32].

El bisfenol A presenta una estructura similar a oestradiol y dietilestilbestrol y debido a ello
puede estimular la respuesta celular al unirse a los receptores oestrégenos [32]. A pesar de poseer
menos actividad que estos dos compuestos, su actividad no debe de ser ignorada [3].

Existe cada vez mas evidencia de que el bisfenol A puede ser peligroso para la salud humana
y estas consecuencias pueden darse incluso en concentraciones muy bajas [30,32].

Se ha detectado la presencia de BPA en humanos en diversos tejidos y fluidos como son la
orina, leche materna, cordén umbilical y placenta [34].

La presencia de bisfenol en el cuerpo humano se ha asociado ademas, a una gran variedad de
afectaciones a la salud en diversos dmbitos [1,4]. Entre las afectaciones a la salud que se han
asociado con BPA se encuentran la diabetes [35], obesidad y problemas cardiovasculares [36, 37],
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3.4. TOXICIDAD DE LOS BISFENOLES.

enfermedades crénicas respiratorias, problemas en los rinones, cancer de mama y prostata,
problemas neuroconductuales, problemas en la denticiéon y desordenes reproductivos en ambos
sexos [12,32,38,39].

En la Tabla 3.3 se muestran las afectaciones a la salud encontradas a diferentes dosis de
BPA [32].

Pese a la cantidad limitada de estudios en los andlogos del bisfenol, los resultados apuntan a
que el BPS, BPF y BPAF presentan un mecanismo de accién similar y en el mismo orden de
magnitud que el BPA en cuanto a su actividad endocrina [30]. De igual forma estos andlogos han
presentado  alteraciones similares a las del BPA al estar presentes en el
organismo [4,30,34,40,41]. Por ello, no se espera que los articulos que han reemplazado el BPA
por algunos de sus andlogos sean necesariamente mas seguros [12, 30].

Debido a las crecientes preocupaciones por la afectacion a la salud por parte del bisfenol A,
Canada en el ano 2008, tomé medidas precautorias clasificando a este compuesto como téxico.

Por otra parte, tanto la FDA (EE.UU) como la EFSA (UE) declaran que el BPA es seguro a los
niveles cotidianos de exposiciéon humana para un adulto [1].

La EPA establece una Ingesta Diaria Tolerable (TDI) en 50 pg kg=! dia™!, Canadd ha
establecido el limite en 25 pg kg=! dia=t [33].

A pesar de eso, la EFSA ha prohibido el uso de BPA en articulos destinados a bebés e
infantes, e incluso ha rebajado el umbral anterior de seguridad de 50 ug kg=! dia=! a solo 4 ug
kg~ dia~! en una ingesta diaria tolerable temporal (t-TDI) [42].

En México, la Comisién Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS),
no ha regulado el uso del BPA ni de ninguno de sus componentes andlogos [42].
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3.4. TOXICIDAD DE LOS BISFENOLES.

Tabla 3.3: Afectaciones a la salud asociadas al BPA [32].

Etapa - sexo

Dosis (ng mL™1)

Efecto observado

Adulto - M

2.8

95% de los hombres tienen concentraciones
detectables en orina con una asociacién positiva
entre las concentraciones de BPA y los niveles de
hormona luteinizante (LH) en sangre, encargada
de la produccién de testosterona.

Reduce la fertilidad, decremento en el
conteo de espermatozoides, proporcién de
espermatozoides normales y volumen seminal.

Adulto

2.8

Hiperandrogenismo,  disfuncién sexual y
problemas de nacimiento.

Adulto

3.91

Enfermedades cardiovasculares, diabetes y
anormalidades en enzimas hepaticas.

Diferencias fisiolégicas y de comportamiento.

Adulto - F

3.91

Irregularidades en el ciclo menstrual, Sindrome
de ovario poliquistico, fallo ovarico prematuro,
anormalidades metabdlicas y resistencia a la
insulina.

Efectos en el sistema reproductor, alteracion de
la diferenciacion sexual en el cerebro.

Ninez

3.91

Hiperactividad en ninos y nifas tras exposicién
prenatal.

Ninez

3, 050 (prenatal)
5, 280 (postnatal)

Cambios emocionales y de comportamiento.

Altos niveles de ansiedad, depresion, agresiéon e
hiperactividad.

Ninez

366

Cambios neuroconductuales.

Ninez

1.08

Dafio oxidativo al ADN.
Incremento en presiéon sanguinea.

Bajos niveles de testosterona total en
adolescentes masculinos y altos niveles de
testosterona total en adolescentes femeninas.
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3.5. METODOLOGIAS PARA LA DETERMINACION DE BISFENOLES EN AGUA Y
NIVELES REPORTADOS.

Seccién 3.5.

METODOLOGIAS PARA LA DETERMINACION DE BISFENOLES EN AGUA Y NIVELES
REPORTADOS.

Investigaciones previas en otros paises han encontrado presencia de bisfenoles en muestras de
agua potable envasada. Por ejemplo, en botellas fabricadas con polietilentereftalato (PET) se ha
encontrado BPA en un rango de 12.4 - 44.9 ng L™ [40] y 70 - 4210 ng L~! [43]. De igual forma,
se ha encontrado en agua contenida en botellas de policarbonato (PC) en el rango de 111.8 -
6452.8 ng L~ [40].

Algunos de esos estudios no se limitan solo al BPA si no que buscan los compuestos analogos.
Se ha detectado el bisfenol S en botellas de PC en el orden de 0.6 ng L~ [40] o el bisfenol AF
que se ha encontrado tanto en PET como PC en concentraciones de 4.9 ng L™ [40].

En muestras de agua superficial también se han realizado investigaciones para determinar el
contenido de bisfenol A y, en menor medida, de sus compuestos analogos. Un estudio realizado
en agua superficial de rios de la provincia de Jiangsu, China encontré la presencia de BPA en un
rango de 78.9 y 310.0 ng L' [44]. En el mismo estudio se detect6 BPB (0 - 7.9 ng L™!), BPF
(21.3 - 230.0 ng LY, BPS (3.2- 7.8 ng L™') y BPZ (0 - 2.8 ng L) [44].

En Francia, se detect6 BPA en agua superficial y subterranea a una concentracién maxima de
1, 275 y 1, 430 ng L™! respectivamente, de igual forma se detecté BPF con méximos de 10 y 20
ng L™t [43].

En México, un estudio realizado en aguas residuales del area metropolitana de la Ciudad de
Monterrey encontré niveles de BPA menores a 450 ng L' [45]. Mientras que otro estudio
realizado en la misma zona encontré BPA en el rango de 5, 900 y 16, 600 ng L~ [46].

Los métodos analiticos desarrollados para el andlisis de estos compuestos son variados. En la
Tabla 3.4 se muestra una recopilaciéon de publicaciones en donde se ha llevado a cabo la
determinaciéon de bisfenoles en muestras de agua ambiental y en la Tabla 3.5 se muestra la
recopilacion de estudios realizados en agua embotellada.
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Seccién 3.6.

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR).

3.6.1 Fundamentos de la CLAR.

La cromatografia de liquidos de alta resolucion es una de las técnicas analiticas mas usadas con
fines cientificos y mediciones en laboratorio. La técnica de CLAR fue desarrollada en la década
de 1970 basado en los mismos principios de la cromatografia en columna [54].

Es ampliamente usada en el analisis quimicos, farmacéuticos y biomédicos, como también en
el monitoreo de drogas debido a su habilidad para analizar, separar y purificar una variedad de
muestras [55, 56].  La técnica ha ganado mucha popularidad debido principalmente a su
confiabilidad y versatilidad [56].

La CLAR hace uso de una bomba de alta presién para impulsar la fase movil a través de una
columna empacada [54]. La separacién de los componentes de una muestra se da cuando esta es
inyectada en el seno de la fase mévil e impulsada por esta a través de la columna [54,57].

El mecanismo de separacién de los compuestos de interés se basa en las interacciones entre la
fase estacionaria, la fase movil y el o los analitos [56]. Asi, los distintos compuestos recorren la
columna a diferentes velocidades consiguiendo la separacién [54].

La CLAR puede ser clasificada en dos tipos o modos:

e Cromatografia en fase normal: En este modo se emplea una columna de naturaleza
polar (Por ejemplo, silica gel) mientras que la fase mévil es no polar. Debido a la naturaleza
polar de la columna, los analitos polares interaccionan mas con la columna que aquellos no
polares, por lo que estos ultimos viajan mas rapido y presentan tiempos de retenciéon més
cortos [54,58].

e Cromatografia en fase reversa: En este modo la columna es de cardcter no polar (Por
ejemplo, C18 o C8) y se trabaja con una fase mévil polar. De esta forma, los analitos no
polares interactiian mas con la fase estacionaria que los compuestos polares. Por este motivo,
los analitos no polares viajan més lento y se retienen més tiempo en la columna [54,58].

La cromatografia en fase reversa es actualmente la mas empleada en el andlisis quimico [59].
Es especialmente recomendada para la separacion de compuestos de cardcter hidrofobico, es
decir, aquellas que no tienen un caracter polar dominante. Sin embargo, la presencia de
compuestos polares no excluye que se puede usar esta técnica [59,60].

