MEMORIA
PRACTICUM

Determinacion, mediante
cromatografia de liquidos con
deteccion fluorescente, de bisfenol A
y fenol migrado desde juguetes y
envases de suero

¥ UNIVERSIDAD
¥ DE BURGOS

AUTOR: Mar Arce Anton

TUTORES: Maria Cruz Ortiz Fernandez
Silvia Sanllorente Méndez




UNIVERSIDAD DE BURGOS

Facultad de Ciencias
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

Master Oficial en Quimica Avanzada

Facultad de Ciencias

AUTORIZACION Y ACTA DE CALIFICACION

DEL PRACTICUM
CURSO: 2015/2016
Datos del Profesor/es tutor/es:
APELLIDOS: | Ortiz Fernandez "] NOMBRE: [MarfadelaCruz |
APELLIDOS: | Sanllorente Méndez | NOMBRE: | Silvia B
Autoriza No autoriza | |

La presentacion del trabajo.

Datos del Alumno/a:

APELLIDOS: | Arce Antén
NOMBRE: | Maria del Mar

L

Datos del Trabajo:

Nombre del Trabajo: | Determinacion, mediante cromatografia de liquidos con
deteccion fluorescente, de bisfenol A y fenol migrado desde
juguetes y envases de suero.

Calificacion del Practicum: |:]

Burgos, 6 de julio de 2016
/s

Diia. Maria&\‘f Cruz Ortiz Fernandez Diia. Silvia Sanllorente Méndez
Profesoras tutoras del Practicum

) o



INDICE

1. RESUMEN ..ottt e ettt s e e e e e e e aab b s e e e e eeeeseees 1
ABSTRACT .. 1

2. OBUIETIVOS ...t e ettt e e e e e e e aa e e e e e aaeeenans 2
3. INTRODUCCION ....oiuiiiiiitiiiieieieie sttt ettt ettt se e 2
4., FUNDAMENTO TEORICO ..ottt 4
4.1, TECNICA ANAITICA ... .eeeeeiiiiiiee et 4
4.1.1.Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC-FLD)...................... 4

4.2. ANAlisis QUIMIOMELIICO ......ccceeeiiiei e 6
4.2.1.Disefio de experimentos D-Optimo..........ccceeeieiiii 6

5. DESARROLLO EXPERIMENTAL ..ottt eeeeeaeans 8
5.1. Instrumentacion y sOftware ...........cccceee oo 8
5.2. DisOlUCIONES PAtrON........ccoeeeiieii e 9
5.3, MUESLIas ProbIEMA .......cooiiiiiiiiiie e 9
.3 L. JUGQUEBLES ... 9
5.3.2.Suero clinico y ampollas de suero convencional ...........cccccceeeeeeeiiennennns 10

5.4. Muestras para el disefio de exXperimentos ..........ccevvvveriiiiiiie e e eeeeeans 11
6. RESULTADOS . ... e ettt e e e e e e e e bbb e e e e e eaeennens 11
6.1. Optimizacién mediante el disefio de experimentos D-6ptimo...................... 11
6.2. Construccion y validacién de las rectas de calibrado ....................... 15
6.3. Migracion de fenol y bisfenol A en las muestras problema..........ccccccceeeennn. 20
7. CONCLUSIONES ... ettt et e e e e aabb s e e e e e eeaeees 22

8. BIBLIOGRAFIA ..ottt 22



1. RESUMEN

En los Ultimos afios ha resonado con fuerza en los medios de comunicacion la posible
peligrosidad para la salud humana, fundamentalmente en nifios y bebés, derivada de la
continua exposicion al bisfenol A (BPA) migrado de objetos cotidianos fabricados con
diversos tipos de plastico (PVC, policarbonato, etc).

Los informes mas recientes a nivel europeo indican, sin embargo, que el contenido de
PBA, que llega a nuestro organismo a través de diversas vias de contacto, en ningun
caso supera los limites legales establecidos. Pero es cierto, que los efectos por la ingesta
continuada del mismo y durante un tiempo prolongado, asi como los posibles procesos
gue puedan incrementar su migracion, siguen siendo objeto de estudio por los
organismos responsables de la salud.

Debido a su importancia, en el siguiente trabajo se ha determinado BPA y fenol migrado
desde juguetes y desde suero clinico y el adquirido en farmacias (ampollas normales de
suero, lagrimas artificiales, etc) utilizando como técnica analitica cromatografia de
liquidos de alta resolucién acoplada a un detector de fluorescencia (HPLC-FLD).

Mediante un disefio de experimentos D-Optimo, se han escogido las condiciones
cromatogréficas (temperatura de la columna y flujo y composicion de la fase mévil) que
permiten maximizar las areas de pico de ambos analitos y minimizar su tiempo de
retencion para garantizar una metodologia lo mas sensible posible y rapida. Una vez
elegidas estas tres condiciones, se han construido y validado los calibrados
correspondientes asi como también se ha calculado el limite de decisién y la capacidad
de deteccion en los limites establecidos para cada uno de los analitos estudiados y
finalImente se ha determinado el contenido de fenol y BPA en las muestras problema.

ABSTRACT

In recent years, the possible danger to human health, mainly in children and babies, that
is derivated from continuous exposure to bisphenol A (BPA) (migrated from manufactured
everyday objects which are made of different types of plastic (PVC, polycarbonate, etc.)),
has been heard strongly in the media.

However, latest studies shows that in Europe the content of PBA, which reaches our
bodies through different contact routes, in any case exceed legal limits. But it is true that
the effects caused by continued intake of this analyte and for a long time, as well as,
possible processes that could increase their migration, are still under consideration by the
responsible health agencies.

Because of its importance, in the following project, BPA and phenol migrated from toys
and from clinical serum and from the one bought in pharmacies (normal blisters serum,
artificial tears, etc) have determined. High Performance Liquid Chromatography coupled
to a fluorescence detector (HPLC-FLD) is the analytical technique used in this project.

By means of a D-optimal experimental design, chromatographic conditions (column
temperature and flow and composition of the mobile phase) have been chosen those that
let us to maximize the peak area and to minimize the retention time. This allows to
guarantee a more sensitive and fast method. Once these three conditions have been
selected, the related calibrates have been constructed and validated, and also, the
decision limit and the detection capability has been calculated in the limits set for each of
the analytes studied. Finally the content of phenol and BPA have been carried out in the
test sample.
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2. OBJETIVOS

Los objetivos propuestos en este trabajo son los siguientes:

® Optimizar mediante un disefio de experimentos D-6ptimo un procedimiento para
determinar BPA y fenol mediante cromatografia de liquidos con deteccion
fluorescente.

® Construir y validar modelos de calibrado para ambos analitos y evaluar el limite de
decision (CCa) y la capacidad de deteccién (CCp) del procedimiento empleado para el
limite establecido en la disolucién acuosa de migracion.

® Determinar el contenido migrado desde juguetes, de BPA y fenol en HCI 0.07M y en
agua (simulando las vias de contacto por las que los nifios de corta edad pueden estar
expuestos a estos compuestos).

® Determinar el contenido de estos analitos en envases de suero clinico y otros sueros
obtenidos en farmacia (ampollas, lagrimas artificiales).

3. INTRODUCCION

El 2,2-bis(4-hidroxifenil)propano, mas comunmente conocido como bisfenol A (BPA), es
un compuesto organico con dos grupos funcionales fenol muy utilizado en la fabricacion
de plasticos. Se trata de un mondmero fundamental en la produccion de resina epoxi y de
policarbonato (PC). El policarbonato es un polimero transparente el cual se emplea para
fabricar una gran variedad de productos de la vida cotidiana como:

Biberones y botellas de agua.

Equipamiento deportivo.

Dispositivos médicos y dentales.

