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RESUMEN

En este trabajo de fin de grado se ha propuesto un método para la
determinaciéon espectrofluorimétrica del bisfenol A (BPA) en agua, basado en
una microextraccion liquido-liquido (MLLE). Para ello se han optimizado
diferentes pardmetros que pueden influir en la determinacion del BPA, tales
como: el disolvente organico con el que se extraera el bisfenol A, la cantidad de
disolvente organico, el tiempo de agitacion y la cantidad de sal para conseguir
un efecto salino. Seguidamente se realiz6 una validacion del método, que
incluye la determinacién de diferentes parametros analiticos como: la linealidad
del método, el limite de deteccion (LD), el limite de cuantificacion (LC), la

exactitud y la precision.

El método analitico es lineal (obteniendo una linealidad r* = 0.99), exacto (con
% recuperacion entre 85 y 115 %) y preciso (CV < 5%), en un intervalo de
concentraciones entre 0.03 ppm y 0.51 ppm. Como resultado se obtuvo el
limite de cuantificacibn en la concentracion de 0.025 ppm y el limite de

deteccién en la concentracion de 0.008 ppm.

Finalmente, el método propuesto se aplicé a diferentes muestras reales de

agua de diferente procedencia.



ABSTRACT

This dissertation proposes a method for the spectrofluorometric determination
of bisphenol A (BPA) in water, based on liquid liquid microextraction (MLLE). To
this end, various parameters have been optimized that can influence the
determination of BPA, such as: the organic solvent from which the bisphenol A
Is extracted, the amount of organic solvent, the stirring time and the amount of
salt to obtain a saline effect. Finally, a validation of the method was carried out,
including the determination of several analytical parameters such as: the
method line, the limit of detection (LD), the limit of quantification (LC), accuracy

and precision.

The analytical method is linear (obtaining a linearity r2 = 0.99), exact (with a
recovery between 85% and 115%) and accurate (with CV < 5%), in a
concentration range between 0.03 ppm and 0.51 ppm. The limit of quantification
was obtained in the concentration of 0.025 ppm and the limit of detection in the

concentration of 0.008 ppm.

Finally, the proposed method is applied to different real samples of water from

different sources.



1. INTRODUCCION

El bisfenol A (BPA) es un compuesto con multitud de usos a nivel industrial y
entre ellos se encuentra su aplicacion en la produccion de envases destinados
a estar en contacto con productos alimenticios (Pellegrino R. B., 2015; Del
Olmo M., 2000). También destacamos su toxicidad en el ser humano, ya que el
BPA puede desempefiar un papel activo en los cénceres reproductivos,
fertilidad y otros problemas endocrinos relacionados (Dorantes-Cuéllar A.,
2016; Pellegrino R. B., 2015).

Existen diferentes métodos de extraccion del BPA, que dependeran de la
matriz en la que se encuentre este compuesto, para su analisis podemos
destacar las técnicas cromatogréficas y espectroscoépicas (Del Olmo M., 2000;
Zafra A., 2001; Pefa A., 2015).

1.1. Bisfenol A
Los bisfenoles son compuestos aromaticos constituidos por dos anillos
fendlicos que se unen a través de un grupo puente. Su férmula general seria
Y(CeHs0),, su estructura se muestra en la Figura 1, donde “Y” es el grupo

puente, pudiendo variar segun el compuesto considerado (Zafra A., 2001).

ll()4©7\’4©7()l i

Figura 1. Estructura de los bisfenoles (Zafra A., 2001)

El 2,2-bis(4-hidroxifenil)propano, mas conocido como bisfenol A (BPA), tiene
como grupo puente “Y” un grupo acetona. Existen otros compuestos dentro de
esta familia que son ampliamente empleados hoy en dia en la industria, el mas
simple es el bisfenol F, donde “Y” es un grupo metileno, en el bisfenol B es un
metilpropileno, en el bisfenol C es un metilbenceno y en el bisfenol G es un o-
isopropilbenceno (McKetta J. J., 1977).

1.2. Propiedades fisicoquimicas del bisfenol A
El BPA es un sdlido blanco disponible en forma de polvo o escamas
dependiendo del proceso de fabricacidon, que cristaliza en forma de prismas en
acido acético. Presenta un olor fendlico suave (Corrales J., 2015), es
3



ligeramente hidrofobico, por lo que presenta una buena solubilidad en grasas y
mala en agua. Como hemos visto anteriormente, el BPA presenta dos grupos
hidroxilos, que determina su buena reactividad (Michatowicz J., 2014). La
molécula de BPA presenta fluorescencia nativa para distintos disolventes
organicos polares, con un longitud de excitacion entre 225 nmy 279 nm, y una
longitud de onda de emision entre 297 nm y 308 nm (Molina-Garcia L., 2012).
Por otro lado en disolucién acuosa presenta una sefial muy débil, siendo esta
altima una propiedad importante empleada para su determinacion analitica
(Batista A.D., 2013). El En la Tabla 1 se recogen todas las propiedades del
BPA.

Propiedades fisicoquimicas del BPA

Numero de CAS 80-05-7
Férmula molecular C15H1602
Masa molar 228.287 g/mol
Densidad 1.14-1.195 g/ml entre 20°C-25°C
Solubilidad 120-300 mg/L a 25°C en agua
Punto de ebullicién 360.5 °C a 760 mmHg
Punto de fusion 153-157°C
Octanol/agua particion
Coeficiente (Log Kow) 3.64 £0.32

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del BPA (Corrales J., 2015)

1.3. Aplicaciones industriales del bisfenol A
A lo largo de los afos se ha incrementado la produccion de los compuestos
relacionados con los bisfenoles, en especial con el BPA. Siendo las siguientes

sus principales aplicaciones:

e Recibos de papel de las tiendas: Algunos recibos de papel pueden

contener BPA como un componente de revestimiento sensible al calor
gue permite la impresion sin tinta. Esta tecnologia de papel proporciona
impresion rapida, confiable y rentable (Molina-Garcia L., 2012).

e Resinas de policarbonato y resinas epoxi: Estas han sido aprobadas

durante décadas por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria y



muchas otras agencias gubernamentales en todo el mundo, para uso en
contacto con alimentos (European Food Safety Authority (EFSA), 2015;
Molina-Garcia L., 2012).