Como ya se menciond, la CLAR hace uso de altas presiones. Esto debido a la necesidad de
alcanzar buenos flujos a través de las columnas densamente empacadas con diametros de particula
en el rango de 3 y 10 nm. Por ello, el equipo usado en CLAR suele ser mas complejo que el empleado
en otro tipo de técnicas cromatograficas [61]. En la Figura 3.7 se muestran los componentes tipicos
de un sistema para CLAR.
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Figura 3.7: Diagrama de los componentes de un equipo de CLAR.
Imagen modificada a partir de la encontrada en [62]

Una vez separados los compuestos de interes estos pueden ser identificados y/o cuantificados
mediante alguno de los detectores usados en CLAR [57]. Existe una variedad de detectores
empleados en CLAR sin embargo, todos ellos se pueden agrupar en dos tipos: los que se basan en
una propiedad de la solucién (Como los detectores de indice de refraccién, constante dielectrica,
etc.) y los que se basan en una propiedad del soluto o analito (Como los detectores UV o de
fluorescencia) [61].

En este trabajo, se hace uso de un detector de arreglo de diodos (DAD) y un detector UV
para la determinacion de los bisfenoles estudiados. Estos detectores se fundamentan en la
absorcion de radiacion electromagnética en la region UV por parte del analito. Ademés, el DAD
permite medir la absorbancia a diferentes longitudes de onda, lo que permite la construccién de
los espectros de absorcién, de forma que puede ayudar con la identificacién del analito [61,63].

3.6.2 Parametros cromatograficos en CLAR.

3.6.2.1 Tiempo de retencién (t,).

Se define como el tiempo transcurrido entre la introduccion de la muestra y la maxima senal de
respuesta detectada para un compuesto dado [59].

El tiempo de retencion esta estrechamente relacionado con las propiedades fisicoquimicas del
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analito, por tanto puede proveer informacion cualitativa del compuesto [59]. En los casos en que
la técnica de deteccion usada no es suficiente para conocer la identidad del compuesto, el tiempo
de retencion de la sustancia puede emplearse como identificador, siempre que haya sido
previamente analizado un estandar de la misma sustancia [58, 59].

Es por esta razéon que es sumamente importante que el tiempo de retencién sea
reproducible [58].

3.6.2.2 Resolucién (Rs).

La resolucién es un parametro que permite medir el grado de separacién entre dos senales [64].
De esta forma se describe la habilidad de la columna para separar los picos de interés, a mayor
valor de resolucién es més sencillo diferenciar la linea base entre dos picos adyacentes [65].

La resolucién puede ser calculada mediante la ecuacién 3.1 [64]:

2 (tr2 — trl)

Rs =
Wi + Wi

(3.1)

Donde:
t, = tiempo de retencion.
Wy, = Ancho del pico en la base (En unidades de tiempo).

Seccién 3.7.

EXTRACCION EN FASE SOLIDA (EFS).

La preparacion de muestras es una parte crucial del analisis quimico, pudiendo representar hasta
un 80% del tiempo total del andlisis [66]. La preparacién de las muestras generalmente incluye la
limpieza de la muestra, la preconcentracién de los analitos y el fraccionamiento de la
muestra [67].

Sin importar cual sea el método de preparacion de la muestra, la importancia de esta parte
del andlisis no debe de ser subestimada en tanto que todos los errores que se cometan en esta
parte, como lo puede ser un mal procesamiento de la muestra o una perdida de los analitos, no
pueden ser corregidos mas adelante sin importar que tan buen desempeno presente la técnica de
separacién o andlisis [66,67].

Durante mucho tiempo, la técnica de preparacién de muestras mas usada era la extraccion
liquido-liquido que se basa en el reparto del analito entre una fase acuosa y una fase organica
inmiscible [66]. Sin embargo, esta técnica tiene ciertos inconvenientes como puede ser la gran
cantidad de trabajo necesario para llevarla a cabo, dificultad para automatizar, formacién de
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emulsiones y el consumo de grandes volimenes de solventes orgénicos [68].

Actualmente una técnica cada vez mas empleada es la EFS. Esta técnica de andlisis consiste
en la transferencia de los analitos de interés de una fase acuosa a los sitios activos de una fase
sélida y luego estos son recuperados con un solvente adecuado [66,69]. Para que esto pueda
llevarse a cabo, es esencial que los analitos a extraer tengan una mayor afinidad hacia la fase
adsorbente que hacia la matriz que los contiene [66].

El uso de la EFS conlleva muchos beneficios durante la planeacién y el procedimiento
experimental como lo son su relativamente bajo costo, simplificacion del proceso, reduccion en los
tiempos, produce menos desperdicios y conlleva un bajo consumo de solventes orgénicos [68,69].
Ademas, tiene una cinética de absorcion répida, permite la limpieza de la muestra y la
concentracién de los analitos [69].

Estos dos tltimos puntos cobran especial relevancia para el trabajo presentado aqui, puesto
que en el andlisis quimico de contaminantes en el ambiente, los analitos de interés generalmente
se encuentran en niveles de concentracién realmente bajos, en el orden de ng g7! o ng mL™! y
generalmente se encuentran dispersos en matrices complejas. Debido a esto, es esencial llevar a
cabo la limpieza y la pre-concentracion de las muestras ya que las técnicas analiticas no son lo
suficientemente sensibles para la determinacion directa de compuestos traza en muestras
complejas [70].

La técnica actualmente ha ganado tanta aceptacion que varias metodologias de la EPA
incluyen la EFS como un procedimiento recomendado para la preparacién de muestras en
bisqueda de contaminantes orgénicos [67].

Los procedimientos de EFS generalmente consisten de cuatro etapas como se muestra en la
Figura 3.8.

El acondicionamiento de la columna consiste en el empaquetamiento de la columna con la fase
adsorbente asi como la activacion que consiste en el paso de un solvente adecuado para
incrementar el drea superficial efectiva [67,68].

Al finalizar el acondicionamiento, una muestra que contenga el o los analitos a extraer se hace
pasar a través del cartucho. Esto permite que los analitos e interferentes interactien con la fase
sélida y puedan quedar retenidos en esta si su naturaleza lo permite [71].

Posterior a la carga de la muestra y si la muestra lo requiere, se pueden hacer lavados para
eliminar los interferentes [71]. Esta etapa puede omitirse si la matriz de la muestra no es
compleja.

La elucion de los analitos se da con un solvente adecuado y en un volumen menor al de la
muestra original [72].
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[ ': Interferentes] [A Analito de interés]

. . . Carga de la Lavado de Recuperaciéon de
Acondicionamiento . .
muestra interferentes los analitos
A
mmA
o *
1. Acondicionamiento de la columna.
2. Carga de la muestra.
3. Lavado de los interferentes.
4. Recuperacion de los analitos.
Ao A
am A AT O
* e AL
* e A

Figura 3.8: Etapas de la extraccion en fase sélida.
Modificada a partir de [71].

Al recuperar unicamente los analitos se mejora la especificidad del método y dado que se
recuperaron en un volumen menor al de la muestra se mejora la sensibilidad del mismo [72].

Desde la apariciéon de la EFS numerosos adsorbentes han aparecido, pudiendo hallarse
adsorbentes clasicos para fase reversa como C18 y C8, los de fase normal (silica y alumina),
intercambio id6nico, adsorbentes poliméricos y nuevos materiales como polimeros impresos
molecularmente o inmunoadsorbentes [66].

Seccién 3.8.

PARAMETROS PARA LA VALIDACION DEL METODO.

3.8.1 Linealidad.

Este parametro hace referencia a la capacidad de un método analitico para obtener una senal o
respuesta proporcional a la concentracién o cantidad de un analito en un rango determinado [73].

La linealidad se evaliia mediante la calibracién del método. Para ello, se prepara una serie de
estandares que contienen el compuesto de interés en concentraciones conocidas. La calibracién se
consigue al graficar la respuesta instrumental (y) en funcién de la concentracién del analito

(x) [61].
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La funcién matemadtica que representa esta relacion es:

y=mx+b (3.2)

Donde:
m = pendiente de la recta.
b = ordenada al origen.

Una vez obtenida la grafica, se debe obtener la “mejor” recta que pase por los puntos
experimentales [61,74].

Esto se puede obtener mediante el método de minimos cuadrados. Este método parte de dos
suposiciones, la primera es que existe una relacion lineal entre la senal analitica y la
concentracion. La segunda suposicién consiste en que todos los errores se encuentran en el eje de
respuesta, y y no existe error alguno en el eje de la concentracién, x. El método minimiza la
suma de los cuadrados de los residuos o desviaciones del eje y entre los puntos experimentales y
los valores predichos por la recta [61,74].

Los valores de la pendiente y la ordenada al origen pueden ser calculados mediante las
ecuaciones 3.3 y 3.4, respectivamente [74].

m= - ‘ (3.3)

b=9y—mzT (3.4)

T = Valor promedio de z.
y = Valor promedio de y.