Cristal de gafas, camaras fotograficas, proyectores, microscopios.
Juguetes de alta resistencia para nifios de corta edad.

CD, DVD, boligrafos, reglas.

Fluorescente, enchufes, conectores y algunos electrodomésticos.
Cubiertas en naves industriales, pabellones, invernaderos.

Cristales antibalas y escudos antidisturbios de la policia.

También se usa en la sintesis de polisulfonas y cetonas de poliéter, como antioxidante en
algunos plastificantes y como un inhibidor de polimerizacion en el PVC.

Algunos de estos materiales plasticos y articulos estan destinados a estar en contacto
con alimentos o con nuestro organismo por vias directas como la saliva o indirectas como
la piel, y asi el BPA puede migrar a los alimentos o ser ingerido directamente.

El BPA se trata de un compuesto que presenta cierta controversia en cuanto a los riesgos
gue supone para la salud humana. Desde la década de 1930, era considerado como
sospechoso de ser dafino para los humanos y muchos medios de comunicacién fueron
los que resaltaron los riesgos del uso de BPA en productos de consumo habitual después
de que varios gobiernos emitieran informes cuestionando su seguridad.

A consecuencia de lo anterior, algunas cadenas de venta retiraron, de entre sus
productos, aquellos que contenian este compuesto. Pero no fue hasta 2010 debido a un
informe elaborado por la FDA (Administracion de Alimentos y Farmacos) de Estados
Unidos cuando se despertd una mayor conciencia con respecto a la exposicién del BPA
en fetos, bebés y nifios pequefios.
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En Europa a finales del afio 2012, se realiz6 un estudio cientifico en Francia y este pais
decidié prohibir el BPA en todos los envases de alimentos por considerarlo un peligro
para la salud, asegurando que prevalecia el principio de precaucién. Las autoridades
estatales y los expertos llevaban afios esperando un nuevo informe de la EFSA (Agencia
de Seguridad Alimentaria de la UE), el cual se realiz6 a principios del afio 2015 y en el
que se concluyé que no es dafino siempre que la ingesta sea inferior al limite
establecido, aunque seguiran realizandose estudios. EFSA y FDA no coinciden en cuanto
el riesgo que este analito supone para la salud humana.

Los riesgos derivados del BPA estan causados por su actividad como disruptor
endocrino, ya que es capaz de causar desequilibrios en el sistema hormonal a
concentraciones muy bajas con posibles repercusiones sobre la salud. La presencia
continua de este disruptor en el organismo se ha relacionado con un mayor riesgo de
padecer diversos trastornos organicos con efectos sobre el sistema reproductor
masculino y femenino, sobre el cerebro y el comportamiento, sobre el metabolismo vy el
sistema cardiovascular, sobre la tiroides, sobre el sistema inmunitario, sobre el intestino,
y efectos carcinogénicos (cancer de prostata y de mama).

Sus posibles efectos toxicos se deben al consumo de alimentos que han sido
contaminados por contacto con materiales que contienen esta sustancia: envases,
revestimientos de latas de conserva, tuppers, tickets de compra, etc. La amplia
distribucion de productos con BPA, especialmente en los paises desarrollados, provoca
una exposicion continua de la poblacion, pudiendo verse afectado cualquier sector de
edad, desde fetos hasta ancianos. Ademas los niveles de exposicion al BPA pueden
verse incrementados por procesos a los que han sido sometidos los materiales plasticos:
uso repetido, limpieza en lavavajillas y con cepillo y detergentes, altas temperaturas
(microondas o coccidn), antigiiedad del objeto plastico, pH de la comida con la que esté
en contacto, etc.

Teniendo en cuenta el peso de un bebé en comparacién con el de una persona adulta, la
exposiciéon al mismo compuesto supone un mayor riesgo. Esta es la razén por la cual en
la mayoria de los articulos encontrados que se han empleado en la revision bibliogréafica
se realiza la determinacion y cuantificacion de BPA en biberones para bebés [1-12].
Como se ha podido observar en otros articulos, es habitual también realizar la extraccion
y determinacion del PBA en botellas de agua [3,13,14], 0 en otros envases (vasos 0
vajilla) fabricados con PC o algun tipo diferente de plastico [15-19]; y de forma menos
comun en filmes para embalar comida [20], en residuos de plastico [21], en papel térmico
utilizado en tickets de compra [22], 0 en juguetes y otros utensilios destinados a bebés
[22].

Entre los articulos consultados se ha observado la diversidad de técnicas analiticas
empleadas en la determinacién y cuantificacion de BPA. La técnica de determinacion
analitica que se utiliza mayoritariamente es cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) [3-8,12,13,16,17,21,22]. Otros autores se decantan
por técnicas como espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-
MS) [14]; cromatografia de liquidos de muy alta resolucién acoplada a espectrometria de
masas (UHPLC-MS) [18]; cromatografia de liquidos de alta resolucion con detector de
fluorescencia (HPLC-FLD) [2,7,9-11,19], con detectores de ultravioleta y fluorescencia
(HPLC-UV-FLD) [15,20], y con detector fotodiodo en linea de ultravioleta (HPLC-DAD) [1].

En este trabajo se va a realizar la determinacion y cuantificacion del BPA en juguetes
para nifios de corta edad y en diversos recipientes de suero fabricados con plastico para
diversos usos, todos ellos adquiridos en distintos establecimientos de la ciudad de
Burgos. Se ha elegido como objeto de analisis los juguetes por varios motivos: i) gran
parte de los articulos relacionados con BPA son sobre biberones mientras que sobre
juguetes no hay practicamente ninguno [22-24], y ii) se trata de un utensilio muy utilizado
por la poblacion de corta edad. Se decidi6 realizar la determinacién de BPA en
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recipientes de suero pensando en articulos de uso cotidiano fabricados con plastico y que
pudieran estar en contacto con la piel o ser ingeridos o inyectados en vena como puede
ser el suero de uso clinico, también motivado porque es habitual su empleo, y ademas,
en cualquier sector de la poblacion independientemente de su edad.

También se ha decidido realizar la determinacion y cuantificacién simultanea de fenol,
considerando que pueda llegar a originarse a partir del BPA migrante. La técnica analitica
empleada para este analisis es cromatografia de liquidos de alta resolucion con detector
de fluorescencia (HPLC-FLD), de acuerdo con la normativa vigente al respecto [25-28].
Los limites establecidos para fenol y BPA son 15 y 0.1 mgL™ (15 ppm y 100 ppb)
respectivamente [27,29]. Para ambos analitos se calcula el limite de decision (CCa) y la
capacidad de deteccién (CCR) de la recta de calibracion construida para estos limites en
la disolucién acuosa de migracién establecidos por normativa.

4. FUNDAMENTO TEORICO

4.1. TECNICA ANALITICA
4.1.1. Cromatografia de liguidos de alta resolucion (HPLC-FLD)

La cromatografia liquida en columna es la técnica mas antigua dentro de la
cromatografia, pero su importancia no se ha reconocido hasta la década de los setenta
en adelante, gracias al desarrollo de la cromatografia de liquidos de alta resolucién o de
alta eficiencia, comunmente conocida como HPLC (que proviene de las siglas del inglés
High Performance Liquid Chromatography) [30,31].

La técnica HPLC destaca por su sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones
cuantitativas exactas, su idoneidad para la separacion de especies no volatiles o
termolabiles y, principalmente, por su gran aplicabilidad a sustancias, como aminoécidos,
proteinas, hidrocarburos, farmacos, plaguicidas, antibiéticos, etc, que son de primordial
interés en la industria, en la ciencia y en la sociedad en general.

Con motivo de alcanzar un caudal de eluyente razonable para tamafios de particula de
relleno de columna del orden de um, se requieren presiones elevadas. A consecuencia
de ello, el equipo necesario en HPLC tiende a ser mas sofisticado y caro que el que se
utiliza en otras técnicas cromatogréficas.