1. Policarbonatos: Se utiliza en muchos productos de consumo e
industriales. El plastico de policarbonato hecho con BPA es un
plastico con alta resistencia térmica, ligero, dureza, claridad 6ptica
y excelente resistencia eléctrica (Molina-Garcia L., 2012). Estos

se usan en la fabricacion de:

> Gafas protectoras

> Recipientes para conservar alimentos
> Equipamiento de seguridad deportiva
> Automoviles

2. Resinas epoxi: Estdn hechas en su mayoria de BPA. Son
esenciales para la vida moderna, salud, publica, seguridad
alimentaria, etcétera. Se utiliza en una amplia gama de
aplicaciones de consumo e industriales debido a su tenacidad,
adhesidn, resistencia quimica y otras propiedades especializadas
(European Food Safety Authority (EFSA), 2015; Molina-Garcia L.,
2012). La resina epoxi la podemos encontrar en:

» Latas de conservas
» Aviones
» Fibra oOptica y placa de circuitos eléctricos

e Aplicaciones médicas: El policarbonato es el mejor material de su clase

y es dificil de sustituir en aplicaciones que salvan y mejoran vidas
(Molina-Garcia L., 2012). Podemos encontrarlos en:
v' Cirugia: En algunos dispositivos quirdrgicos, particularmente
los utilizados en cirugia laparoscépica (Molina-Garcia L.,
2012).
v' Medicina: El plastico de policarbonato es con frecuencia la
opcion preferida para fabricar dispositivos de administracion de
farmacos, desde nebulizadores y maquinas de dialisis hasta

jeringas de seguridad sin aguja (Molina-Garcia L., 2012).



v' Selladores dentales: EI BPA en selladores dentales se utiliza
como revestimiento para proteger los dientes de los adultos y

nifios contra las caries (Hernandez D., 2014).

1.4. Toxicidad
El BPA forma parte de grupo de compuestos disruptores endocrinos (EDCs).
Estos se denominan “sustancias exdgenas al organismo que se encuentran en
el medio ambiente, alimentos envasados en recipientes de plastico
(policarbonatos) y en los productos destinados a los consumidores, que
interfieren con la biosintesis de hormonas, el metabolismo y en las acciones
resultantes de estas, provocando una alteracibn hormonal del individuo
expuesto a este” (Garcia J.A., 2015; Beverly R.S., 2011). Dado que el BPA
puede emigrar del policarbonato, cuando se encuentra expuesto a elevadas
temperaturas, a los alimentos y aguas, que acondicionados en estos
recipientes de plastico, pueden contaminarse (Dorantes-Cuéllar A., 2016;
Fischnaller M., 2016).

Se ha investigado en profundidad en animales, especialmente en roedores y
primates, sujetos a determinadas dosis de exposicion de BPA, identificando
diversos efectos toxicos. Se ha visto que después de administracién oral, el
BPA se absorbia rapidamente en gran proporcion (85-100% de la dosis
administrada) en el tracto gastrointestinal. El BPA desaparece rapidamente de
la sangre, ya que se observa un efecto primario en el higado, donde se
metaboliza en gran parte. Finalmente en estudios a ratones hembras
embarazadas se detectd el BPA libre en la placenta y en los tejidos del feto
(Pottenger L.H., 2000).

En los seres humanos la respuesta téxica depende de la edad de los
individuos, siendo el feto y los recién nacidos lo mas vulnerables ya que no
pueden eliminar el BPA de su organismo tan facilmente. Cuando el BPA
alcanza por via oral el organismo se metaboliza en el higado con mucha
rapidez convirtiéndose en un metabolito muy soluble, el BPA-glucuronido (BPA-
GLU). Una pequefa cantidad de BPA libre puede unirse a los receptores
estrogénicos (ER) produciendo la alteraciéon hormonal y efectos diversos que

veremos posteriormente. EI BPA se elimina facilmente por la orina



(aproximadamente un 80%) y el tiempo de eliminacion es inferior a seis horas
(Dorantes-Cuéllar A., 2016). Los efectos toxicos en seres vivos debidos a la

exposicion del BPA incluyen:

e El BPA afecta al equilibrio endocrino contribuyendo a desarrollar
obesidad (Michatowicz J., 2014).

e EIl BPA en dosis bajas altera el desarrollo de la glandula mamaria y
aumenta la incidencia de tumores (Michatowicz J., 2014).

e Puede causar trastornos reproductivos, de desarrollo y metabdlicos.
(Fischnaller M., 2016).

e En células procariotas el BPA no muestra actividad mutagénica, sin
embargo, en células eucariotas es capaz de dafar al ADN (Michatowicz
J., 2014).

e Se relaciona con enfermedades de corazén y el desarrollo de la diabetes
(Lang I. A., 2008).

e También es capaz de estimular e inhibir la actividad de las células del
sistema inmune (Michatowicz J., 2014).

e Pequefias dosis de BPA causan dafio a los hepatocitos por estrés
oxidativo. Ademas, un dosis alta de BPA aumenta significativamente el
efecto bioquimico de enzimas hepaticas y la actividad de los genes

antioxidantes en el tejido hepatico (Michatowicz J., 2014)

1.5. Técnicas de separacion y analisis del bisfenol A

Tal y como se ha dicho anteriormente, el BPA es una sustancia toxica y
peligrosa para el medio ambiente. En la actualidad existe un gran
namero de investigadores dedicados a la metodologia analitica para
determinacién de BPA en distintas matrices y haciendo un uso en la
mayoria de los casos de técnicas de separacion. Las matrices en las que
podemos encontrar el BPA son muy diversas, destacamos el agua de
distinta procedencia, resinas, plasticos, alimentos, etcétera (Ballesteros-
Gbémez A. M., 2012).

Las técnicas que se utilicen para la determinacién de BPA dependeran de la
matriz en la que se encuentre, y de las propiedades del compuesto.

Normalmente, previo al analisis, se realizan técnicas de separacion con objeto

7



de minimizar o eliminar posibles interferentes e incluyo el uso de etapas de
preconcentracion. Destacamos la extraccion liquido-liquido (LLE) y la
microextraccion liquido-liquido (SME) y finalmente se realizara un andlisis para
identificar y determinar el BPA, las técnicas mas empleadas son las

cromatograficas y espectroscopicas (Zimmers S. M., 2014).

Primero se explicard las distintas técnicas de separacion y preconcentracion de

la muestra y seguidamente las técnicas de analisis.
1.5.1. Técnicas de separacién y preconcentracion

1.5.1.1. Extraccion liquido-liquido (LLE)
La extraccion liquido-liquido (LLE) es la operacion méas béasica para la
separacion de mezclas liquidas homogéneas, ya que en la separacion se ha
utilizado ampliamente para la extraccion de analitos tanto organicos como
inorganicos. Esta técnica consiste en separar una o varias sustancias disueltas
en un disolvente mediante su transferencia a otro disolvente inmiscible, o

parcialmente inmiscible (Cela R., 2003).
El soluto se distribuye entre una fase acuosa y otra organica, tal que:
Analito en fase acuosa (C,q) < Analito enfase organica (Cor)

En el equilibrio, determinado por el coeficiente de distribucion Ky como
podemos ver en la expresion (1), la relacién de concentraciones entre las fases

acuosa y organica sera constante e independiente de la cantidad de soluto.