El intervalo de confianza de la pendiente se puede calcular mediante la ecuacion 3.5.

m + tn_QSm (35)

Donde S, es el error estandar de la pendiente calculado con la ecuacién 3.6 y ¢ es el valor ¢ de
student al nivel de confianza que se desee obtener el intervalo.
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> (yi—1)?
Sy/ x

S - _ n—2
S-S —)
Donde: \/ Z \/ Z

1y = Valor predicho de y.

(3.6)

De forma similar, se puede calcular el intervalo de confianza de la ordenada al origen
mediante las ecuaciones 3.7 y 3.8.

b+t, 55, (3.7)

2 (xi)?

n z;(% —T)?

Es también importante senalar el significado de la pendiente y la ordenada al origen. La
pendiente indica la sensibilidad del método, es decir, cuanto varia la respuesta ante cambios en la
concentracién. La pendiente tiene unidades de respuesta sobre concentracién [73].

Sy =S, (3.8)

Por otra parte, la ordenada al origen es un estimador que se relaciona con la presencia de
interferencias o errores sistematicos. La ordenada al origen tiene unidades de respuesta y su
intervalo de confianza debe de incluir al cero para poder considerar una relacién directamente
proporcional [73].

3.8.2 Exactitud.

La organizacién internacional de estandares (ISO) define a la exactitud como:

“El grado de concordancia entre el resultado de un ensayo y el valor de referencia aceptado del
analito” [74].

Es decir, la exactitud describe la proximidad al valor verdadero de una medida individual o
un valor promedio [74]. La forma mds utilizada de hacer esto es con el porcentaje de
recuperacion o recobro. En los analisis quimicos, es comiin tomar como medida de exactitud la
cercania del valor medido con algin estandar [75].

Aunque el valor verdadero de la concentracién no se conozca, es posible estimarla al emplear
una sustancia de referencia preparada con un procedimiento més exacto [75].
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3.8. PARAMETROS PARA LA VALIDACION DEL METODO.

El recobro puede ser calculado empleando la ecuacién 3.9 [75]:

%R = %100 (3.9)

Donde:
z = Valor medido.
Z = Valor verdadero o estandar.

3.8.3 Repetibilidad inter-dia.

La repetibilidad es una medida que refleja la precision del método, es decir, generar resultados
similares bajo condiciones reproducibles en diferentes preparaciones de la misma muestra. En el
caso de la repetibilidad inter-dia, los diferentes andlisis deben llevarse a cabo con los mismos
equipos, reactivos y bajo las mismas condiciones en dias diferentes [73,76].

El parametro estadistico preferiblemente empleado para este estudio es la desviacién estandar
relativa (%RSD). Este pardmetro evalia el error en la dispersién de los datos en comparacién con
la media. [73].

El porcentaje de desviacién estandar relativa o coeficiente de variacion se puede calcular con
la ecuacién 3.10.

%RSD = gmo (3.10)

Donde S es la desviacion estandar que puede ser calculada mediante la ecuaciéon 3.11 para una
muestra de n datos.

S = \ Z’ (3.11)

3.8.4 Limites de deteccion y cuantificacion.

El limite de deteccion es generalmente definido como la minima concentracion o cantidad del
analito que genera una senal en el instrumento que es significativamente diferente de la senal
producida por el blanco o el ruido instrumental [61, 74].
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3.9. EVALUACION DE LA REPETIBILIDAD EN UN ANALISIS MEDIANTE LA TEORIA
DE HORWITZ.

Una de las formas de calcular este pardametro, una usada de manera comun en el analisis
instrumental es mediante el valor de 3 veces la relaciéon S/N [77].

Por otra parte, el limite de cuantificacién se considera como la concentracién minima a la que
un analito puede ser cuantificado de manera confiable, precisa y exacta [74]. Se calcula de manera
similar al limite de deteccién pero considerando un valor de 10 S/N [77].

Seccién 3.9.

EVALUACION DE LA REPETIBILIDAD EN UN ANALISIS MEDIANTE LA TEORIA DE
HORWITZ.

En 1980 la AOAC publica un articulo titulado Quality Assurance in the analysis of Foods for
Trace Constituents [78], en dicho articulo se estudian los resultados de mds de 50 estudios
colaborativos inter laboratorios en busqueda de elementos traza. Como resultado de dicho
estudio se encontrd la relaciéon entre el coeficiente de variaciéon (en potencias de 2) con la
concentracion de los analitos (en potencias de 10) con independencia del método analitico [79].

La ecuacion 3.12 es conocida como ecuacién de Horwitz y permite obtener el valor predicho
del %RSD bajo condiciones reproducibles [79].

%PRSD = 2'70-leg® (3.12)

Donde:
C' = concentracién.

Al obtener los valores de %RSD para diferentes valores de concentracién se obtiene la
distribucion de la desviacién estandar relativa [79]. Tal como se ejemplifica en la Figura 3.9, el
%RSD aceptable no se mantiene igual para concentraciones en diferentes ordenes de magnitud,
en su lugar, la distribucién se asemeja mas a una trompeta [79,80].

El valor del %RSD calculado por la ecuacién de Horwitz es una valor de referencia, en su
lugar, es m&s conveniente el uso de un parametro conocido como proporcion de Horwitz o

HorRat [80]

La proporcién de Horwitz puede ser calculada mediante la ecuacién 3.13 [80].

%RSDp
HorRat = 202k 1
orliat = o R D, (3:13)

Donde:
%RSD = Desviacion estdndar relativa experimental.
%PRSD = Desviacién estandar relativa predicha por la ecuaciéon de Horwitz.
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3.9. EVALUACION DE LA REPETIBILIDAD EN UN ANALISIS MEDIANTE LA TEORIA
DE HORWITZ.

El rango del valor de HorRat para ser considerado aceptable debe estar entre 0.5 y 2 [80]. En
validaciones intra-laboratorio es necesario adaptar el rango por lo que debe de estar entre 0.3 y
1.3 para ser considerado aceptable [80].

De cualquier manera, la interpretaciéon de los valores por debajo o por arriba del rango
descrito anteriormente se puede entender de la siguiente forma: valores de HorRat < 0.3 puede
deberse a un conocimiento previo del contenido de la muestra o a una alta precisiéon en los
diferentes ensayos. Por otra parte, los valores de HorRat > 1.3 pueden deberse a deficiencias en
el método o errores experimentales o del instrumento [80].

Debido a esto, en los casos donde la proporcion de Horwitz no se encuentre en el rango
descrito es preferible un valor por debajo del intervalo mencionado que por encima del mismo.
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Figura 3.9: Trompeta de Horwitz.
Imagen modificada a partir de [81].
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CAPITULO 4

OBJETIVOS

Seccion 4.1.

OBJETIVO GENERAL.

Desarrollar, optimizar y validar un método analitico para la determinacion del contenido de
bisfenoles en muestras de agua mediante la extraccion en fase sélida seguida del analisis por
cromatografia de liquidos de alta resolucién.

Seccioén 4.2.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Establecer las condiciones cromatogréficas éptimas (composicién de la fase estacionaria y
fase movil, flujo de la fase mévil, temperatura y longitud de onda) para la separacién de los
analitos.

Realizar una curva de calibracién para cada uno de los bisfenoles bajo las condiciones 6ptimas.

Establecer las condiciones 6ptimas (tipo de fase estacionaria, disolventes y volumen de
elucién) para la extraccién en fase sélida de muestras acuosas fortificadas.

Evaluar el desempeiio del sistema cromatografico a través de la linealidad, precision y limites
de deteccién y cuantificacién.

Validar el método desarrollado para el andlisis de los bisfenoles en muestras acuosas
mediante los parametros de linealidad, exactitud, repetibilidad, limite de deteccion y limite
de cuantificacién.

Aplicar el método validado en diversas muestras acuosas para la identificaciéon de los
bisfenoles.
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CAPITULO 5

METODOLOGIA

Seccién 5.1.

MATERIALES.

La realizacion del presente trabajo requirié de los materiales descritos en la Tabla 5.1

Seccioén 5.2.

EQUIPO E INSTRUMENTACION.

El equipo de laboratorio empleado durante la realizacién de este trabajo consistié en lo siguiente:

e Balanza analitica RadWag modelo AS 220.R2
e Termoagitador magnético

e Bano de ultrasonido

Para el analisis cromatografico se emplearon dos equipos. El primero es un sistema
cromatografico de liquidos de la marca Agilent Technologies serie 1100 conformado por los
siguientes modulos:

e Bomba cuaternaria modelo G1311A
e Auto muestreador G1329A
e Compartimento de la columna G1316A

e Detector UV de longitud variable modelo G1314A

El segundo sistema igualmente es de la compania Agilent Technologies serie y se encuentra
conformado por los médulos:

e Bomba cuaternaria G1311A
e Compartimento de la columna G1316A
e Detector de arreglo de diodos G1315B

e Ademads, cuenta con una valvula para inyeccién manual con loop marca Rheodyne de 20 uL.
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5.2. EQUIPO E INSTRUMENTACION.

Tabla 5.1: Lista de material empleado para el desarrollo del método de analisis.