Un sistema moderno de cromatografia de liquidos esta compuesto por los siguientes
elementos bésicos:

Recipientes para la fase movil y sistemas de tratamiento de los disolventes.
Sistemas de bombeo.

Sistemas de inyeccién de la muestra.

Columna para cromatografia de liquidos con su relleno correspondiente.
Detector adecuado.

Sistema capaz de informar del resultado de la separacion, es decir, un sistema de
deteccion de las especies que abandonan la columna.

Estos elementos pueden presentar diferentes configuraciones segun el modo
cromatogréfico elegido y las caracteristicas de la fase mévil y muestra a separar. La
Figura 1 muestra los elementos mencionados en un sistema habitual de HPLC.
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Figura 1. Diagrama esquematico de la instrumentacién necesaria y
recomendable en HPLC [30].

El sistema de lectura muestra el resultado de la separacion en forma de cromatograma
(Figura 2), que consiste en una imagen que traduce visualmente la evolucion, en funcion
del tiempo, de un parametro que depende de la concentraciéon instantanea del soluto a la
salida de la columna. La posicién de los picos sobre el eje tiempo puede usarse para
identificar los componentes de la muestra, y las areas bajo los picos sirven de medida
cuantitativa de la concentracion de cada especie.

r

r Y
Y

A
\ 4

Ug=1g -ty
analito

Especie no retenida J
- |

tiempo

Sefial del detector

LY

Figura 2. Cromatograma caracteristico de
una mezcla de dos componentes en el que se
muestra como se mide el tiempo de retencién
de un analito (tg), el tiempo muerto (ty) y el
tiempo de retencion ajustado (t'r) [31].

La separacion se basa en la diferencia de velocidad a la que los analitos atraviesan la
columna cromatogréfica. Esta diferencia se debe a la distinta tendencia que muestran los
componentes de una muestra a ser retenidos en la fase estacionaria, y esta determinada
por la magnitud de las constantes de los equilibrios de distribucion de las especies entre
las fases estacionaria y movil.

En la mayoria de los detectores basados en la espectroscopia de fluorescencia, la
emisién fluorescente se detecta por medio de un detector fotoeléctrico colocado
perpendicularmente respecto al haz de excitacion. Los detectores mas sencillos utilizan
una fuente de excitacion de mercurio y uno o mas filtros para aislar la radiaciéon emitida.
Los instrumentos mas sofisticados consisten en una fuente de radiacion de xendén o una
fuente laser y emplean un monocromador de red para aislar la radiacion fluorescente.
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En este estudio intervienen dos compuestos aromaticos, fenol y BPA, que presentan
distintas estructuras conjugadas debido al par de electrones despareados del oxigeno y
los dobles enlaces conjugados (Figura 3) y ambos destacan por su fluorescencia nativa.

OH CHs

CH;

Figura 3. Estructura quimica del fenol a la izquierda, y del bisfenol A a la derecha.

4.2. ANALISIS QUIMIOMETRICO

4.2.1. Disefio de experimentos D-6ptimo

En este trabajo, la optimizacion se realiza a través de la metodologia de disefio de
experimentos ya que permite la automatizacion de la optimizacion y la interpretacion facil,
directa y objetiva de los resultados. En la metodologia de disefio de experimentos se
deben considerar tres aspectos antes de crear el plan experimental: el dominio
experimental en el que se va a trabajar, los factores a estudiar y las respuestas que se
desean analizar y optimizar. Una vez establecidos estos puntos, se debe seleccionar el
tipo de disefio de experimentos que se va a construir y ejecutar, y el modelo que se va
utilizar para relacionar los factores con las respuestas.

Una de las alternativas més utiles son los disefios D-6ptimo, ya que permiten adaptar el
plan experimental al problema estudiado y reducen sustancialmente el nimero de
experiencias a realizar sin la pérdida de eficiencia y precision en los resultados [32].

Primero se establece el dominio experimental, que consiste en definir todos los factores
gue se deseen estudiar y sus respectivos niveles. Después, se define un modelo lineal
para explicar la relacion entre la respuesta experimental (y) y el valor de los factores (X):

y=XB+e 1)

donde X=(x;) es la matriz del modelo de dimensiones nxp (n es el nimero de
experimentos, p es el numero de coeficientes del modelo); y es el vector de las
respuestas experimentales; 3 es el vector de los coeficientes del modelo y € es el vector
del error experimental que acompafia a la estimacion de cada coeficiente del modelo.

El modelo se debe ajustar a los datos experimentales, de tal manera que la estimacion b

de los coeficientes B del modelo de la Ecuaciéon 1, b = (bs, by, ..., by), se obtiene
mediante minimos cuadrados a partir de:
b = (X*X)"1xty (2)

donde X'X es la matriz de informacion y (X'X)™ la matriz de dispersion.

El efecto de un factor o una interaccion se evalila mediante la significacion de su
coeficiente, b;. Por lo tanto, es necesario conocer la varianza esperada en dicha
estimacion, la cual viene dada por:

Var(b;) = cj; 52 3

donde c; (i=1, ..., p) es la varianza de los coeficientes y se corresponde a los elementos
de la diagonal principal de (X'X)™; s? es una estimacion de Var(g).

Como la varianza de los coeficientes, c;, también depende del tamafio del modelo
experimental, se estandariza y se obtienen los denominados factores de inflacion de
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varianza (VIF), cuyo valor es siempre mayor o igual a 1 y debe ser siempre inferior a 4
para que la estimacion de los coeficientes del modelo sea lo suficientemente precisa.

Por otro lado, la regiéon de confianza conjunta para los coeficientes estimados, b, es un
hiperelipsoide (por tratarse de mas de dos factores). Se dice que la matriz X es D-6ptima
cuando el volumen del hiperelipsoide es minimo.

Una vez que ha sido definido el dominio experimental formado por los factores a estudiar
y sus respectivos niveles, se conoce el nimero de experimentos posibles (candidatos),
Nc (nimero de experimentos maximo que se pueden realizar por restricciones del propio
problema a estudiar). A continuacién, se establece el modelo con N, coeficientes para la
relacion entre la respuesta experimental y los valores de los factores.

Para cada numero de experimentos, N, entre N, y N¢ se construyen las matrices
experimentales con informacién de suficiente calidad, es decir, se determina la matriz Xy
que es D-Optima. Dicho de otro modo, se extraen los N experimentos de los N¢ que
proporcionan la estimacion conjunta de los coeficientes del modelo méas precisa (minimo
volumen del hiperelipsoide de confianza). Se han desarrollado varios algoritmos
computacionales [33,34] para obtener la solucién D-6ptima, que puede no ser Unica.
Después, se selecciona la matriz Xy entre las disponibles, de modo que el numero de
experimentos N sea el menor posible y garantice unas estimaciones suficientemente
precisas de los coeficientes del modelo.

Para este estudio, se desean obtener las condiciones Optimas de flujo, temperatura y fase
movil de una separacion por cromatografia de liquidos de alta resolucion con detector de
fluorescencia (HPLC-FLD). La determinacion de los analitos se basa en las areas y en la
separacion (diferente tiempo de retencion) entre picos cromatograficos, por ello es
razonable pensar que las &reas y los tiempos dependan del nivel en que se encuentren
estas tres variables (flujo, temperatura y fase moévil). Se pretende que las areas sean
maximas y los tiempos minimos.

El objetivo del estudio es determinar los niveles significativos de las variables para cada
una de las respuestas (area y tiempo de cada analito), y determinar las condiciones
Optimas para realizar la separacion, determinacion y cuantificacién del fenol y BPA.