Kd == {1]

Por lo que, cuanto mayor sea el valor de Kq mas desplazado estara el equilibrio
hacia la fase organica por lo que aumentara la eficacia de la extraccion. Para

cada analito hay un coeficiente de distribucion.

El procedimiento de la LLE, llevado a cabo en embudos de decantacion,
consiste en introducir una muestra acuosa con el analito que queremos
determinar, seguidamente afiadimos el disolvente organico inmiscible con el
agua, agitamos vigorosamente durante un tiempo y dejaremos en reposo para

separar ambas fases. Periddicamente, es necesario ventear el exceso de

8



presion generada en el interior del embudo. Los distintos analitos presentes se

distribuyen entre la fase acuosa y la organica de acuerdo con sus solubilidades

relativas. Finalmente se separa la fase deseada. En la Figura 2 podemos

observar un esquema del proceso LLE (Cortada-Cortés C., 2012).

Figura 2. Proceso de LLE. (a) Muestra acuosa que contiene al analito y disolvente

organico. (b) Agitacion vigorosa durante un tiempo. (¢) Reposo para una mejor

separacion (Cortada-Cortés C., 2012)

Las variables que influyen en la eficacia del método de LLE van a ser:

El disolvente extractante: Se debe de elegir un disolvente adecuado
para la extraccion, para ello nos fijaremos en las distintas propiedades.
Debemos conseguir, como hemos dicho anteriormente, un valor de Kqlo
mas elevada posible. Otras cualidades es poseer una adecuada
polaridad, presentar una solubilidad baja por el agua (inferior del 10%) y
gque sea compatible con la técnica analiticas que se utilicen
posteriormente. También se quiere que el disolvente no sea miscible con
el agua, matriz en la que se encuentra el BPA (Cortada-Cortés C.,
2012).

El pH de la muestra: El analito presenta diferentes formas mas o menos
polares dependiendo del pH, se puede modificar para conseguir la

maxima extraccion (Cortada-Cortés C., 2012).



e El efecto salino o fuerza ionica: Esta propiedad hace que se desplace
el equilibrio favoreciendo el paso del analito hacia la fase organica ya
que disminuye la actividad del agua y favorece la solvatacion de los
ilones de la sal, es lo que se conoce como efecto “salting out”. Se utiliza
una sal (Cortada-Cortés C., 2012).

La LLE es una técnica muy util para la extraccion de compuestos orgénicos de
muy diferente naturaleza. Sin embargo existe una serie de inconvenientes en el
uso de la misma, como por ejemplo, el tiempo de extraccién es muy largo, se
usa gran cantidad de disolvente organico, puede producir pérdidas de
compuestos debido al proceso de evaporacién. Para solventar todos estos
inconvenientes, o al menos parte de ellos, se utiliza la microextraccion liquido-
liquido (Cortada-Cortés C., 2012).

1.5.1.2. Microextraccion liquido-liqguido (SME)
La microextraccién con disolvente (SME) se ha convertido en los ultimos quince
afos en una de las formas mas féciles y simple de limpieza y preconcentracion
de microcontaminantes organicos a microescala. Ha tenido un rapido desarrollo
debido a que es barata, facil de realizar, no necesita equipos especiales para
llevarlo a cabo, existe una mejora en el enriquecimiento y hay un amplio campo

de aplicacién.

En esta técnica de extraccion se utiliza los principios de la extracciéon liquido-
liquido (LLE) y se aplica a volumenes muy pequefios tanto de muestra como de
disolvente extractante. Las ventajas que presenta este tipo de técnica son: no
es necesario la concentracion del disolvente o pérdidas de compuestos de
interés, el tiempo de extraccion se reduce y los volimenes de disolvente

toxicos son mas bajos (Cortada-Cortés C., 2012).

Para poner en practica del procedimiento de microextraccion se han usado
diferentes dispositivos experimentales a lo largo de la historia, seguidamente,

destacamos los tres mas importantes.

v' En 1979 se propuso un micro método para la extraccion de
bajos niveles de pesticida, para ello emplea un disolvente

menos denso que el agua, el hexano.

10



En un frasco se introduce agua y hexano, se agita
manualmente durante varios minutos (1). A continuacién, se
inclina el frasco y se adiciona agua a través del brazo lateral,
se sitla la capa de disolvente en la porcion central del tubo
capilar (2). Finalmente, se recupera un volumen de hexano y el
extracto puede ser analizado directamente. En la Figura 3 se

muestra la propuesta del dispositivo (Zafra A., 2001).

(N (2)
Agua

Muestra

Disolvente organico

Agua

Muestra acuosa

Figura 3. Método de Murray (Zafra A., 2001)

v' Mas tarde se propuso otro dispositivo para disolventes menos
densos que el agua empleando tolueno. La muestra acuosa
saturada de NaCl se introduce en un bote de cuello estrecho,
se adiciona el disolvente, se cierra y se agita mecanicamente.
Una vez separada las fases, el disolvente organico, se lleva
hasta el estrechamiento del bote por adicion de agua saturada
de NaCl usando una pipeta Pasteur conectada a un embudo
de decantacion (1). Finalmente, la fase organica se recoge con
ayuda de otra pipeta Pasteur y se transfiere directamente a un
vial para el analisis (2). En la Figura 4 vemos la imagen del

dispositivo empleado ( Zafra A., 2001).

11



(n (2)

Agua saturada
en CINa

Muestra

Pipeta Pasteur

Disolvente organico 4
Agua

Muestra acuosa 4

Figura 4. Método de Stan (Zafra A., 2001)

Los dos dispositivos presentaban baja reproducibilidad, por lo que se propuso
un nuevo dispositivo, que se explicara mas adelante. El cual se escogio para la

determinacién de BPA en agua (Zafra A., 2001).

1.5.2. Técnicas de anélisis
En bibliografia se han encontrado diferentes técnicas de andlisis para la
determinacion de bisfenol A en diferentes matrices ambientales y biolégicas.
Para la determinacion de bisfenol A en productos lacteos como la leche,
férmulas infantiles (concentradas y en polvo) o leche materna es habitual usar
cromatografia liquidas de alta resolucion (HPLC), cromatografia-espectrometria
de masas (MS) o cromatografia de gases (GC) (Ackerman L. K., 2010; Otaka
H., 2003; Yan W., 2009). En el caso de alimentos como el pescado es comln
utilizar cromatografia liqguida (LC) o cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) (Fattore M.A.; 2015; Alabi A.; 2014; Chen W. L., 2012; Wang S., 2011).
En la determinacion de bisfenol A en agua las técnicas mas empleadas son la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y la  espectroscopia
fluorescente (Del Olmo, M., 2000; Batista A., 2013). Nos centraremos en la
espectroscopia de fluorescencia, ya que, como hemos dicho anteriormente, el

bisfenol A presenta fluorescencia nativa (Molina-Garcia L., 2012).