Categoria

Material

Reactivos

BPA, Sigma Aldrich, Pureza: 97%
BPS, Sigma Aldrich, Pureza: 98%
BPZ, Sigma Aldrich, Pureza: 98%
BPF, Sigma Aldrich, Pureza: 98%
BPAF, Sigma Aldrich, Pureza: 100%

BADGE, Sigma Aldrich, Pureza: 100%

Disolventes

MeOH Grado HPLC, Tecsiquim
ACN grado HPLC, Tecsiquim

Agua desionizada (18 M cm)

Adsorbentes

Fase Bondelut-C18 40 um, Agilent Technologies

Fase ELUT-PPL 125 pm, Agilent Technologies

Material de
vidrio

Vasos de precipitados de 5, 10, 50, 100 y 250 mL.

Agitador de vidrio

Pipeta graduada de 5 mL
Matraz Kitasato de 250 mL
Frascos d&mbar de 7 y 25 mL

Reservorios para fase mévil de 250 y 500 mL

Material
volumétrico

Matraces volumétricos de 1, 5 y 25 mL

Pipetas volumétricas de 3 y 5 mL.

Otros

Cartuchos de polipropileno de 6 mL para extraccién en fase sélida

Frits de polipropileno. Diametro: 1/2 pulgada; 20 pm.

Micro espatula
Gotero
Tapones de goma

Manguera

Manifold para EFS con 12 posiciones para cartuchos, SUPELCO
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5.3. PREPARACION DE DISOLUCIONES ESTANDAR.

Seccién 5.3.

PREPARACION DE DISOLUCIONES ESTANDAR.

Se prepararon 25 mlL de una soluciéon estdndar para cada uno de los seis bisfenoles a una
concentracién de 1200 ug mL~t. Los bisfenoles se disolvieron y aforaron empleando ACN.

A partir de estas soluciones estdndar se realizaron las diluciones correspondientes para la
obtencién de disoluciones de los bisfenoles a las concentraciones 24 y 240 pug mL~!. Estas
concentraciones se eligieron debido a que se sabe que los bisfenoles no se encuentran a
concentraciones altas y se estimé que con estas concentraciones se podia construir una curva de
calibraciéon adecuada para el sistema y para el método. El aforo de estas soluciones se realizdé con

una solucién de MeOH al 20% en donde el resto fue agua desionizada.

Todas las soluciones se almacenaron en viales &mbar de volumen adecuado y en refrigeracion
para evitar pérdidas por evaporacion debidas a la naturaleza volatil del ACN y el MeOH.

Seccién 5.4.

OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE AGUA.

El método desarrollado fue probado en diferentes muestras acuosas, estas fueron las siguientes:

Tabla 5.2: Muestras analizadas mediante el método EFS-CLAR-DAD desarrollado.

Tipo de muestra

Muestras

Agua desionizada
contenida en
recipiente pléastico

3 muestras contenidas en botellas.
1 muestra contenida en biberéon de pléstico.

1 muestra contenida en tupper plastico.

Agua purificada

2 muestras de agua de garraféon adquiridas
en supermercado.

1 muestra de agua de garraféon adquirida en
purificadora local.

Agua superficial

5 muestras de agua de criadero de peces.

Las muestras contenidas en recipientes de plastico se analizaron por triplicado. Para la
obtenciéon de las muestras se depositaron 100 mL de agua desionizada y filtrada en los
recipientes, posteriormente se dejo el recipiente cerrado durante 24 horas para permitir una

posible migracion de los bisfenoles al seno del liquido.
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5.5. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE SEPARACION Y ANALISIS OPTIMAS.

Adicionalmente se mantuvo un volumen igual de agua en un vaso de precipitados de vidrio
bajo las mismas condiciones con la finalidad de obtener un sistema blanco.

Las muestras de agua purificada se obtuvieron de diferentes locales, dos fueron compradas en
tiendas de autoservicio mientras que la tercera muestra fue comprada en una purificadora local.

Las muestras de agua superficial se obtuvieron de un criadero de peces de ornato localizado
en el municipio de Ayala perteneciente al Estado de Morelos en la ubicacion con las coordenadas
18°45°05.0"N 98°55’50.0"W donde se mantienen los animales en tinas plasticas o en estanques
recubiertos con lonas plasticas. Las muestras de agua de criadero se mantuvieron en congelacion
(T=-4°C) hasta su anélisis.

Tanto en las muestras de agua de garrafén como en las de agua superficial se emple6 como
blanco agua desionizada y filtrada.

2\”' .

'3

3 (‘

Figura 5.1: Estanques del criadero de peces localizado en Morelos.
Imégenes propias.

Seccién 5.5.

OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE SEPARACION Y ANALISIS OPTIMAS.

5.5.1 Seleccion de la longitud de onda

La seleccion de la longitud de onda se realizé mediante la obtencion de los espectros de absorcion
de los analitos. Para ello, se inyectaron estandares individuales de los analitos a una
concentraciéon de 12.48 pg mL™! y se configuré el detector de arreglo de diodos para escanear y
guardar el espectro de absorcion en el apice del pico cromatogréfico.
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5.6. EVALUACION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO.

5.5.2 Seleccién de las condiciones de separacién.

La separacién de los bisfenoles se llevé a cabo en una columna Zorbax Eclipse C18 de 4.6 mm X
150 mm y un tamano de particula de 3.5 pum. Se inyectaron estandares individuales, por
triplicado, de los bisfenoles a una concentracién de 24.960 pg mL™' bajo las condiciones

mostradas en la Tabla 5.3 para determinar el tiempo de retencion y el orden de elucién de cada
analito.

Posteriormente, se inyecté una mezcla de estdndares a 24.960 pg mL~! para evaluar si la
separaciéon de los analitos se realizaba bajo las condiciones descritas.

Tabla 5.3: Condiciones del sistema cromatografico.

Condicién Valor
Volumen de inyeccion 20 pL
Col N Zorbax Eclipse XDB C18
R 4.6x150 mm; 3.5 pm.
Flujo 1 mL min~!
t = 0 min.
MeOH:H,0 (50:50%"/.,)

Fase movil (Gradiente)

t = 10 min.

MeOH (100%/,,)

Temperatura de la columna 40 °C

Seccioén 5.6.

EVALUACION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO.

La evaluacion del sistema cromatografico se realizé mediante el calculo de los siguientes parametros:
Linealidad, repetibilidad y los limites de deteccion y cuantificacion.

5.6.1 Linealidad del sistema.

La linealidad del sistema se evalué mediante la construcciéon de una curva de calibracion externa.
Esta se construyé con seis diferentes concentraciones para cada bisfenol, siendo estas 0.792, 1.560,
3.120, 6.240, 12.480 y 24.960 ug mL~!. Se realizé una sola repeticién por punto de la curva.

Los sistemas fueron preparados a partir de los estdndares de 24 ug mL™! para los primeros
tres sistemas, los tres sistemas restantes se realizaron a partir de la solucién a 240 pg mL™!.
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5.7. OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

Se evalug la linealidad del sistema mediante regresion lineal (minimos cuadrados) con ayuda
de Microsoft Excel 365 para las graficas Area = f(Concentracion).

5.6.2 Repetibilidad inter-dia.

La repetibilidad del sistema se evalué mediante la variacion en las areas en dos dias diferentes de
un punto medio de la curva de calibracién. Se calculé la desviacién estandar, el %RSD y el uso
de la teoria de Horwitz mediante Microsoft Excel 365.

5.6.3 Limites de deteccién y cuantificacion.

Los valores de limite de deteccién y cuantificacion del sistema se calcularon de forma gréafica a
partir del cromatograma resultante del primer punto de la curva de calibracion.

Se establecié como limite de deteccion la concentracion correspondiente a una altura de 3
veces la relacion S/N. Esto se realiz6 para cada uno de los bisfenoles de estudio. De igual
manera, el limite de cuantificacién se establecié como la concentracién correspondiente a una
altura de 10 veces la relacién S/N para cada bisfenol.

Seccién 5.7.

OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

La optimizacion de la extraccion en fase solida se realizo mediante el estudio de los parametros
mostrados en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4: Parametros y condiciones por evaluar para la optimizacion de la EF'S.
Parametro Condicion

e Fase C18 40 pm.

Fase adsorbente
e Fase PPL 125 pm.

o 1 ml.

Volumen de elucién
e 2 mL.

30 mL de agua.
Polaridad de la matriz

27 mL de agua + 3 mL de MeOH.

El procedimiento general para la extraccion en fase sélida seguido durante la realizacién de este
trabajo se muestra en la Figura 5.2.
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5.7. OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

Empaquetamiento  Activacién Acondicionamiento Carga de la Secado Elucién
muestra
30 mL
de Volumen
muestra de
5 mL 5 mL 10 MeOH
de de minutos
MeOH H,O al vacio
Cartuchos ; _ ) _
de 6 mL con
300 mg de
fase
adsorbente

Figura 5.2: Procedimiento general para la EFS empleado.
Imagen propia.

Frits __

N
N
N ;:
Fase

-

5.7.1 Eleccidon de fase adsorbente.

Para ello, se empacaron cuatro cartuchos de EFS con 300 mg de fase C18 y cuatro cartuchos con
la misma cantidad de fase PPL.