Se ha utilizado un disefio D-6ptimo debido a que es una metodologia general para
adaptar el disefio experimental para cada problema analitico. Los factores y niveles
implicados en el andlisis son: flujo de la fase moévil a 3 niveles, temperatura de la columna
a 3 niveles y composicion de la fase movil a 4 niveles, sumando un total de 36 posibles
experimentos de un disefio factorial completo Nc=36 (ver Tabla 1).

Tabla 1. Dominio experimental.

FACTOR NUMERO DE NIVELES NIVELES

U1l Flujo (mLmin™) 3 0.80
0.85
0.90
U2 Temperatura (°C) 3 20
30
40

U3 Fase movil (v/v) 4 65:0:35

metanol-acetonitrilo-agua 70:0:30

0:45:55

0:40:60

| Pagina 7/ 25



5. DESARROLLO EXPERIMENTAL
5.1. INSTRUMENTACION Y SOFTWARE

Productos quimicos.

Para la preparacion de patrones de calibrado: 2,2-bis(4-hidroxifenil)propano de Aldrich
(Madrid, Espafia); fenol de MERCK (Darmstadt, Alemania). Los filtros de jeringa de
0.22 ym de tamafio de poro empleados eran de Teknokroma (Barcelona, Espafa). Las
soluciones se prepararon con los disolventes metanol (99.8% pureza y 0.792 kgL™) y
acetonitrilo (99.8% pureza y 0.786 kgL™) de MERCK (Darmstadt, Alemania) y el agua de
calidad HPLC se obtuvo mediante un sistema MilliQ de Millipore (Barcelona, Espafia).
Ademas se utilizé para la solucién simulante de una posible via de contacto HCI (37%
purezay 1.19 kgL™) de MERCK (Darmstadt, Alemania).

Instrumentos.

El sistema de HPLC utilizado era Agilent Technologies 1260 infinity, equipado con una
bomba cuaternaria, un inyector automatico y un detector de fluorescencia (longitud de
excitacion 275 nm y longitudes de onda de emision 275-400 nm). La columna era Kinetex
5u EVO C-18 100A, de fase reversa, 150mm x 4.6 mm de diametro interno. Las
condiciones de flujo, composicion de la fase movil y temperatura de la columna son las
correspondientes a cada punto del disefio de experimentos.

Software.

El andlisis estadistico de los datos obtenidos se ejecutd con los paquetes informaticos
NEMRODW [35] para el disefio de experimentos, MATLAB [36] y STATGRAPHICS
Centurion XVI [37] para la construccion y validacion de calibrados y también para el
célculo de concentraciones en las muestras problema, y DETARCHI [38] para la
determinacion del limite de decision (CCa) y de la capacidad de deteccion (CCRB) en un
limite en la disolucion acuosa de migracion establecido.

Procedimiento total.

Para inyectar las soluciones (preparadas como se describe en los apartados
5.2 Disoluciones patron y 5.3 Muestras problema) en el equipo de HPLC, tienen que estar
contenidas en viales que se colocan en una bandeja. Los viales son de color &mbar y de
1.5 mL de capacidad con cierre a rosca. Para preparar el vial de cada solucion se utilizan
jeringas vy filtros de 0.22 ym. Para uno de los viales se ha utilizado un inserto debido a
que el volumen disponible es inferior a 1.5 mL.

Automéaticamente la aguja del equipo de HPLC atraviesa el septum del vial, coge el
volumen de disolucion seleccionado en el programa, en este caso 20 uL, y lo inyecta
después en la columna cromatografica.

Se programé una secuencia, para los viales que se encuentran en la bandeja del equipo,
en las condiciones Optimas elegidas para que inyecte uno detras de otro, siguiendo un
orden creciente de concentracion y con las muestras problema al final.

El volumen inyectado se analiza con el sistema HPLC acoplado a un detector de
fluorescencia. El proceso de separacion cromatografica se programa para que tenga
5 min de duracién y registre durante todo este tiempo el espectro de emisiébn completo
entre 275 y 400 nm cada 1 nm a una longitud de onda de excitaciéon de 275 nm. El
programa ofrece la posibilidad de visualizar de manera sencilla la secuencia
cromatogréfica a cuatro longitudes de onda elegidas, en este caso se eligen 290, 300,
313y 320 nm.

Aunque se han registrado 125 nm del espectro de emision, en realidad para este trabajo
Unicamente se han utilizado las longitudes de onda de emisiéon de 300 y 313 nm dbnde
presentan el maximo de intensidad fluorescente el fenol y el BPA respectivamente.
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5.2. DISOLUCIONES PATRON

Inicialmente se preparan las disoluciones madre de 480.5 ppm de fenol y 337.1 ppm de
BPA en metanol en matraces de 100 mL. Para ello se pesan, en la balanza analitica y
con ayuda de un pesa sustancias de vidrio, 0.04805 g de fenol. Se arrastra con metanol
comercial hacia el matraz y después se enrasa. De la misma manera se procede para el
BPA, pesando en este caso 0.03371 g. Posteriormente se traspasan a botes de color
ambar y se guardan en el frigorifico para preservar la estabilidad en el tiempo de la
disolucién. Cualquier disolucion que se prepare mas adelante también se traspasara a un
recipiente de estas caracteristicas.

Para poder construir una recta de calibrado para cada uno de los analitos estudiados, se
debe disponer de una serie de disoluciones patrén de distintas concentraciones. Estas se
preparan a partir de las disoluciones madre de fenol y BPA, afiadiendo un volumen Vg y
Vg a un matraz de 25 mL con ayuda de una micropipeta y enrasando con agua MilliQ. La
concentracion de estas disoluciones es Cr y Cg. (Tabla 2)

Tabla 2. Disoluciones patron utilizadas.

ETIQUETA Ve (L) Vg (HL) Cr (ppb) Cs (ppb)

0 0 0 0.0 0.0

1 3 4 57.7 53.9
2 5 8 96.1 107.9
3 8 10 153.8 134.8
4 11 14 211.4 188.8
5 13 18 249.9 242.7
6 16 22 307.5 296.6
7 18 26 346.0 350.6
8 21 30 403.6 404.5

5.3. MUESTRAS PROBLEMA

5.3.1. Juguetes

El procedimiento de extraccion de fenol y BPA de un juguete utilizado en este estudio
intenta simular las vias de contacto a través de las cuales los nifios pueden ingerir fenol o
BPA. Se utilizan dos técnicas de extraccion distintas: i) sumergir el juguete en 1L de agua
MilliQ a 40°C durante 24 horas [23,24,28], y ii) sumergir el juguete en 1L se HCI 0.07M a
37°C durante 2 horas, éste Gltimo para simular saliva [23].

En este estudio se disponen de 4 tipos de juguetes: mufieca, pony, ardilla y varios
soldados, todos ellos de plastico (Figura 4). Para los tres primeros juguetes se decide
realizar los dos procedimientos de extraccion, en orden i) y ii), recogiendo la solucion al
finalizar cada uno de ellos. Para los soldados se decide realizar cada uno de los
procedimientos i) y ii) a soldados diferentes, para observar en cual de las dos soluciones
migra mayor contenido de fenol y BPA. Previamente se anotan los pesos de los juguetes
(Tabla 3).
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Figura 4. Juguetes analizados (de izquierda a derecha): pony, mufieca, ardilla y soldados.

Tabla 3. Peso de los juguetes.

JUGUETE Mufieca Pony Ardilla Soldados
Agua MilliQ 10.9992

Peso (9) 10.1175 23.5352 44,2205
HCI 0.07M 11.3410

5.3.2. Suero clinico y ampollas de suero convencional

El motivo de realizar un analisis de suero se debe a que esta contenido en recipientes de
plastico y ha podido ocurrir la migracion de fenol y BPA. Entre las muestras problema de
suero (Figura 5), se dispone de una bolsa, un gotero y 7 ampollas para ojos con distinta
fecha de caducidad (Tabla 4).