» Espectroscopia fluorescente. La fluorescencia es un proceso de
emision en el cual las moléculas son excitadas por absorcion de
radiacion electromagnética y al relajarse al estado basal liberan el
exceso de energia en forma de fotones (Skoog D. A., 1994). Se obtiene

12



con la disposicion instrumental que vemos mostrada en la Figura 5
(Rubinson K. A., 2000).

Selector de longitud
de onda de entrada

(Eo)
Selector de longitud
(En)>(E1) de onda de salida
(E1)
(E1)
-

Figura 5. Equipo experimental generalizado de la espectrometria de

fluorescencia (Rubinson K. A., 2000)

Se requiere una fuente de luz en la region de energia apropiada, y la luz
incidente es monocromatica. En la figura observamos que la luz
incidente llega a la muestra después de pasar a través de un primer
monocromador; la muestra absorbe la luz y a continuacion la reemite en
todas las direcciones y a mayores longitudes de onda. La luminiscencia
que sale de la muestra se mide bajo un angulo que no esta en linea con
el eje que conecta la fuente y la muestra (90°). Si la luminiscencia es
proporcional al contenido de analito, se puede utilizar para cuantificar el
analito (Rubinson K. A., 2000).

En la Figura 6 se muestra un diagrama de energia para una especia

molecular fotoluminiscente.
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Figura 6. Diagrama de los niveles de energia (Rubinson K. A, 2000)

La linea horizontal en la parte baja del diagrama, representa la energia
del estado fundamental de la molécula, siendo normalmente un estado
singlete y se designa como S,. Las lineas fuertes de arribas corresponde
a niveles de energia de los estados vibracionales fundamentales de los
tres estados electronicos excitados (S; y S). Cada unos de estos
estados electronicos muestra 5 niveles vibracionales, cuando la
molécula se irradia con ondas electromagnéticas, cuya energia coincide
con las diferencias de energia entre los diferentes niveles, se producen

las transiciones electronicas que se muestran en la Figura 6.

La relajacion molecular tiene lugar durante las colisiones entre moléculas
excitadas y las moléculas del disolvente. También puede ocurrir el
relajamiento no radiante entre el nivel vibracional inferior de un estado

excitado y el nivel vibracional superior de otro estado electronico.

La fluorescencia es otro proceso de relajacion; la radiacion fluorescente
se emite cuando las moléculas electronicamente excitadas se relajan a
cualquiera de los estados vibracionales del estado electrénico basal. La
fluorescencia es un mecanismo mediante el cual la molécula regresa a
su estado basal después de haber sido excitado por absorcion de
radiacion. A priori, cualquier molécula capaz de absorber radiacion
electromagnética seria capaz de absorber radiacion electromagnética

seria capaz de flourescer, asi la mayoria de los compuestos que
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contiene anillos arométicos proporcionan emision fluorescente. En su
caso, la mayoria de los hidrocarburos aromaticos no sustituidos
fluorecen con una emision fluorescente creciente con el numero de
anillos y con su grado de condensacion. Ciertos compuestos
carbonilicos alifaticos y aliciclicos y estructuras de dobles enlaces
también lo hacen pero en menor proporcion (Skoog D. A., 1994).

Las dos principales ventajas de los métodos de fluorescencia sobre otros

métodos son:

1) Una sensibilidad mayor

2) Mayor intervalo de respuesta lineal

No obstante, los métodos de fluorescencia de aplican menos que otros
meétodos, ya que no todos los sistemas quimicos son capaces de
fluorescer y ademas el equipamiento necesario es mucho mas costoso

que el de otros métodos (Rubinson K. A., 2000).
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2. DETERMINACION ESPECTROFLUORIMETRICA DEL BISFENOL A
EN AGUA MEDIANTE MICROEXTRACION LIQUIDO-LIQUIDO

2.1. Introduccion
Nos centramos en el uso de espectrofluorimetria como técnica para la
determinacién individual del BPA en matriz acuosa, puesto que el analito
presenta fluorescencia nativa. En el caso del método de preconcentracion y
separacion, nos centraremos en la microextraccion liquido-liquido de
separacion de fases; para ello, utilizaremos un disolvente organico que nos
permita la medida directa de la fluorescencia emitida por el analito. Por otra
parte es importante destacar la cantidad de disolvente, de ahi que se haya
elegido la microextraccion, pues requiere poca cantidad de disolvente orgéanico
para recuperar una pequefia concentracion de BPA y reducir el riesgo de

contaminacion, asi como el tiempo de analisis empleado.

2.2. Disoluciones y disolventes empleados
En esta seccidn se recogen todas las disoluciones y reactivos utilizados en la

parte experimental

2.2.1. Disoluciones

% Disolucidn patrén
Con ayuda de un pesasustancias pesamos una cantidad proxima a 10
mg de BPA (SIGMA-ALDRICH), la cantidad pesada es de 17,7 mg. Esta
cantidad la afadimos a un matraz aforado de 100 ml de capacidad y lo
enrasamos con etanol, ya que el BPA presenta una gran estabilidad y
solubilidad en medio etandlico, ademas la miscibilidad del etanol en
agua permite la preparacién de otras disoluciones patron de menor
concentracion.
La disolucion fue conservada en un frasco opaco para evitar la accion de

la luz e introducidas en el frigorifico.

2.2.2. Disolventes

< Etanol Absoluto, PANREAC 99.0 (v/v) %.
< Eter dietilico, SIGMA-ALDRICH.

% n-Hexano, PANREAC PRS.

« MIBK, SIGMA-ALDRICH.
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% Agua desionizada

2.2.3. Material de laboratorio
Aqui desglosaremos todo el material utilizado en la parte experimental.

o Matraces aforados, BRAND de diferentes capacidades.

o Pipetas aforadas, BRAND de diferentes capacidades.

o Pipeteadores, BRAND.

o Vasos de precipitacion, PYREX de diferentes capacidades.

o Micropipetas, THERMO de diferentes capacidades.

o Probetas, SIMAX de diferentes capacidades.

o Cubeta de cuarzo HELLMA 1 115 F QS para fluorimetria de 10 mm de
paso optico y con un volumen de 400 pl.

o Embudos de decantacion, POBEL de 250 ml.

o Agitador magnético, SELECTA.

o Equipo para la extraccion liquido-liquido (Figura 7), en él se conecta,
mediante una goma, un embudo de decantacién a un segundo embudo
de decantacion que contiene agua saturada en NaCl. El segundo
embudo se sitla a mayor altura que el primero por lo que la fase
organica asciende, por el efecto de vasos comunicantes, hasta situarse
en la pieza de vidrio colocada en la parte superior del primer embudo de
decantacion. Con ayuda de una pipeta de vidrio la fase organica puede
ser facilmente transferida a la cubeta de medida (Zafra A., 2001).