Los cartuchos se colocaron en la caja de vacio segin el montaje ejemplificado en la Figura 5.2.
La activacién de la fase sélida se llevé a cabo con 5 mL de MeOH y posteriormente se llevé a
cabo el acondicionamiento con 5 mL de HyO desionizada y filtrada.

Las muestras simuladas consistieron en volimenes de agua desionizada fortificados con una
cantidad conocida de bisfenoles. Para ello se prepararon cuatro sistemas con 30 mL de agua, tres
de ellos se fortificaron con los bisfenoles, utilizando 26 uL. de una solucién a 240 pug mL™!, lo
anterior da como resultado una concentracién de bisfenoles en agua de 208 ng mL~!. Un sistema
adicional se mantuvo sin fortificar con la solucion estandar para ser utilizado como blanco.

Posterior a la carga de las muestras simuladas, se realizé un secado al vacio de 10 minutos. La
desorcién de los analitos se realizé con 1 mL de MeOH, recuperandose en un matraz volumétrico.
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5.8. VALIDACION DEL METODO DE EFS-CLAR-DAD.

5.7.2 Volumen de desorcion.

La optimizacion del volumen de desorcién se realizo mediante recuperaciones sucesivas del
disolvente de desorcion.

Para conseguir esto se empacaron cuatro cartuchos con 300 mg de fase C18 (3 extracciones
con muestra fortificada més un sistema blanco) y se realizé la EFS. La muestra consistié en 30
mL de agua fortificada con 104 pL de la solucién de bisfenoles a 240 pg mL~! para tener una
concentracién de bisfenoles en agua de 832 ng mL™!.

Al momento de la recuperaciéon de los analitos se recuperd el primer mililitro en un matraz
volumétrico y posteriormente en un segundo matraz volumétrico se recupero el segundo mililitro
en salir del cartucho asegurandose de no perder ninguna cantidad de disolvente al momento de
cambiar el matraz.

5.7.3 Polaridad de la matriz.

La evaluacion de la polaridad de la matriz se evalué mediante la adicién de MeOH a las muestras
simuladas.

Para evaluar este pardmetro se empacaron por duplicado cuatro cartuchos para EFS con 300
mg de fase C18.

El procedimiento de la EFS fue seguido como lo indica la Figura 5.2, la tnica diferencia
radica en la composicion de la muestra. El primer estudio se realizé con muestras de 30 mL de
agua mientras que el segundo estudio se realizd con 27 mL de agua a la que se le anadié 3 mL de
MeOH. En ambos casos se fortificaron las muestras con 104 pL de la solucién de bisfenoles a 240
pg mL™1 lo que conlleva una concentracién en el agua de 832 ng mL ™.

La recuperacion de los analitos se llevé a cabo con 1 mlL de MeOH en ambos casos.

Seccioén 5.8.

VALIDACION DEL METODO DE EFS-CLAR-DAD.

La validacion del método desarrollado se efectud a partir de los siguientes parametros: Linealidad,
exactitud, repetibilidad, limites de deteccion y cuantificacion.

5.8.1 Linealidad.

La linealidad del sistema se evalué mediante la construccién de una curva de calibracién por
medio de la inyeccién de los extractos obtenidos tras la EFS.
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5.8. VALIDACION DEL METODO DE EFS-CLAR-DAD.

Para ello previamente se fortificaron sistemas de 30 ml con las soluciones estandar de
bisfenoles a 24 y 240 pg mL~! de manera que los sistemas tuvieran concentraciones de 26.40,
52.00, 104.00, 208.00, 416.00 y 832.00 ng mL™.

Cada punto de la curva de calibracion se realizé por triplicado més un sistema blanco.

Los extractos fueron inyectados en el sistema cromatografico, las areas correspondientes para
cada bisfenol fueron registradas y a partir de estos datos se construyeron las curvas de calibracion
Area = f(Concentracién). Se analiz6 la linealidad por regresién lineal con ayuda de la
herramienta analisis de datos de Microsoft Excel 365.

5.8.2 Exactitud.

La exactitud del método se evalué mediante el calculo del recobro obtenido para cada bisfenol
(Véase apéndice D.2). Para ello, fue necesaria la inyeccion de un sistema control cuya
concentracion igualara a la concentracion tedrica de un recobro completo de los analitos
considerando el factor de concentracion tras la EFS para cada punto de la curva de calibracion
indicada en la seccion anterior.

Se calculé la concentraciéon recuperada y posteriormente se construyé la siguiente curva
Concentracién recuperada = f(Concentracién agregada) considerandose como porcentaje
de recobro global para cada analito el valor de 100 veces la pendiente obtenida tras la regresion
lineal obtenida mediante Microsoft Excel 365. De igual forma, el intervalo de confianza de la
pendiente multiplicado por 100 nos indica el intervalo del recobro del método.

5.8.3 Repetibilidad inter-dia.

La repetibilidad se obtuvo mediante el andlisis por triplicado de un punto medio de la curva en
dos dias diferentes. Se calculo el porcentaje de recobro promedio para cada dia y a partir de estos
valores se calculd la desviacion estdndar, el %RSD y el coeficiente de Horwitz mediante Microsoft
Excel 365.

5.8.4 Limites de deteccién y cuantificacién.

La evaluacién de estos parametros se realizé de forma gréfica (Ver Apéndice D.1) tomando como
referencia de concentracion el punto mas bajo de la curva de calibracién construida como se
indica en la seccion 5.8.1.

El limite de deteccion se establecié como la concentracion correspondiente a una altura de 3
veces la relacién S/N para cada bisfenol mientras que el limite de cuantificacién se calculé a partir
de un valor de 10 veces la relacion S/N.
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5.9. ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE AGUA.

Seccién 5.9.

ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE AGUA.

Los diferentes tipos de muestras, tal como se mostraron en la seccién 5.4 fueron analizadas usando
el método optimizado de EFS-CLAR-DAD. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado
junto con un blanco adecuado para cada una.
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CAPITULO 6

RESULTADOS Y ANALISIS

Seccién 6.1.

OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE SEPARACION Y ANALISIS OPTIMAS.

6.1.1 Seleccién de la longitud de onda.

Tras la inyeccion de los estandares y el posterior analisis de los espectros de absorcion se
determiné que era necesario el uso de dos longitudes de onda para el estudio de los bisfenoles.

En el caso del bisfenol S se encontré que la longitud de onda adecuada era 260 nm. Para el
resto de bisfenoles en estudio se determiné que la longitud de onda adecuada era de 235 nm.

Los espectros de absorcion de los bisfenoles pueden consultarse en el apéndice C en las
Figuras C.1 - C.6.

6.1.2 Seleccion de las condiciones de separacion.

La inyeccion de soluciones estandar individuales de cada bisfenol permitié obtener los tiempos de
retencion de los analitos, comprobandose que cada bisfenol presenta un tiempo de retencién
caracteristico y diferente a los otros, con un %RSD < 3.78%. El orden de elucién de los analitos
asi como los tiempos de retencién promedio se reportan en la Tabla 6.1. Un ejemplo de los
cromatogramas resultantes se muestra en la Figura 6.1.

Tras la inyeccién por triplicado de la mezcla de los bisfenoles a 24.960 ug mL~! se comprobé
que las condiciones probadas eran adecuadas para la separacién de los bisfenoles presentdndose
una buena resolucién (Tabla 6.1) entre los picos asociados a cada analito.

Tabla 6.1: Orden de elucién y tiempos de retencion promedio.

Orden de elucién | Bisfenol Liewmpo ‘de re‘tenmon %RSD (n = 3) Resolu(:lfm
promedio (minutos) promedio
1 BPS 2.349 1.10 7.74
2 BPF 4.424 0.21 5.75
3 BPA 5.950 0.12 4.46
4 BPAF 7.251 3.38 3.07
) BPZ 8.090 0.08 3.48
6 BADGE 8.880 0.05 -
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6.2. EVALUACION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO.
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Figura 6.1: Picos correspondientes a cada analito y el orden de elucion.
(1. BPS, 2. BPF, 3. BPA, 4. BPAF, 5. BPZ, 6. BADGE.)

Debido a que el método no tiene una duracién excesiva y las senales presentan una buena
resolucion entre si, se decidiéo no probar mas variaciones en el método de analisis. Por lo que las
condiciones 6ptimas se muestran en la Figura 6.1.

El tiempo entre inyecciones se establecié en 5 minutos debido a que con este tiempo se
alcanzaba nuevamente el equilibrio de la composicién de la fase mévil y los tiempos de retencion
se mantenian.

Seccién 6.2.

EVALUACION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO.

6.2.1 Linealidad del sistema.

Para cada uno de los bisfenoles fue construida una curva de calibraciéon en el intervalo 0.792 -
24.960 pg mL~L.

En la Figura 6.2, se puede observar la grafica Area = f (Concentracién) correspondiente al
BPA y BPZ. Las gréficas correspondientes para los bisfenoles restantes pueden consultarse en el
apéndice B en las Figuras B.1 y B.2.
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Figura 6.2: Curva de calibracién del sistema cromatografico (BPZ y BPA).
Gréfica Area = f(Concentracion) realizada para la evaluacién de la linealidad del sistema
cromatografico para BPZ y BPA.