En las ampollas no existe dificultad para extraer una pequefia cantidad y conservar el
resto del suero dentro de las mismas, pero tanto en la bolsa como en el gotero se
necesitan aguja y jeringa para ello.

Figura 5. Envases de suero analizados (de izquierda a derecha): gotero y bolsa de
suero clinico, ampollas de suero convencional (A-F), y ampolla de suero secretor de
lagrimas artificiales (G).

Tabla 4. Fecha de caducidad de los envases de suero.

Ampollas
A B C D E F G
Fecha de caducidad | 04/18 | 05/14 | 11/13 | 11/13 | 11/13 | 05/13 | 06/16 | 06/16 | 05/20

MUESTRA Gotero | Bolsa
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5.4. MUESTRAS PARA EL DISENO DE EXPERIMENTOS

Para realizar el disefio de experimentos, Unicamente se utiliza una disolucion pero en
distintas condiciones de trabajo de la separacién cromatografica (temperatura de la
columna y flujo y composicién de la fase mavil).

La disolucion empleada para ello se prepara a partir de las disoluciones madre de fenol y
BPA, afiadiendo 100 y 60 pL respectivamente de cada una de ellas a un matraz de 50 mL
con ayuda de una micropipeta y a continuacién se enrasa con agua MilliQ. Esta
disolucién se nombra como BFO y presenta una concentracion de 961.0 ppb de fenol y
404.5 ppb de BPA.

6. RESULTADOS

A continuacién se presentan los resultados obtenidos estructurados segun las partes
llevadas a cabo en este trabajo: la optimizacion del método de analisis cromatografico, la
construccion y validacion de las rectas de calibrado para el fenol y el BPA, asi como la
determinacion del contenido migrado de ambos en las muestras problema.

6.1. OPTIMIZACION MEDIANTE EL DISENO DE EXPERIMENTOS
D-OPTIMO

Como ya se ha comentado anteriormente, en este trabajo se ha realizado un disefio de

experimentos D-Optimo para optimizar las condiciones cromatograficas (temperatura de la

columna, y flujo y composicion de la fase mévil) que permitan obtener areas de picos
maximas y tiempos de retencién minimos.

Para evaluar el efecto de los tres factores (con tres y cuatro niveles) se utiliza el modelo
de la Ecuacion 4.

¥y = Bo + B1aX1a + BiX1p + B2aX2a + B2pX2p + B3aX3a + B3pXsp + BacXsc + € 4)

En la Ecuacion 4, mediante las variables binarias, xj, se codifican los niveles de los
factores del modo que se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Codificacién de los niveles en el modelo de la Ecuacién 4.

Factor i (i=16 2) Factor 3
Nivel A Xjp =1 Xig =0 Nivel A Xga = 1 X35 =0 X3¢ =0
Nivel B Xia =0 Xig =1 Nivel B X34 =0 Xsg =1 X3¢ =0
Nivel C Xip = —1 Xig = —1 Nivel C X34 =0 X33 =0 Xzc =1
Nivel D Xgp = —1 Xgg = —1 Xgc = —1

En la Figura 6 se representa el valor maximo de VIF para distintas matrices de N
experimentos elegidos de los 36 que componen el disefio factorial completo. Se puede
observar que se necesitan al menos 9 experimentos para que los valores maximos de los
VIF sean inferiores a 2. También se concluye que el mejor valor maximo de VIF se
obtiene con N=11, por este motivo se decide realizar un disefio D-O6ptimo con 11
experimentos distintos, lo cual a su vez permite tener grados de libertad suficientes para
la estimacion del residuo y realizar el test de fallo de ajuste.
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Figura 6. Diagrama del valor maximo de VIF frente al nimero
de experimentos N elegidos del disefio factorial completo.

En este caso con los 11 experimentos de la Tabla 6 se tiene un factor de inflacion de
varianza (VIF) entre 1.31 y 1.82 para las estimaciones de los coeficientes, que son
valores muy buenos ya que el minimo teérico del VIF es 1 y siempre debe ser menor de 4
[35].

Tabla 6. Plan de experimentacién del disefio D-6ptimo.

Ex?erimgnto CiE) ELEED Flujo (mLmin™) | Temperatura (°C) Fase mévil. (Y/V)
actorial completo metanol-acetonitrilo-agua

1 0.80 20 65:0:35

5 0.85 30 65:0:35

9 0.90 40 65:0:35

10 0.80 20 70:0:30

15 0.90 30 70:0:30

17 0.85 40 70:0:30

21 0.90 20 0:45:55

23 0.85 30 0:45:55

25 0.80 40 0:45:55

29 0.85 20 0:40:60

31 0.80 30 0:40:60

Los modelos se han construido a partir de la ejecucion del plan de experimentacién de la
Tabla 6 realizando tres réplicas adicionales del experimento nimero 1. Se ha encontrado
un dato anémalo para la respuesta del t, del bisfenol A que corresponde al experimento
namero 10 del disefio factorial completo. En la Tabla 7 se muestran los modelos
ajustados para cada una de las respuestas experimentales, para la respuesta Y, (t; del
bisfenol A) sin el dato anomalo.

Con estos modelos se ha estimado el valor de las dos areas y los dos tiempos de
retencion en todas las posibles condiciones experimentales del disefio factorial completo.
En la Figura 7 se muestran en un grafico de coordenadas paralelas los valores ajustados.
Estos gréficos disefiados por Inselberg [39] permiten representar simultdneamente mas
de tres variables, que es el limite de las habituales representaciones en coordenadas
ortogonales.

Estas representaciones introducidas en quimica analitica por el grupo de investigacion de
las tutoras de este trabajo [40] se han mostrado de gran utilidad en los analisis de datos
cromatogréaficos con multiples respuestas [41].
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Tabla 7. Modelos ajustados para las respuestas experimentales: Y, area de pico del fenol, Y, area
de pico del bisfenol A, Y3 tiempo de retencion del fenol, Y, el tiempo de retencion del bisfenol A.

Y1 Y, Y3 Y,
Test de significacion del modelo, p-valor 0.00022 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001
Test de fallo de ajuste, p-valor 0.970 0.880 0.141 0.171
Coeficiente de determinacién R* (%) 97.5 98.9 99.9 99.9
Coef. de determinacién R?, en prediccion (%) 94.3 96.2 99.2 98.3
Syx 2.27 0.71 0.01 0.04

COEFICIENTES ESTIMADOS (en negrita los estadisticamente significativos al 5%)

bo 157.33 28.16 2.1397 3.3538
Dia 8.43 1.20 0.1136 0.2251
big -0.01 0.11 0.0016 0.0085
b2a 1.23 0.79 0.0640 0.2725
b2s -0.02 -0.11 -0.0071 -0.0331
bsa 5.25 2.33 -0.1506 -0.3415
bss 7.61 6.84 -0.2590 -0.8149
bs -3.06 -2.21 0.0723 -0.0478

En cada uno de los tres primeros ejes de la Figura 7 se representan los niveles de los
factores, mientras que en los cuatro siguientes son las respuestas (los valores de las
areas de pico y de los tiempos de retencidn). Cada linea quebrada une los niveles de uno
de los puntos del dominio experimental (los tres niveles de cada uno de los factores) con
los valores que le corresponden de las cuatro respuestas. Para facilitar la visibilidad de
las lineas, el rango de cada variable se ha transformado de modo que todas estén
expresadas en el intervalo codificado [0,1]. Sin embargo se han escrito los valores reales
en los extremos de los intervalos de cada variable.