Figura 7. Montaje realizado en el laboratorio para la microextraccion liquido-liquido
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2.2.4. Instrumentacién

o Espectrofluorimetro VARIAN CARY ECLIPSE (Mulgrave, Australia)
con lampara de descarga de Xendn de 75 kW, moocromadores Czerny-
Turner y tubo fotomultiplicador R-928. El equipo esta controlado
mediante software “Cary Eclipse” para sistemas Windows 95/98NT. El
Espectrofluorimetro se caracteriza por poseer una velocidad de barrido
espectral muy elevada (hasta 24000 nm min™), lo que permite llevar a

cabo medidas de fluorescencia con gran rapidez.

2.3. Optimizacion de variables experimentales
En este apartado se estudiaran las distintas variables experimentales que
afectan la extraccion del BPA en muestras acuosas, concretamente seréan el
disolvente organico, la cantidad de disolvente organico, el tiempo de agitacién y
la cantidad de NaCl (Zafra A., 2001).

2.3.1. Disolvente organico

El objetivo es conocer el comportamiento fluorescente del BPA en distintos
disolventes organicos y en agua, la eleccion de los disolventes organicos esta
basada en miscibilidad con el agua, eligiéndose disolventes organicos no
miscibles con agua, puesto que asi no se requiere una eliminacién previa de la
fase acuosa. También los disolventes organicos elegidos permiten una medida
directa de fluorescencia emitida por el BPA. Por ello los disolventes organicos
utilizados son: éter dietilico, hexano y MIBK (Metilisobutilcetona) (Zafra, A.,
2001).

Para ello, a partir de una disoluciéon patrén de BPA de una concentracién de
177 ppm, se prepararon unas disoluciones intermedias. En cuatro matraces de
10 ml se afadi640ul de la disolucion patron y se enrasan con los distintos
disolventes organicos y el agua, teniendo unas concentraciones finales de 0.7
ppm. A continuacion, se registraron los correspondientes espectros de
excitacion y emisiébn en los rangos de 200 a 290 nm y 290 a 350 nm,
respectivamente fijando como A¢=278 nm y A, =306nm respectivamente. Se

emplearon rendijas de excitacion y emision de 5 nm y un voltaje de 600 V.

En la Figura 8 y Figura 9 se muestran los espectros de excitacion y de emision

de BPA en los distintos disolventes.
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Figura 8. Espectros de excitacién de BPA en los distintos disolventes

Como podemos observar en el disolvente éter dietilico, el BPA presenta dos
maximos de excitacion: uno a 229 nm y otro a 278 nm. En el hexano, el BPA
presenta también dos maximos de excitacion: uno a 227 nm y otro a 277 nm.
Mientras que las sefiales en el MIBK y del agua son practicamente

despreciables, siendo mayor la intensidad en el éter dietilico que el del hexano.
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Figura 9. Espectros de emision de BPA en los distintos disolventes

Con respecto al espectro de emisién, los disolventes que obtienen valores mas
altos de intensidad son el éter dietilico, con un maximo de emision a 306 nm; y
el hexano, con un maximo de emisién a 308 nm, siendo mayor la intensidad de

BPA en el éter dietilico que en el hexano. En MIBK y en el agua son
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practicamente despreciables las sefiales, por lo que se escoge como disolvente
organico el éter dietilico.

2.3.2. Cantidad de disolvente organico
En este caso, el fin es conocer la cantidad de éter dietilico necesaria de para
realizar la extraccion liquido-liquido del BPA en muestras acuosas. Las
cantidades de disolvente organico que afadiremos seran 4 ml, 6 ml, 8 mly 10

mil.

Para ello, en un embudo de decantacién de 250 ml se pondran 200 ml de agua
desionizada previamente saturada con NaCl, le afadiremos 790 pl de
disolucién patron de BPA, teniendo una concentracion final de 0.7ppm.
Seguidamente se le afiade volumenes crecientes de éter dietilico; agitamos
durante 1 minuto manteniendo una velocidad constante; extraemos la cantidad
de disolvente y registramos el espectro de emision fijando las condiciones
instrumentales establecidas anteriormente. En la Figura 10 observamos los

espectros de emision obtenidos a distintos voliumenes.

700 -

600 - __—» 306 nm

500 -
" 400 - =4 ml éter dietilico
~ 300 - 6 ml éter dietilico

200 —— 8 ml éter dietilico

100 =10 ml éter dietilico

0 T T )
290 310 330 350
Longitud de onda (nm)

Figura 10. Espectros de emision del BPA a distintos volumenes de éter dietilico

Segun se observa, el volumen de 6 ml presenta mayor intensidad con respecto
a los demas cantidades de éter dietilico. La cantidad de 4 ml es muy pequefia
dificultando con ello su extraccion, las cantidades de 8 y 10 ml son cantidades
grandes de volumen, facilitando su extraccion, pero se disminuye la

concentracion de BPA. En cambio para 6 ml conseguimos la méaxima
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extraccion sin tener que disminuir tanto la concentracion y siendo facil su

extraccion.
700 -~
r
600 - v
500 1 . ¢ Media de los
w400 - * valores
u obtenidos

300 A
200 - @
100 T T ]

0 5 10 15

Voumen de éter dietilico (ml)

Figura 11. Influencia del volumen de éter dietilico

En la Figura 11 se puede apreciar la influencia del volumen de disolucion. Para
ello se realizaron dos medidas de cada volumen de disolvente organico y se
calculo, también se representd, la media de los valores obtenidos. Como
vemos la intensidad va aumentando hasta alcanzar su valor maximo para un
volumen de éter dietilico de 6 ml, a partir de este volumen, la sefial disminuye.

Por tanto se fij6 la cantidad de 6 ml de disolvente orgénico.

2.3.3. Tiempo de agitacién
Con objeto de estudiar la influencia que el tiempo de agitacién ejerce en la
extraccion del BPA, se afiadi6 200 ml de agua desionizada previamente
saturada con NacCl, a un embudo de decantacién con una capacidad de 250 ml.
Seguidamente, se afiadio 790 pl de disolucion patron BPA, teniendo una
concentracion final de 0.7 ppm. Posteriormente se afiadié 6 ml de éter dietilico,
y se agitd durante tiempos crecientes, manteniendo una velocidad de agitaciéon
constante. Finalmente se extrajo la cantidad de éter dietilico y se registraron los
espectros de emision fijando las condiciones instrumentales establecidas
anteriormente. Como se observa en la Figura 12, en el caso de 30 s de tiempo

de agitacion presenta una gran intensidad con respecto a las demas.
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Figura 12. Espectros de emision del BPA a distintos tiempos

La observacion de los resultados, en la Figura 13, pone en manifiesto que la
intensidad de fluorescencia crece hasta alcanzar un valor maximo para un
tiempo de agitacion de 30 segundos, a partir de este tiempo, la sefial
permanece practicamente constante. Por lo que fijamos el tiempo de agitacion

de 30 segundos.
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Figura 13. Influencia del tiempo de agitacion

2.3.4. Cantidad NaCl
El objetivo es conocer la influencia de la fuerza ionica del medio sobre la
intensidad de fluorescencia emitida. Para ello, se escoge el NaCl ya que es

facil su obtencién y es la méas barata en el mercado.