La regresion lineal permite obtener las ecuaciones que mejor se ajustan en cada caso. Los valores

de estas ecuaciones, asi como los intervalos de confianza al 95% (a = 0.05) pueden encontrarse en
la Tabla 6.2.

Tabla 6.2: Linealidad del sistema.

Bisfenol | Pendiente (mAU mL pg~!) | Ordenada al origen (mAU) r?
BPS 109.2613 £ 5.1018 -58.5018 £ 60.0222 0.9989
BPF 59.3837 £ 5.3301 11.2620 +£ 62.7079 0.9958
BPA 47.2843 + 2.0295 -0.1696 + 23.8767 0.9990

BPAF 42.5835 + 0.2560 -1.5273 £ 3.0120 1.0000
BPZ 61.0766 + 3.7669 -14.0558 £ 44.3173 0.9980
BADGE 42.7970 £ 3.1077 -0.3093 £ 36.5617 0.9973

En todos los casos el intervalo de confianza para la ordenada al origen incluye al cero, lo
que resulta correcto para una curva de calibracién. De igual forma, los valores del coeficiente de
determinacién se consideran adecuados (R? > 0.98) en todos los casos indicando un correcto ajuste
a la ecuacion de la recta.
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6.2. EVALUACION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO.

6.2.2 Repetibilidad inter-dia.

La repetibilidad del sistema se evalu6é mediante la comparacién de las areas asociadas a los
analitos en dos dias diferentes para el sistema de 3.120 pug mL™!.

Se encontrd que el %RSD entre los resultados de ambos dias es menor a 9.38% como se muestra
en la Tabla 6.3.

Tabla 6.3: Repetibilidad en el sistema cromatografico.

Bisfenol | %RSD
BPS 9.38
BPF 5.69
BPA 5.28

BPAF 7.00
BPZ 3.91
BADGE 1.61

Tal como se explica en la seccién 3.9, en el intervalo de concentraciones que se trabaja es méas
adecuado el uso de la distribuciéon de Horwitz del %RSD [79].

A la concentracién de 3.120 ug mL~! el valor del coeficiente de Horwitz es de 13.48%. Al
aplicar la ecuacién correspondiente para obtener el valor de la proporcion de Horwitz se obtienen
los valores mostrados en la Tabla 6.4.

Tabla 6.4: Proporcién de Horwitz para el sistema cromatografico.

Bisfenol | HorRat
BPS 0.7
BPF 0.4
BPA 0.4
BPAF 0.5
BPZ 0.3

BADGE 0.1

Para los primeros cinco bisfenoles el valor para la proporcién de Horwitz se encuentra dentro
del rango considerado como aceptable para validaciones intra-laboratorio (0.3 - 1.3) con
excepcion del BADGE, en este caso el valor de HorRat se encuentra por debajo del limite. Sin
embargo, como se mencioné en el capitulo de antecedentes, para los valores que se encuentren en
valores por debajo de 0.3, aun es posible considerarlos como adecuados, puesto que senialan una
repetibilidad superior a la esperada segin la teoria de Horwitz para el intervalo de
concentraciones en las que se trabajo.
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6.3. OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

6.2.3 Limites de deteccion y cuantificacion.

Tras la obtencion del cromatograma resultante del primer punto de la curva de calibracion del
sistema, es decir, aquel cuya concentracién es de 0.792 pg mL™!, se determiné que la relacién
S/N tiene una altura de 0.033 cm en la escala de trabajo. Este valor de relacion S/N se calculd
por medio de las desviaciones en la linea base.

Tal como se menciond en la seccion 5.6.3, el LOD y LOQ se considerdé como 3 y 10 veces la
relacion S/N respectivamente. Como se explica en el apéndice D.1, es posible relacionar la altura
de estos valores con una concentracion para cada uno de los bisfenoles.

Se determiné que los LOD y LOQ para los bisfenoles en el sistema cromatografico son los que
se muestran en la Tabla 6.5.

Tabla 6.5: Limites de deteccién y cuantificacion en el sistema cromatogréfico.

Bisfenol | LOD (ug mL™") | LOQ (ug mL™1)
BPS 0.0496 0.1654
BPF 0.0481 0.1603
BPA 0.0493 0.1644

BPAF 0.0417 0.1390
BPZ 0.0307 0.1025
BADGE 0.0382 0.1275

Seccioén 6.3.

OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

6.3.1 Eleccion de fase adsorbente.

Los extractos obtenidos tras la EF'S con ambas fases fueron inyectados bajo las condiciones éptimas
en el sistema cromatografico. Los valores promedio asi como las barras de error para las areas
correspondientes a cada bisfenol con ambas fases se muestran en la Figura 6.3.
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Figura 6.3: Area promedio de los bisfenoles en funcién de la fase adsorbente empleada.

El uso de fase C18 resulté adecuado para la extraccién de los seis bisfenoles mostrando
resultados reproducibles (%RSD < 6.2; n = 3).

Por otra parte, el uso de la fase polimérica PPL no arrojé resultados satisfactorios puesto que
en dos de los extractos no se detecté ninguno de los bisfenoles y en la tercer réplica aparecen dos
picos que corresponden al BPA y al BADGE. Esto descarta el uso de la fase polimérica como
adecuada para la extraccién en fase sélida de los bisfenoles.

Debido a estos resultados, la fase seleccionada como éptima para la EFS fue la fase C18 de 40

.

6.3.2 Volumen de elucion.

Posterior a la seleccién del adsorbente, se procedié con la optimizacién del volumen de elucion.

Tanto las areas promedio como las barras de error para los picos de los analitos se muestran
en la Figura 6.4.
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Figura 6.4: Area promedio para el primer y segundo mililitro recuperado tras la elucion.

Los volimenes sucesivos recuperados en cada extraccion fueron analizados. En ninguna de las
tres réplicas del segundo mililitro recuperado se detectaron los bisfenoles, mientras que las areas
resultantes de los picos en el primer mililitro son reproducibles en todos los casos.

Esto indica que todos los bisfenoles son desorbidos durante el paso por la columna del primer
mililitro.

Por esta razon, se determiné que el volumen de eluciéon 6ptimo para la recuperacion de los
analitos es de 1 mL de MeOH, ya que permite reducir el uso de disolventes al mismo tiempo que
permite tener a los analitos més concentrados puesto, agregar el segundo mililitro reduciria en un
factor de 2 la concentracion de los analitos en los extractos, lo que, a su vez, disminuiria las
senales producidas y con ello la sensibilidad del método.

6.3.3 Polaridad de la matriz.

El dltimo factor por evaluar en la optimizacion de la extraccién en fase sélida es la polaridad de
la matriz. Para conseguir esto, como ya se menciond, se anadié un volumen de MeOH a la
muestra con el fin de reducir la polaridad de la matriz, esto debido al caracter hidrofébico de la
fase C18.
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6.3. OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

Tras agregar los 3 mLL de MeOH a 27 mL de la muestra se obtiene una muestra con una
composicion HyO:MeOH 9:1, esta muestra se sometié a EFS y se inyecté en el sistema
cromatografico. Se puede observar una mejora en la forma de las senales, los picos se afinan y
ganan altura, en comparacion con las senales obtenidas de las muestras compuestas tinicamente
de agua. También se aprecia un aumento en el recobro de los analitos entre 19.20% y 44.07% vy
una mejora en el porcentaje de desviaciéon estandar relativa como se muestra en la Tabla 6.6.

Tabla 6.6: Evaluacién de la polaridad de la matriz.

Bicfen] 30 mL H,O 30 mL H,O:McOH (9:1)
recobro (%) | %RSD | recobro (%) |  %RSD

BPS 53.81 28.28 88.05 2.34
BPF 59.56 27.52 103.62 3.32
BPA 59.58 25.40 95.84 2.89
BPAF 60.58 26.38 91.79 1.16
BPZ 63.94 24.60 83.14 3.15

BADGE 65.40 23.55 86.67 2.44

Esto se asocia a una mejora en la afinidad de la fase C18 con la matriz a la vez que se
aumenta la solubilidad de los analitos.

Por ello, se decidié que la condicién éptima para esta parte de la extraccion es agregar MeOH
a la muestra en proporcién 1:9, es decir, para cada muestra de 30 mL fue necesario agregar 3 mL
de MeOH.

En la Tabla 6.7 se muestra un resumen de las condiciones éptimas para el método de analisis.
De igual forma, se muestra un diagrama de toda la metodologia en la Figura 6.5.
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Figura 6.5: Metodologia optimizada para la extracciéon y andlisis de bisfenoles.
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6.4. VALIDACION DEL METODO DE EFS-CLAR-DAD.

Tabla 6.7: Condiciones 6ptimas del método EFS-CLAR-DAD.

Fase solida C18 40 pm
Cantidad de fase sélida 300 mg
Activacién 5 mL MeOH
EFS e
Acondicionamiento 5 mL H,O
Secado al vacio 10 minutos
Desorcién 1 mL de MeOH
Volumen de inyeccion 20 pL
Columna Zorbax Eclipse XDB C18
b 4.6 mm x 150 mm; 3.5 pm.
Flujo 1 mL min~!
t = 0 min.
Anélisis cromatogréfico MeOH:H,0O (50:50%"/,)
Fase movil
t = 10 min.
MeOH (100%" /)
Tiempo de equilibrio 5 minutos
Temperatura de la columna 40 °C
Longitud de onda 235 y 260 nm

Seccioén 6.4.