174.6 36.99 2.65 5.06
. »
AN
N o AT .
Flujo ml / min TOC Fase movil 137.9 19.21 1.71 2.07
(0.80, 0.85, 0.90) (20, 30, 40) (ab,c d) Area Fenol Area Bisfenol tg Fenol tg Bisfenol

Figura 7. Grafico de coordenadas paralelas. Niveles de los factores en los tres primeros ejes, la
codificacion para la composicion de la fase moévil es: a) 65:0:35, b) 70:0:30, c) 0:45:55 y d)
0:40:60. Valores de las respuestas en los cuatro ejes siguientes. En verde las soluciones del
Frente Pareto. En rojo la solucién elegida.
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La primera observacion que se deduce del gréfico es que hay una fuerte interaccion entre
las areas de fenol y BPA con los tiempos de retencion porque las lineas que unen los
valores obtenidos se cortan, de modo que cuando al cambiar las condiciones
experimentales de la cromatografia las areas crecen los tiempos decrecen y viceversa.
Sin embargo este efecto no se da entre las areas, cuando crecen lo hacen las del fenol y
BPA al tiempo, aunque en distinta cuantia. Para los tiempos de retencidn, las lineas en la
escala real son casi paralelas y no ocurre ninguna inversion de pico al cambiar las
condiciones experimentales.

Optimizacién multirrespuesta mediante el Frente Pareto.

Ahora se trata de buscar unas condiciones cromatograficas que optimicen las cuatro
respuestas, es decir que hagan maximas las areas de pico del fenol y del BPA y minimos
ambos tiempos de retencion. Una opcion es construir el Frente Pareto de las soluciones
optimales y luego decidir entre las del Frente Pareto en base a criterios practicos [42,43].

Dadas dos condiciones cromatogréficas distintas (i, j), se dice que las respuestas para las
condiciones j dominan a las respuestas para las condiciones i (abreviadamente j domina
a i) cuando se cumple:

a) Areafenol (i) < Area fenol (j)
Area BPA (i) < Area BPA ())
t; fenol (i) > t, fenol (j)
t, BPA (i) > t, BPA (j)
b) Al menos una de las desigualdades anteriores es estricta

Las soluciones no dominadas forman el Frente Pareto, de hecho respecto de ellas otra
solucién cualquiera es peor al menos en una de las cuatro respuestas.

El Frente Pareto de las 36 soluciones se muestra en color verde en la Figura 7. Es
notable que todas las condiciones cromatograficas que lo forman comparten una
caracteristica comun, y es que la composicion de la fase mévil ha de estar al segundo
nivel, 70:0:30. Sin embargo, el flujo y la temperatura pueden tomar cualquiera de los tres
niveles.

El andlisis de las nueve condiciones cromatograficas del Frente Pareto muestran que
todas ellas mantienen el area de pico del BPA por encima de 33 unidades hasta 36.99, y
son las areas mas grandes. La diferencia de area entre la mayor y la menor es de un
11%. En funcién de las condiciones experimentales en las que se trabaje hay mayor
diferencia, en valor absoluto, para el area del fenol, que varia de 155 a 174.6 (lo que
equivale a una disminucion méaxima del 11%). Dentro de las soluciones del Frente Pareto
(en verde en la Figura 7) se distinguen tres grupos para el area del fenol. De estos se
observa que a mayor area, los tiempos de retencion de ambos analitos son mayores, y
como se quiere minimizar los tiempos de retencion, se ha considerado el grupo de las
condiciones experimentales que dan areas mayores para ambos analitos dado que la
disminucion en el tiempo de retencion supone una disminucién de mas de un 50% en los
tiempos de retencion de ambos analitos. Las condiciones experimentales cromatograficas
para la solucion elegida son: flujo de 0.80 mLmin™ y temperatura 20°C (marcada en rojo
en la Figura 7) que ademas es una condicion experimental de las del disefio D-6ptimo.

En estas condiciones seleccionadas (0.80 mLmin™, 20°C y 70:0:30 para la composicién
de la fase movil) se hicieron dos nuevos cromatogramas en dos dias distintos
obteniéndose los resultados que se muestran en la Tabla 8, pudiéndose considerar
iguales a lo predicho por el modelo para el primer ensayo, sobre todo si se tiene en
cuenta que las areas no estan estandarizadas.
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Tabla 8. Resultados experimentales en las condiciones cromatograficas optimizadas, siendo Y
area de pico del fenol, Y, area de pico del bisfenol A, Y tiempo de retencion del fenol, Y, tiempo
de retencion del bisfenol A. Entre paréntesis figuran los valores predichos por el modelo.

Y1 Y, Y3 Y,
Dia 1 (dia de andlisis) | 179.2 (174.6) | 38.7 (36.99) | 2.033 (2.058) | 2.754 (3.036)
Dia 2 174.3 36.7 2.048 2.788
Dia 3 172.7 36.5 2.038 2.761

6.2. CONSTRUCCION Y VALIDACION DE LAS RECTAS DE
CALIBRADO

Una vez elegidas las condiciones cromatograficas 6ptimas para llevar a cabo la
determinacion de fenol y BPA migrado (0.8 mLmin™® de flujo, 20°C de temperatura,
70:0:30 (v/v) de composicion), se realiza el andlisis de las disoluciones patron. Con ello
se pretende construir y validar una recta de calibrado para cada uno de los analitos.

Inicialmente, se parte de las disoluciones patrén y las correspondientes areas calculadas
con el software incorporado en el equipo cromatografico que se muestran en la Tabla 9.
Como se puede observar se han realizado réplicas de los patrones 0, 1, 7 y 8 para
evaluar el fallo de ajuste del método. Ademas, hay que tener en cuenta que la ausencia
de pico en el tiempo de retencién correspondiente a cada analito se considera un area de
pico igual a O.

Tabla 9. Disoluciones patron para la construccion de las rectas de calibrado.

ETIQUETA Cr (ppb) Areag Cs (ppb) Areag
0 0.0 0.0 0.0 0.0
Orep 0.0 0.0 0.0 0.0
1 57.7 6.7 53.9 6.4
1rep 57.7 6.8 53.9 6.1
2 96.1 11.6 107.9 11.3
3 153.8 23.7 134.8 12.0
4 211.4 39.9 188.8 154
5 249.9 451 242.7 23.1
6 307.5 524 296.6 29.1
7 346.0 55.9 350.6 31.3
7rep 346.0 55.6 350.6 31.3
8 403.6 80.0 404.5 36.9
8rep 403.6 79.9 404.5 36.4

La construccion de estas rectas se va a basar en la regresion robusta univariante, es
decir, que mediante un analisis robusto de los datos experimentales se va a identificar los
datos andmalos para su posterior eliminacion, asegurando que se tienen las condiciones
idoneas para obtener la mejor solucion (maximo verosimil) por minimos cuadrados.
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Se pueden encontrar tres tipos de datos andémalos: outlier o anémalos en el eje Y,
leverage o anémalos en el eje X, y outlier-leverage o anémalos en los dos ejes. Los
criterios que siguen los puntos experimentales para ser considerados anémalos de uno u
otro tipo son los siguientes:

e [ndice robusto o distancia robusta (RD) para diagnosticar la resistencia que opone un
punto experimental a la regresion.

® Residuo estudentizado (RS).

Asi un dato es (Figura 8):

® OQutlier, cuando cuyo residuo estudentizado sea superior a 2.5 en valor absoluto y
ademas su distancia robusta sea inferior al valor critico.

® | everage, cuando su residuo estudentizado sea inferior a 2.5 en valor absoluto, pero
su distancia robusta sea superior al valor critico.

e OQutlier-leverage, cuando cuyo residuo estudentizado sea superior a 2.5 en valor
absoluto y ademas su distancia robusta sea superior al valor critico.

OUTLIER-
o OUTLIER LEVERAGE
S
N
=
c
B
=) LEVERAGE
0
[+ H]
o
=]
8
0
) OUTLIER-
= OUTLIER LEVERAGE

distancia robusta

Figura 8. Tipos de datos andmalos en
regresion robusta univariante.