A continuacion, medimos 200 ml de agua desionizada y la trasvasamos a un

vaso de precipitado, le afladimos cantidades crecientes de NaCl y se agita con
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ayuda de un agitador magnético. Trasvasamos la disolucion a un embudo de
decantacion de 250 ml de capacidad y afiadiremos 790l de disolucion patron
de BPA, teniendo una concentracion de 0.7 ppm. Seguidamente se le afiadi6 6
ml de éter dietilico y agitamos con una velocidad constante durante 30
segundos. Como conclusién extraemos la cantidad de éter dietilico para el
posterior registro de los espectros de emision fijando las condiciones
instrumentales establecidas anteriormente. En la Figura 14 observamos los

espectros de emision obtenidos a distintas cantidad de NacCl.

1000 -~
900 -
800 -
700
600 - =0 g NaCl
w500 306 nm
= 7 =40 g NaCl
400 -
300 - 60 g NaCl
200 - 75 g NaCl
100 -
0 — . S— =90 g NaCl
290 310 330 350
Longitud de onda (nm)

Figura 14. Espectro de emision del BPA a distintas cantidades de NaCl

Segun se observa la cantidad de 75 g de NaCl presenta una mayor intensidad
de fluorescencia que la cantidad de 90 g de NaCl, mientras que, para las
cantidades de 0 g, 40 g y 60 g de NaCl las intensidades son practicamente
despreciables.
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Figura 15. Influencia de la cantidad de NacCl
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Como hemos observado en la Figura 15 la intensidad es mayor para el caso
de 75 g con respecto a las demas cantidades, por lo que se escoge la cantidad
de 75 g de NaCl.

2.3.5. Resumen de la optimizacién de variables
En la Tabla 2 se incluyen los valores 6ptimos establecidos para las variables

experimentales en las experiencias desarrolladas a lo largo de los apartados

anteriores.
Variables experimentales Optimo para 200 m|
Disolvente Eter dietilico
Volumen de disolvente (ml) 6
Tiempo de agitacion (s) 30
Cantidad de NacCl (g) 75

Tabla 2. Resumen de variables experimentales

2.4. Validacion del método
La validacion de un método consiste en el proceso establecido para la
obtencién de pruebas documentadas, mediante estudios sisteméaticos de
laboratorio y demostrativos, para que un método de andlisis sea lo
suficientemente fiable y reproducible para producir el resultado previsto dentro
de intervalos establecidos (Cafez M. G., 2015; Velandia J. C., 2008). En la
Tabla 3 se puede observar los parametros analiticos que se usaran en la

validacion del método.

Parametros analiticos

Intervalo de trabajo

Limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacién (LC)

Exactitud

Precision

Tabla 3. Parametros analiticos para la validacién del método.

» Intervalo de trabajo
El “intervalo de trabajo” es el intervalo en el cual él método proporciona

resultados con una incertidumbre aceptable. ElI extremo inferior del
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intervalo de trabajo esta determinado por el limite de cuantificacion, LC.
El extremo superior del intervalo de trabajo esta definido por las
concentraciones a las cuales se observan anomalias significativas en la
sensibilidad analitica llamado “efecto meseta” (Velandia J. C., 2008).
Para su céalculo se evalla la relacion entre la sefial producida como una
funcion de la concentracién del analito mediante el ajuste a modelos
lineales por el método de minimos cuadrados. Se acepta una tendencia
lineal cuando el valor de coeficiente de determinacion r? es igual o mayor
a 0.99 (Velandia J. C., 2008; Rodriguez S. C., 2012).

Limite de deteccién (LD) y limite de cuantificacion (LC)

Podemos definir el limite de deteccion de un método analitico como la
menor concentracion o cantidad de analito detectable con razonable
certeza por un procedimiento analitico dado, la concentracion que
proporciona una sefial en el instrumento significativamente diferente de
una muestra blanco. En la expresion (2) podemos ver como se calcularia
(Cafez M. G., 2015; Velandia J. C., 2008).

% Yu = sefial promedio del blanco. pl
LD = ye +3 Sui Swi= desviacion estdndar del blanco. @)
b b = pendiente obtenida desde la regresion lineal del

analito.

Para el limite de cuantificacibn podemos decir que es la menor
concentracion de analito que puede determinarse con precision vy
exactitud razonable en las condiciones establecidas, y se expresa en
unidades de concentracion (Cafiez M. G., 2015; Velandia J. C., 2008).
En la expresion (3) observamos como se calcularia (Quino 1., 2007).
LC=3*LD (3)
Exactitud: disoluciones fortificadas
La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre el
valor que es aceptado convencionalmente, como el valor verdadero o un
valor referencia y el valor experimental encontrado (Velandia J. C.,
2008).
Para su calculo se preparan disoluciones fortificadas; estas son
disoluciones en los que el analito ha sido adicionado a valores
conocidos; los valores de concentracion no pueden superar el intervalo

de trabajo del método. Se calcula el porcentaje de recuperacion de cada
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lectura, utilizando la expresion (4) (Cafiez M. G., 2015; Velandia J. C.,
2008; Thompson M., 2002).

Concentracion encontrada

% Recuperacion = ) . . x 100
Concentracion teorica

En validacion, el porcentaje de recuperacion aceptable esta entre 85 y
115 % (Cafiez M. G., 2015; Thompson M., 2002).
Precisién
La precision es una medida de la dispersion de los datos en torno a un
valor central o el grado de concordancia entre mediciones replicadas de
la misma cantidad, y puede expresarse como porcentae del coeficiente
de variacion (%CV) (Velandia J. C., 2008). Para hallar la precision existe
diferentes tipos de estudio:

o Precision inmediata

o Reproducibilidad

o Repetibilidad

Para el célculo del porcentaje de coeficiente de variacion (% CV) se
hace utilizando la expresién (5) y el criterio de aceptacion para métodos
instrumentales es entre 2% y 5% (Velandia J. C., 2008; Gary D., 2009).