VALIDACION DEL METODO DE EFS-CLAR-DAD.

6.4.1 Linealidad.

La linealidad del método optimizado fue evaluada por medio de curvas de calibracion. En la
Figura 6.6 se muestra la curva para BPA y BPZ, las graficas resultantes para los demés bisfenoles
pueden encontrarse en el apéndice B en las Figuras B.3 y B4

El ajuste lineal por medio del método de minimos cuadrados (mediante Microsoft Excel) fue
realizado para cada uno de los bisfenoles y se determiné la ecuaciéon de mejor ajuste. Los valores
de la ecuacién, asi como los intervalos de confianza al 95% (o = 0.05) se muestran en la Tabla 6.8
para los seis bisfenoles estudiados.
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Figura 6.6: Curva de calibracién del método EFS-CLAR-DAD (BPZ y BPA).
Gréfica Area = f(Concentracién) realizada para la evaluacion del método EFS-CLAR-DAD
para BPZ y BPA.

Tabla 6.8: Linealidad del método EFS-CLAR-DAD.

Bisfenol | Pendiente (mAU mL ng™') | Ordenada al origen (mAU) | r?
BPS 2.8800 £ 0.0693 -21.0694 £ 27.1696 0.9979
BPF 1.8313 £ 0.0406 -0.5678 = 15.9309 0.9983
BPA 1.3553 £ 0.0285 -1.3827 £ 11.1917 0.9984

BPAF 1.1807 £ 0.0207 -5.1842 + 8.1168 0.9988
BPZ 1.5213 £ 0.0354 3.6829 £+ 13.8869 0.9981
BADGE 1.0895 £ 0.0322 5.4031 + 12.6121 0.9969

En todos los casos el valor del coeficicente de determinacion es superior a 0.99, indicando un
excelente ajuste a la ecuacion de la linea recta.

De igual manera se puede observar que en todos los casos, el intervalo de confianza de la
ordenada al origen incluye al cero, tal como se espera en este tipo de curvas de calibracion.
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6.4. VALIDACION DEL METODO DE EFS-CLAR-DAD.

6.4.2 Exactitud.

El factor de recobro puede ser calculado a partir de la relacion entre las areas del extracto y el
sistema control. Una vez que se ha obtenido este valor basta con realizar el producto entre el
factor de recobro y la concentracién tedrica agregada, de esta forma se obtiene la concentracion
recuperada en cada extraccion. Véase apéndice D.2.

Al construir la grafica Concentracién recuperada = f(Concentracién agregada) se
puede calcular el recobro global del método mediante el valor de la pendiente obtenida por
regresiéon lineal. Si se desea obtener el recobro en forma de porcentaje basta con multiplicar por
100 el valor de la pendiente. Las graficas de recobro para BPA y BPZ pueden observarse en la
Figura 6.7. Las graficas para los bisfenoles restantes se encuentran en el anexo B en las Figuras
B.5 - B.6.
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Figura 6.7: Curva de recobro global del método EFS-CLAR-DAD (BPZ y BPA).
Gréfica Concentracién recuperada = f(Concentracién agregada) realizada para la
evaluacién del método EFS-CLAR-DAD para BPZ y BPA.

Los recobros globales y el intervalo de confianza al 95% (a = 0.05) para cada bisfenol se pueden
encontrar en la Tabla 6.9.
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6.4. VALIDACION DEL METODO DE EFS-CLAR-DAD.

Tabla 6.9: Recobros globales del método EFS-CLAR-DAD.

Bisfenol | Recobro(%) r’
BPS 87.74 £ 7.19 | 0.9965
BPF 102.91 +£ 8.52 | 0.9965
BPA 95.55 £ 6.42 | 0.9977
BPAF | 9243 £ 1.68 | 0.9998
BPZ 82.93 £ 8.29 | 0.9948

BADGE | 84.94 + 7.46 | 0.9960

En todos los casos el valor del coeficiente de determinacion es superior a 0.99, lo que indica que
el recobro se mantiene en todo el rango de concentraciones estudiado.

6.4.3 Repetibilidad.

La repetibilidad inter-dia del método fue evaluada mediante el uso de un punto intermedio de la
curva de calibracién. En este caso, se selecciond la concentraciéon de 104 ng mL 1.

Se obtuvo un %RSD < 11.18%. Nuevamente este valor de desviacién estandar relativa pueda
parecer alto, pero dado el orden de magnitud de las concentraciones de trabajo es un valor
adecuado [79]. Empleando la ecuacién de Horwitz (Ec. 3.12), se obtiene que el valor de %RSD
predicho es de 22.49% a la concentracién de 104 ng mL™.

Asi, las proporciones de Horwitz para cada uno de los bisfenoles de estudio se muestran en la
Tabla 6.10.

Tabla 6.10: Valores obtenidos de %RSD y proporcién de Horwitz.
Bisfenol | %RSD | HorRat
BPS 5.74 0.3
BPF 6.67 0.3
BPA 9.06 0.4
BPAF 11.18 0.5
BPZ 6.18 0.3

BADGE | 10.09 0.4

En este caso para los seis bisfenoles se obtiene un valor del HorRat que se encuentra dentro
del rango aceptable para validaciones intra-laboratorio (0.3 - 1.3). El incremento en el valor para
BADGE en la validacién del método puede atribuirse a que se emplean concentraciones inferiores
a las empleadas durante la validacion del sistema, es esperable que el coeficiente de variacion
incremente y por tanto, el valor para la proporcion de Horwitz tambien lo haga.
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6.4.4 Limites de deteccién y cuantificacion.

Los limites de deteccion y cuantificacién para el método fueron calculados de la misma manera
que se mostro para la evaluacion del sistema.

Los limites hallados para los seis bisfenoles se muestran en la Tabla 6.11.

Tabla 6.11: Limites de deteccion y cuantificacién del método EFS-CLAR-DAD.

Bisfenol | LOD (ng mL™') | LOQ (ng mL™1)
BPS 2 7
BPF 2 8
BPA 3 9
BPAF 3 10
BPZ 2 7
BADGE 3 10

Tal como se puede observar, con el método optimizado se consigue detectar a los bisfenoles en
el orden de ng mL™! o lo que es lo mismo, partes por billén (ppb) y se puede lograr su
cuantificacion en el mismo orden para todos los bisfenoles exceptuando al BPAF y BADGE,
donde su limite de cuantificacién asciende a las decenas de partes por billén.

Tomando en cuenta los niveles ambientales y en otro tipo de muestras acuosas reportados en
otros estudios [43,46,82-84] para algunos bisfenoles podemos argumentar que el método optimizado
se encuentra en el rango adecuado para la deteccion y cuantificacién en algunas de estas muestras.

Seccioén 6.5.

ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE AGUA.

El método desarrollado fue probado en una variedad de muestras cuya origen se documenta en la
secciéon 5.4.

En las Figuras 6.8 - 6.10 se muestran las muestras reales analizadas.

Figura 6.8: Recipientes de plastico de donde se tom¢ la muestra.
De izquierda a derecha, muestra B1, B2, B3, B4 y R1.
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6.5. ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE AGUA.

Figura 6.9: Muestras de agua contenida en garrafén.
De izquierda a derecha, muestra G3 (Supermercado), G1 (Purificadora) y G3 (Supermercado).

Figura 6.10: Muestras de agua superficial de criadero de peces.
Arriba: Lugar de obtencién de la muestra 1. Abajo (Izquierda a derecha): Lugar de obtencion y
muestra 4, 5, 6 y 8.
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6.5. ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE AGUA.

Las muestras fueron analizadas por triplicado aplicando el método optimizado (Figura 6.5).
En ninguna de las muestras analizadas se detectd la presencia de bisfenoles a los niveles en los
que el método puede analizar. Un ejemplo de los cromatogramas resultantes para cada tipo de
muestra puede hallarse en las Figuras 6.11 - 6.13.

Como se puede observar en la Figura 6.13, en la linea roja correspondiente a una muestra real
de agua de criadero (Muestra 6) existe una sefial de tamafio considerable. Aunque se encuentra
dentro del intervalo de tiempo en que puede encontrarse el BPA (t,. + 5%) se ha descartado que
se trate del bisfenol en cuestion debido a una comparacion entre el espectro de absorcion del BPA
y el compuesto detectado en la muestra. Como se puede observar en la Figura C.7 del apéndice
C, los espectros de absorcién del bisfenol A y del compuesto no son similares.

Se inyectd una solucién estdndar de DEET (N,N-Dietil-m-toluamida) coincidiendo tanto en el
tiempo de retencién como en el espectro de absorciéon como se muestra en la Figura C.7, por lo
que una opcién razonable es que se trate de este compuesto. La razén principal por la que se
sospechd de este compuesto es por qué se conocia previamente el espectro de absorcién de este
compuesto ademdas que es factible la presencia de este compuesto dada la naturaleza de la
muestra, pues el DEET es uno de los compuestos principales en los repelentes de insectos.