El método de regresion robusta utilizado es regresién de minimos cuadrados recortada
(LTS), el cual minimiza la suma de los cuadrados de los h residuos mas pequeiios, donde
h debe ser al menos la mitad del nUmero de observaciones. El valor predeterminado de h
es aproximadamente 0,75n (siendo n el niumero total de observaciones). Se trata de un
método robusto en el sentido de que el ajuste de estimacién de la regresion no esta
influenciado indebidamente por los valores andmalos de los datos experimentales,
incluso si existiesen varios puntos anémalos.

Para el fenol se obtiene que los puntos 8 y 8rep (correspondientes a los puntos 12 y 13
de la Figura 9.a) son andmalos por presentar un residuo estudentizado alto, es decir, son
datos outlier. Se deciden eliminar estos valores y realizar de nuevo la regresion robusta
mediante LTS [36]. Ahora no se obtiene ningin dato anémalo (Figura 9.b), por lo que se
procede a la construccion de la recta con el resto de valores experimentales mediante
minimos cuadrados (OLS).

Para el BPA no se ha encontrado ningun dato anémalo (Figura 9.c) [36], por lo que se
procede a la construccion de la recta con todos los puntos experimentales mediante
minimos cuadrados (OLS).
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Figura 9. Representacion del residuo estudentizado frente a la distancia robusta para los
valores experimentales para el calibrado a) completo del fenol, b) sin las medidas 8 y 8rep del
fenol, c) completo del bisfenol A.

En la Figura 10 se representan las rectas de calibrado construidas para el fenol y el BPA
respectivamente [37]. Asi como en las Ecuaciones 5 y 6 se describen los modelos
ajustados mediante OLS para ambos analitos.

Areap = —1.47172 4 0.17189C (5)

Areag = 0.639423 + 0.0892257Cg (6)
60F g 40 F 3
50E 4 ok ]
S 40L ] 830p ]
g IR 1
‘:E 30; 3 '_520 r ]
& 20F 308 F ]
® 10 E 510 - ]
Oi? ‘ ‘ ‘ = 0 :,? ‘ ‘ ‘ ‘ ,:
0 100 200 300 400 100 200 300 400 500

conc fenol conc bisfenol
a b

Figura 10. Rectas de calibrado del a) fenol, b) bisfenol A.
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Para validar estas rectas se debe realizar un andlisis de los residuos (normalidad,
independencia, homogeneidad de varianzas por niveles), un test de significacion y otro de
fallo de ajuste del modelo, ademas de la identificacion de datos andémalos, lo cual ya se
ha realizado mediante el método de regresion robusta LTS.

Residuos.

Debido a que el estudio de homogeneidad de varianzas se realiza cuando existen
réplicas y en este caso solo hay réplicas para tres valores de concentracion, se decide
obviar el analisis de esta parte de la validacion.

La normalidad de los residuos se evalla mediante distintos test de normalidad y bondad
de ajuste cuyas hipotesis nula (Ho) y alternativa (H,) son las siguientes. Todos los test de
este trabajo se realizan al 95% de confianza, cuya hipotesis nula Hq se rechaza cuando el
estadistico p-valor sea inferior a 0.05.

Ho: los residuos siguen una distribucién normal
Ha: los residuos no siguen una distribuciéon normal

Como se puede observar a partir de los p-valores recogidos en la Tabla 10, los residuos
de ambas rectas construidas se ajustan a una distribucion normal.

Tabla 10. Estadisticos p-valor para el estudio de normalidad de los residuos.

FENOL BISFENOL A
Test P-Value Test P-Value
Chi-Square 0.193784 Chi-Square 0.104152
Shapiro-Wilk W 0.304903 Shapiro-Wilk W 0.398987
Skewness Z-score 0.470092 Skewness Z-score 0.974864
Kurtosis Z-Score - Kurtosis Z-Score -

La independencia de los residuos se estudia mediante el test de Durbin-Watson cuyas
hipotesis nula y alternativa son:

Hy: los residuos no estan correlacionados
Ha: existe correlacién positiva entre los residuos

Como los p-valores son 0.0137 y 0.2681, para el fenol y el BPA respectivamente, significa
gue los residuos del calibrado del fenol estan correlacionados mientras que los residuos
del calibrado del BPA son independientes.

Modelo.

Los parametros caracteristicos de los modelos construidos para el fenol y el BPA se
recogen en la Tabla 11. Se puede observar para ambos analitos que la variabilidad de la
respuesta experimental explicada por el modelo estimado es muy alta. Por otro lado, la
desviacion tipica residual es bastante grande.

Tabla 11. Parametros de las rectas de calibrado.

PARAMETROS FENOL BISFENOL A
Término independiente -1.47 0.64
Pendiente 0.172 0.089
Varianza explicada (Rz) 98.62 99.39
Desviacion tipica residual (Syx) 2.85 1.11
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Para evaluar la significacion, y el fallo de ajuste (cuando existen réplicas), del modelo se
utilizan los siguientes test de hipétesis. En base a los estadisticos p-valor que se
muestran en la Tabla 12, se puede afirmar que ambos modelos son significativos.

Ho: el modelo no es significativo
Ha: el modelo es significativo

Estos modelos se van a utilizar en el apartado 6.3 Migracion de fenol y bisfenol A en las
muestras problema para predecir el contenido migrado de fenol y BPA desde juguetes y
desde envases de suero.

Tabla 12. Andlisis de la varianza de las rectas de calibrado.

FENOL BISFENOL A
Source Ssq“urgrc;‘; Df 5“333?9 F-Ratio | P-Value Ssq“urgr‘;fs Df sﬁﬁi?e F-Ratio | P-Value
Model 5245.27 | 1 |5245.27| 644.77 | 0.0000 | 2194.88 | 1 {2194.88|1781.42| 0.0000
Residual 73.22 |9 | 8.14 1355 11| 1.23
Lack-of-Fit | 73.17 |6 | 12.19 | 731.66 | 0.0001 | 13.38 | 7 1.91 44.99 0.0012
Pure Error 0.05 |3 | 0.017 0.17 | 4| 0.043
Total (Corr.)| 5318.49 (10 2208.43 |12

Limite de decisiéon (CCa) y capacidad de detecciéon (CCB)

Un analisis de determinacién se considera no conforme si se supera el limite de decision
(CCa) del método de confirmacion para el analito correspondiente. Al existir un limite
establecido (PL) que no esta permitido sobrepasar de una sustancia, el limite de decision
se define como la concentracién por encima de la cual puede decidirse con una certeza
estadistica de 1-a, que el limite permitido se ha sobrepasado (siendo a un 5%) [33,44].

La capacidad de deteccién (CCp) indica el contenido minimo de la sustancia de interés
que se puede cuantificar en una muestra con una probabilidad de error § (siendo B un
5%). En el caso de sustancias con un limite permitido establecido, significa que la
capacidad de deteccion es la concentracion a la que el método es capaz de detectar
concentraciones del limite permitido con una certeza estadistica de 1-.

Por lo tanto, la decision de cumplimiento o no se realiza mediante el siguiente test de
hipotesis unilateral:

Ho: X = Xo (méximo limite permitido)
Ha: X > Xg (la concentracion del analito es mayor que el limite permitido)

Asi, a y B son las probabilidades de falso no-cumplimiento y de falso cumplimiento
respectivamente. Estos conceptos, junto con la region critica (yc) se muestran en la
Figura 11.