Donde;

% CV=S/T *100 X f med{'a a_’sj*f grupo muestral (5)
S = desviacion estandar

2.4.1. Intervalos de trabajo

Para determinar el intervalo de trabajo, lo primero que haremos sera ver si el

intervalo de trabajo coincide cuando se hace directamente en el disolvente

organico o cuando procede de la extraccion de una muestra de agua.

Finalmente, una vez comprobado cual coincide con el intervalo de trabajo,

realizamos, a partir de este, la recta de calibrado para comprobar la linealidad

del método.

2.4.1.1. Comprobacién del intervalo de trabajo

En este caso prepararemos una serie de concentraciones crecientes en agua,

realizamos la extraccion y se tratara de calcular, utilizando una recta de
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calibrado obtenida directamente en éter dietilico, las concentraciones en el
intervalo de trabajo de éter dietilico. Seguidamente se calculara la
recuperacion. Si obtenemos un porcentaje de recuperacion del cien por cien o
constante a lo largo de las concentraciones que hemos ensayado se podra
utilizar el intervalo de trabajo directamente en éter dietilico, si no es asi se

tendrd en cuenta la extraccion en una muestra de agua (Tabla 4).

» Intervalo de trabajo directamente en disolvente orgénico

A partir de la disolucion patréon de BPA se prepara una disoluciéon
intermedia, la cual tendra una concentracion de 35,4 ppm, se cogen
voliumenes crecientes de la disolucion intermedia y se llevan a matraces
de 10 ml de capacidad para obtener unas concentraciones finales de 0.4
ppm, 0.8 ppm, 1 ppm, 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm, 10 ppm, 12 ppm y
14 ppm, respectivamente. A continuacién se enrasa con éter dietilico y
se registra el espectro de emision fluorescente en el intervalo de 290 a
350 nm, fijando una Aex=278 nm, rendijas de excitacion y emision 5 nmy
un voltaje de 600 V. En la Figura 16 observamos la recta de calibrado

obtenida.
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Figura 16. Recta de calibrado para el BPA directamente en disolvente organico

Obtenemos una ecuacion de la recta, siendo el valor de la pendiente de
57.76, el valor de la ordenada en el origen de 7.114 y una regresion
lineal de 0.993.
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» Intervalo de trabajo teniendo en cuenta la extraccién

En una serie de matraces aforados de 200 ml de capacidad se
introducen volumenes crecientes de una disolucion acuosa de BPA de
177 ppm de concentracion, para obtener las concentraciones finales de
0.015 ppm, 0.03 ppm, 0.05 ppm, 0.07 ppm, 0.09 ppm, 0.11 ppm y 0.12
ppm, respectivamente. A continuacion, tras enrasar con agua
desionizada, previamente saturada con NaCl, se transvasaron a
embudos de decantacion de 250 ml de capacidad, y se extrajeron con 6
ml de éter dietilico, agitando con una velocidad constante durante 30 s.
Posteriormente se registré el espectro de emision fluorescente en el
intervalo de 290 a 350 nm, fijando una A=278 nm, rendijas de
excitacion y emisién 5 nm y un voltaje de 600 V. En la Figura 17 vemos

la recta de calibrado obtenida.
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Figura 17. Recta de calibrado del BPA teniendo en cuenta la extraccion de una

muestra de agua

Se obtiene una ecuacion de la recta con una ordenada en el origen de

38.56, una pendiente de 1997 y una regresion lineal de 0.993.
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Concentracion
Concentracion Concentracion | Teorica (ppm) | Recuperacion
en agua (ppm) IF NETA en éter (Rendimiento (%)
dietilico (ppm) 100 %)
0.022 88.362 1.047 2.2 63.9
0.03 88.766 1.414 3 47.1
0.05 140.688 2.313 5 46.3
0.07 176.113 2.926 7 41.8
0.09 226.428 3.797 9 42.2
0.11 259.392 4.368 11 39.7
0.12 272.841 4.601 12 38.3

Tabla 4. Valores para la determinacién del calibrado

Como podemos ver en la Tabla 4, el porcentaje de recuperacion no es
constante, ademas se observa que a medida que aumenta la concentracion la
recuperacion va disminuyendo, por lo que hay que calibrar teniendo en cuenta

la extraccion a una muestra de agua.

24.1.2.

Una vez que hemos decidido hacer el intervalo de trabajo teniendo en cuenta la

Determinacion del intervalo de trabajo

extraccion, realizaremos el intervalo de trabajo para comprobar la linealidad del

método.

Las sefas obtenidas en la recta de calibrado del BPA en 200 ml extraidos con
éter dietilico son bajas, por lo que construiremos una recta de calibrado con
mayores concentraciones para asi obtener mayores sefiales. Haremos el
mismo procedimiento anteriormente explicado, pero en este caso las
concentraciones finales seran de 0.03 ppm, 0.09 ppm, 0.18 ppm, 0.28 ppm,
0.35 ppm, 0.43ppm, 0.51 ppm y 0.68 ppm, respectivamente. En la Figura 18

podemos ver la recta de calibrado obtenida.
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Figura 18. Recta de calibrado del BPA

Como podemos ver nuestro intervalo de trabajo estaria entre 0.03 ppm hasta
0.51 ppm, obteniendo una ecuacion de la recta con una ordenada en el origen
de 33.30, una pendiente de 1787 ppm y una regresion lineal de 0.9954.

Segun la regresion lineal obtenida es mayor que el 0.99, por lo que se cumple

la linealidad del método.

2.4.2. Limite de deteccion y de cuantificacién
Para calcular los limites de deteccion y de cuantificacion se aplicd el
procedimiento analitico desarrollado para 200 ml de agua a 10 blancos en cada
caso. Tras medir las correspondientes sefiales fluorescentes de los espectros

de emisién, observamos la Tabla 5 donde se recoge los resultados obtenidos.
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Tabla 5. Sefales obtenidas para las diez disoluciones blanco

El valor medio de la sefial correspondiente al blanco es de 12.94 con una
desviacion estandar de 0.68; la pendiente de la recta de calibrado obtenida fue
de 1787 ppm, por tanto el limite de deteccién del método analitico, calculado
segun la ecuacion (1), sera de 0.008 ppm. El limite de cuantificacién calculado

segun la ecuacion (2) sera de 0.025 ppm.
LC 0.025 ppm
LD 0.008 ppm

2.4.3. Exactitud: agua fortificada
Para ello cogemos tres niveles distintos de concentracion que estén dentro del
intervalo de trabajo en 200 ml de agua extraidos con éter dietilico, las cuales,
son 0.14 ppm, 0.28 ppm y 0.38 ppm. Se aplico el procedimiento analitico
desarrollado para un volumen de 200 ml de agua, pero en este caso
utilizaremos 200 ml de agua del grifo. Haremos tres extracciones para cada

concentracion (Tabla 6)
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Concentracion | Mediade Media de Recuperacién
(ppm) laIF concentraciones (%)
obtenidas | obtenidas (ppm)

0.14 272.732 0.136 96.96
0.28 501.206 0.264 95.14
0.38 687.999 0.368 96.99

Tabla 6. Valores obtenidos en el agua fortificada

Destacamos que la recuperacion es proxima a cien por cien, la media de las

recuperaciones seria 96.36 %, por lo que nuestro método es exacto.