Debido a que en las muestras analizadas en este trabajo no se detecté la presencia de
bisfenoles se sugiere continuar con el estudio de mas muestras asi como incluir otro tipo de
muestras. Por ejemplo, se sugiere el andlisis de muestras de agua o bebidas que por su
preparaciéon o distribucién se encuentran contenidas en recipientes plésticos, muestras de
afluentes o efluentes de rios, aguas residuales, etc.
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6.5. ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE AGUA.
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Figura 6.11: Cromatograma de un estandar y una muestra de recipiente.
a) Cromatograma de un estandar de la mezcla de bisfenoles a 12.48 yg mL™t.
b) Cromatograma de una muestra de agua contenida en recipiente de plastico.
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Figura 6.12: Cromatograma de un estandar y una muestra de agua de garrafon.
a) Cromatograma de un estdndar de la mezcla de bisfenoles a 12.48 pug mL™'.
b) Cromatograma de una muestra de garrafén.
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6.5. ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE AGUA.
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Figura 6.13: Cromatograma de un estandar y una muestra de agua de criadero.

a) Cromatograma de un estdndar de la mezcla de bisfenoles a 12.48 pug mL™L.
b) Cromatograma de una muestra de agua de criadero.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

Se desarroll6 un método analitico consistente en extraccién en fase sélida seguido de andlisis
por cromatografia de liquidos de alta resolucién para la determinacion de seis bisfenoles en
muestras acuosas.

Las condiciones empleadas en la separacion y analisis cromatografico son adecuadas y permite
tener una buena resolucién entre las senales de los diferentes analitos con valores de Rs en el
rango de 3.07 - 7.74.

La validacion del método se realizé con base en diferentes pardametros encontrandose lo siguiente:

La EFS presenta buenos recobros, entre el 82.93 - 102.91% en el intervalo de
concentraciones de trabajo bajo las condiciones establecidas.

e El método presenta una buena linealidad en el rango de concentraciones de trabajo
tomando como criterio el coeficiente de determinacién. r?> > 0.99 para todos los bisfenoles.

e Se encontré una buena repetibilidad (%RSD < 11.18) considerando el orden de magnitud
en que se encontraban los analitos, se encontré un HorRat de 0.3 - 0.5.

e Se determinaron los limites de deteccién entre 2 - 3 ng mL~! y los limites de cuantificacién
entre 7 - 10 ng mL~! segtin el bisfenol.

El método demostrd ser valido y aplicable a muestras acuosas en busqueda de bisfenoles.

El método se probd en cinco muestras de agua contenida en recipientes plasticos con un
periodo de exposicién de 24 h, tres muestras de agua de garrafén y cinco muestras de agua
superficial de criadero de peces. En ninguna de las muestras se detectd la presencia de bisfenoles.
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CAPITULO 8

PERSPECTIVAS

Las perspectivas a futuro del presente trabajo son estudiar nuevos factores que permitan
mejorar la sensibilidad del método, como utilizar otras técnicas de preparacion de muestras
(DLLE-DESs) y otras formas de deteccion (detector de fluorescencia, sistema acoplado de
espectrometria de masas). Con esto se espera reducir los limites de deteccién y cuantificaciéon a
niveles por debajo de ng mL~*.

Se plantea el analisis de otro tipo de muestras en las que se ha detectado la presencia de
bisfenoles para confirmar la presencia o ausencia de estos contaminantes. Por ejemplo, bebidas
cuya preparacion o propiedades puedan facilitar la migracién de estos compuestos, aguas
residuales, aguas subterraneas, afluentes y efluentes de rios. De igual forma se plantea el uso de
tratamientos térmicos para analizar si los bisfenoles son capaces de migrar del contenedor al
liquido.
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APENDICE A

CROMATOGRAMAS
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Figura A.1: Cromatograma de estandar y blanco de agua.
a) Cromatograma de un estdndar de la mezcla de bisfenoles a 12.48 pug mL™!.
b) Cromatograma de un blanco de agua.
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Figura A.2: Cromatograma de un estandar y un blanco resultante de EFS.
a) Cromatograma de un estdndar de la mezcla de bisfenoles a 0.792 ug mL™!.
b) Cromatograma de un sistema blanco tras la EFS.

Figura A.3: Cromatograma de un estandar y un extracto de muestra fortificada.
a) Cromatograma de un estdndar de la mezcla de bisfenoles a 0.792 ug mL™!.
b) Cromatograma de una muestra fortificada con bisfenoles a 26.4 ng mL~! tras EFS.
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APENDICE B

GRAFICAS
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Figura B.1: Curva de calibracién del sistema cromatografico (BPS y BADGE).
Gréfica Area = f(Concentracién) realizada para la evaluacion de la linealidad del sistema
cromatografico para BPS y BADGE.
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Figura B.2: Curva de calibracién del sistema cromatografico (BPF y BPAF).
Gréfica Area = f(Concentracién) realizada para la evaluacion de la linealidad del sistema
cromatografico para BPF y BPAF.
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Figura B.3: Curva de calibracién del método EFS-CLAR-DAD (BPS y BADGE).
Gréfica Area = f(Concentracién) realizada para la evaluacion del método EFS-CLAR-DAD
para BPS y BADGE.
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Figura B.4: Curva de calibracién del método EFS-CLAR-DAD (BPS y BADGE).
Gréfica Area = f(Concentracién) realizada para la evaluacion del método EFS-CLAR-DAD
para BPS y BADGE.
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Figura B.5: Curva de recobro global del método EFS-CLAR-DAD (BPS y BADGE).
Gréfica Concentracién recuperada = f(Concentracién agregada) realizada para la
evaluacion del método EFS-CLAR-DAD para BPS y BADGE.
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Figura B.6: Curva de recobro global del método EFS-CLAR-DAD (BPF y BPAF).
Gréfica Concentracién recuperada = f(Concentracién agregada) realizada para la
evaluacién del método EFS-CLAR-DAD para BPF y BPAF.
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APENDICE C

ESPECTROS DE ABSORCION
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Figura C.1: Espectro de absorcién del BPA a 12.48 pg mL™!.
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Figura C.2: Espectro de absorcién del BPS a 12.48 ug mL™!.
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Figura C.3: Espectro de absorcién del BPF a 12.48 ug mL™1.
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Figura C.4: Espectro de absorcién del BPAF a 12.48 pug mL L.
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Figura C.5: Espectro de absorcién del BPZ a 12.48 pg mL~!.
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Figura C.6: Espectro de absorcién del BADGE a 12.48 pg mL™!.
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Figura C.7: Comparacion de espectros de absorcion experimentales.
BPA a 12.48 pug mL™! (azul), estdandar de DEET a 25 ug mL™! (rojo) y pico hallado en muestra

de criadero (verde).
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APENDICE D

MEMORIA DE CALCULO

Seccion D.1.

OBTENCION DE LOD Y LOQ.

DSobre un cromatograma se traza un bloque que tenga una altura del tamano de la relacién S/N
y se registra dicha altura.

El limite de deteccién se considera como 3 veces la relacion S/N por lo que igualmente le
corresponde un valor de 3 veces la altura. Lo mismo ocurre con el limite de cuantificacién pero
considerando un factor de 10 veces la relacién S/N.

Sobre el mismo cromatograma se traza un bloque que tenga la misma altura que el analito
cuyo limite de deteccion se desea calcular.

Dado que se puede relacionar la altura de un pico con la concentracion entonces se cumple que:

LOD Canalito

= D.1
3 S/N hanalita ( )
Por lo que:
Canai o
LOD = (3 S/N) (h i ) (D.2)
analito

De forma andloga se puede calcular el limite de cuantificacion.

Este procedimiento debe de repetirse para cada uno de los analitos.
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Seccion D.2.

CALCULO DE RECOBRO.

Para el calculo de los recobros de la EFS debe de ser inyectado en el sistema cromatografico una
muestra control fortificada con el mismo volumen con el que se fortifico el sistema a extraer, de
esta forma, se puede considerar que se trata de una muestra donde se extrajeron por completo los
analitos.

Una vez obtenidos e integrados los cromatogramas se debe obtener la proporcion ‘:@Lf“l".
contro

Dado que el area de un pico es directamente proporcional a la concentracién del analito entonces
se cumple que:

C@xt’r’acto . Aextracto (D 3)

Cagre gada Acontrol

Notese que la concentracion agregada no es la de la muestra control si no la que tiene la
muestra antes de la EFS, esto se puede hacer debido a las razones anteriormente explicadas.

Despejando de la ecuacién anterior se obtiene que:

Aem racto
Cextracto = (Cagregada) (#) (D4>

Acontrol

Esta concentracion del extracto es la concentracién tras la EFS, es decir, la concentracion
recuperada.

Si esto se repite para cada uno de los puntos de la curva de calibracién se puede construir la
curva Concentracién recuperada = f(Concentracién agregada), donde el valor de la
pendiente obtenida mediante regresion lineal representa el valor del factor de recobro global para
el analito en concreto.
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