En las Figura 12.a 'y 12.b se representan las curvas correspondientes al calculo del limite
de decisién (CCa) y la capacidad de deteccién (CCB) que ocupa a este trabajo, es decir,
para los calibrados construidos anteriormente del fenol y del BPA siendo la concentracion
limite en la disolucién acuosa de migracion permitida (x) 100 ppb para el BPA y 150 ppb
para el fenol. Teniendo en cuenta el rango de concentraciones del calibrado para el fenol
(0-350 ppb), se ha decidido determinar CCa y CCf en un limite xo=150 ppb (1/100 veces
el limite legal que es 15 ppm). Los resultados obtenidos han sido: 117.5 y 134.2 ppb
respectivamente para el BPAy 173.4 y 195.7 ppb para el fenol.
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Figura 11. Test de hipotesis para decidir, usando el
modelo de calibrado para una sefial univariante, si en
una muestra el limite permitido se sobrepasa.

p——— - - —
Intercept: -1.472D+00 Slope: 1.719D-01 Stnd. dev. res.: 2.852D+00 [Intercept: 6.394D-01 Slope: 8.923D-02 Stnd. dev. res.: 1.110D+00
[Pr. of false nocompliance : 5.000D-0Z Curves for 1 , 2 , o replicates Fr. of false nocompliance : 5.000D-0Z Curves for 1 , 2 , o replicates
[Pr. of false compliance : 0.05 H. of replicates : 2 Pr. of false compliance : 0.05 N. of replicates : 2
ICCheta :  1.957D+02 Detection signal :  2.834D+01 CCheta :  1.342D+02 Detection sigwal : 1.112D+01
ICCalpha : 1.734D+02 [CCalpha : 1.175D+02
o8 [ 0.8 | -
0.6 — 0.6 —
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0.z 0z -
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PR T oV A T S P o T I I S
1.69D+02 1.89D+62 2.08D+02 2.28D+62 1.14D+62 1.29D+62 1.43D+02 1.58D+62
a b

Figura 12. Representacion del limite de decision (CCa) y la capacidad de deteccion (CCB) en
los limites en la disolucién acuosa de migracion permitidos para a) fenol y b) bisfenol A.

6.3. MIGRACION DE FENOL Y BISFENOL A EN LAS MUESTRAS
PROBLEMA

Las muestras problema analizadas se han decidido nombrar de la siguiente manera. En
el caso de los juguetes (ardilla, mufieca, pony y soldados) se ha etiquetado con el
correspondiente método de extraccion utilizado (acido clorhidrico o agua). Para las
muestras de suero clinico o suero farmacéutico, se van a distinguir como Ojos las
correspondientes a las distintas ampollas (A-G) de suero fisiolégico de uso farmacéutico
en ojos, y como Bolsa y Gotero las muestras de suero clinico contenido en dichos tipos
de envase.

En la Tabla 13 se recogen las caracteristicas (tiempo de retencion y area) de los picos
cromatograficos encontrados para cada una de las muestras problema. Como se puede
observar en alguna de las muestras aparecen dos filas para la misma muestra, esto se
debe a que en el cromatograma aparecié un desdoblamiento del pico y al ser integrado el
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software lo reconoce como dos picos independientes con sus tiempos y &areas
respectivos. Mas adelante se analizard individualmente cada uno de estos casos.
Ademdas en esta misma tabla se muestra la concentracion del analito que ha migrado a la
solucion desde los juguetes o desde el envase del suero, calculada a partir de los
modelos de calibracién validados en el apartado 6.2 Construccion y validacién de las
rectas de calibrado.

Tabla 13. Caracteristicas de los picos cromatograficos encontrados en las muestras problema.

MUESTRA FENOL BISFENOL A
PROBLEMA Tiempo (min) | Area | Conc (ppb) | Tiempo (min)| Area | Conc (ppb)
Ardilla H,0O 2.045 35 28.92 2.676 0.650 0.12
Ardilla H,O 2.820 0.120 -5.82
Mufieca H,O 2.052 2 20.20 _ _ _

Pony H,0O 2.071 9.3 62.67 _ 3 a

Soldados H,0 _ _ _ _ _ _

Ardilla HCI _ _ _ _ _ _
Mufeca HCI _ _ _ _ _ _

Pony HCI _ _ _ _ _ _

Soldados HCI _ _ _ _ _ _
OjosA 2.074 30.5 186.00 _ _ _
OjosB 2.033 51 38.23 _ _ _
OjosB 2.080 7.1 49.87
OjosC 2.025 4.9 37.07 _ _ _
OjosC 2.072 6.2 44.63
OjosD 2.076 101.7 600.22 _ N 3
OjosE 2.078 45.2 271.52 5 3 a
OjosF 2.078 44.7 268.61 _ 3 _
OjosG 2.064 4.6 35.32 _ _ _
Bolsa 2.065 11 14.96 _ _ _
Gotero 2.079 7.5 52.19 _ _ _

Analizando los resultados de la Tabla 13, se puede determinar que no ha migrado BPA
de ninguno de los juguetes ni de los envases de suero, ya que Unicamente el software
detecta un pico que puede integrar para la muestra de la ardilla en agua. Este es un
ejemplo de desdoblamiento del pico, para el cual se concluye que no hay contenido de
BPA en la muestra.

Para el estudio del fenol, se observa que desde los juguetes este analito migra en agua
pero no en HCI (simulante para saliva). Ademas esto sucede en todos los juguetes
menos en los soldados. En el caso de las muestras de suero, se determina que todas
presentan fenol. Se ha observado un desdoblamiento de pico en las muestras OjosB y
OjosC, las cuales se deciden obviar porque se desconoce i) el area total que tendria en
caso de ser un solo pico, y ii) podria haber algun interferente que también presente
emision fluorescente a ese tiempo de retencion.
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Tras el analisis de los resultados obtenidos para las muestras de suero se puede afirmar
que difiere bastante el contenido migrado en las muestras de suero convencional para
ojos (OjosA-OjosF) de las muestras OjosG (un suero especial para segregar lagrimas
artificiales) y Bolsa y Gotero (suero de uso clinico). No se ha observado ninguna pauta
clara de los datos obtenidos en relacién a la fecha de caducidad de las ampollas de suero
para 0jos.

7. CONCLUSIONES

Las conclusiones alcanzadas en este trabajo son las siguientes:

® Gracias a la metodologia de disefio de experimentos, mediante un disefio D-6ptimo se
ha reducido el nimero de experimentos de 36 a 11 experimentos, lo que implica un
ahorro de tiempo y reactivos considerable.

® |as condiciones éptimas encontradas para maximizar el area de los picos de ambos
analitos, para un disefio de 3 factores (dos a 3 niveles y uno a 4 niveles), han sido
0.8 mLmin™ para el flujo, 20°C para la temperatura de la columna y 70:0:30 metanol-
acetonitrilo-agua para la composicion de la fase mavil.

® Los modelos de calibrado son validos para el rango lineal entre 0 y 350 ppb y entre
0y 400 ppb para el fenol y BPA respectivamente.

® E| limite de decision (CCa) y la capacidad de deteccion (CCR), para el limite permitido
en la disolucion acuosa de migracién, son 117.5 y 134.2 ppb respectivamente para el
BPA (al limite de 100 ppb establecido en la normativa) y 173.4 y 195.7 ppb para el
fenol (al limite de 150 ppb).

® En los 4 juguetes estudiados no se ha encontrado contenido migrado de BPA en
ninguno de los simulantes de las posibles vias de contacto. Se ha encontrado fenol
migrado desde la mayoria de estos juguetes en agua pero no en HCI 0.07M que es el
simulante para la saliva.

® En el caso del suero tampoco se ha encontrado contenido de BPA, sin embargo, si
presenta contenido de fenol: OjosA 186.00 ppb, OjosD 600.22 ppb, Ojosk 271.52 ppb,
OjosF 268.61 ppb, OjosG 35.32 ppb, Bolsa 14.96 ppb, y Gotero 52.19 ppb.
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