Segun el resultado obtenido de recuperacion, el procedimiento se puede aplicar
para una matriz algo mas compleja como es el agua del grifo que utilizaremos

para hacer la precision.

2.4.4. Precision
Se aplico el procedimiento analitico propuesto a dos series de disolucion que
contenia cada una 4 muestras con unas concentraciones de bisfenol A de 0.21
ppm para una serie y 0.41 ppm para la otra. Se registraron los
correspondientes espectros de emision fijando las condiciones instrumentales
habituales, este proceso se hizo durante tres dias. En la Tabla 7 recoge los

valores obtenidos.

Concentracién Dias | Mediade Media de Recuperacion | % CV
(ppm) IF concentracion (%)
obtenidas obtenidas
(ppm)
0.21 1 379.882 0.194 2.76
2 399.207 0.205 95.88
3 397.945 0.204
0.41 1 732.751 0.392 2.03
2 756.381 0.405 97.87
3 761.115 0.407

Tabla 7. Valores obtenidos en la precision del método analitico

El valor medio del coeficiente relativo del método es de 2.39 %, no supera el

5%, por lo que nuestro método es preciso.
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2.4.5. Resumen de los parametros analiticos
Los parametros analiticos calculados son resumidos en la Tabla 8.

Parametros analiticos

Limite de Limite de
Linealidad | deteccion | cuantificacion | Exactitud CV (%)
(ppm) (ppm) (%)
0.9954 0.008 0.025 96.36 2.39

Tabla 8. Resumen de los pardmetros analiticos

Los valores obtenidos en la validacién nos indican que el método analitico
propuesto para la determinacion de bisfenol A en agua por espectrofluorimetria

mediante microextraccion liquido-liquido con éter dietilico, es valido.

2.4.6. Aplicabilidad del método
Para confirmar la validacién del método analitico utilizado, se procedié a
evaluar la aplicabilidad del método para cuantificar la concentracion de bisfenol

A en muestras de aguas (Figura 19).

Figura 19. Muestras de agua en sus distintos recipientes

Las muestras que se analizaron se pueden ver en la Tabla 9. Estas son de
distinta procedencia, almacenadas en diferentes embases y conservadas al sol

y al frio durante un mes.
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Muestras Procedencia Envase Conservacion

M1 Agua pozo Botella de Sol (durante un mes)
plastico

M2 Agua grifo Botella de Sol (durante un mes)
plastico

M3 Agua grifo Botella de 4°C (durante un mes)
plastico

M4 Agua grifo Bote de Sol (durante un mes)

vidrio

M5 Agua embotellada Botella de Sol (durante un mes)

plastico

Tabla 9. Muestras analizadas en el laboratorio

Las muestras de agua siguieron el procedimiento establecido y registramos los
espectros de emision fijando las condiciones instrumentales establecidas
anteriormente. En la Figura 20 se recogen todos los espectros de emision para

cada muestra.

1000 - agua de pozo
800 -
Agua de grifo
600 - almacenada en botella
w de plastico (Sol)
400 - Agua de grifo
almacenada en botella
200 - de plastico (Frio)
Agua de grifo
0 ; — almacenda en bote de
290 310 330 350 Vidrio(Sol)
Agua embotellada
Longitud de onda (nm)

Figura 20. Espectros de emision de BPA en las distintas muestras
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En la Tabla 10 vemos las intensidades obtenidas y sus concentraciones.

Concentracion

Muestras IF Obtenida (ppm)
M1 14.97 Por debajo del LC
M2 13.11 Por debajo del LC
M3 17.08 Por debajo del LC
M4 16.64 Por debajo del LC
M5 15.86 Por debajo del LC

Tabla 10. Intensidades y concentraciones de BPA obtenidas en las muestras acuosas

Los resultados obtenidos de intensidades son practicamente despreciables y
los valores de concentracién por debajo del limite de cuantificacién, por lo que
no hay presencia de bisfenol A en las muestras de agua. Esto nos indica que
no se produce transferencia de bisfenol A desde los distintos envases (plastico

y vidrio) al agua, no siendo detectado por el método propuesto.

En la bibliografia encontrada acerca de la determinacion de BPA en agua (Del
Olmo M., 2000) se obtuvo un intervalo de trabajo entre 0.5-10 pg I'*, mientras
que en el método propuesto en este trabajo de Fin de Grado se obtiene un
intervalo de concentraciones mucho mayor (30-510 pg I™%). Asi mismo, el
método encontrado en bibliografia obtuvo un valor de limite de cuantificacion
de 70 ng I'Y, por contra el limite de cuantificacién obtenido en nuestro método
es de 25 000 ng I, siendo este valor superior al nivel real de tolerancia de la
Unién Europea para contaminantes en agua (100 ng I™). Por lo que nuestro
método no detecta niveles reales de concentracidon de BPA. Para solucionar
este problema habria que trabajar en niveles de concentracion muchos mas

bajos.
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3. CONCLUSIONES
Se ha propuesto un método espectrofluorimétrico para la determinacion de
bisfenol A basado en una microextraccion liquido-liquido, en la que se han

obtenido varias conclusiones:

e El bisfenol A presenta fluorescencia en diferentes disolventes organicos,
observandose una disminucion de su rendimiento cuando se encuentra
en disolucién acuosa.

e La cantidad de disolvente es importante para conseguir la méxima
extraccién sin tener que disminuir tanto la concentracion y que nos
facilite su extraccion.

e Se requiere un efecto salino para favorecer el paso del analito a la fase
organica.

e Se comprobo la linealidad del método en el intervalo de concentraciones
que se estudiaron por su elevado valor del coeficiente de correlacion
alcanzado que es muy cercano a 1.

e La exactitud del método analitico cumple con los parametros y/o criterios
de aceptacion, concluyendo que los resultados obtenidos mediante el
procedimiento establecido posee una proximidad al valor verdadero.

e Los resultados en la precision mostraron que los coeficientes de
variacion son aprobados, el valor aceptable debe ser menor o igual que
5%, los coeficientes de variacion resultaron ser menores que el 5%, lo

cual demuestra la buena repetibilidad del método cuantificado.

Los resultados permitieron concluir que el método analitico para cuantificacion
de bisfenol A no permite detectar valores reales de BPA en agua ya que
obtenemos un valor de limite de cuantificacion superior al limite definido por la

Unién Europea para contaminantes en agua.
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