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RESUMEN

El bisfenol A (BPA) es un mondmero comunmente empleado en la fabricacién de
plasticos, PVC, envases alimentarios, juguetes o papel térmico, siendo los alimentos
que han estado en contacto con plasticos la principal via de exposicién humana. El
caracter nocivo del BPA, que posee actividad como disruptor endocrino, ha sido
objeto de numerosos estudios.

La exposicion humana a este contaminante se ha evaluado fundamentalmente
mediante su determinacidon en matrices bioldgicas como plasma, suero y orina.
Actualmente, los estudios de biomonitorizacidn tienden hacia el uso de matrices no
invasivas como pueden ser el cabello, ufias, orina o saliva. De entre las citadas
matrices, el cabello parece ser una de las matrices de mayor interés ya que posee
una gran estabilidad, proporciona informacién sobre exposicidn a corto y a largo
plazo, desde semanas hasta meses o afios en funcion de la longitud del cabello.
Ademas, su contenido lipidico (2-4%) la convierte en una matriz de interés para la
biomonitorizacién de compuestos lipofilicos.

En este trabajo se presenta el desarrollo de un método analitico para la extracciéon y
determinacién de BPA de cabello humano. El tratamiento de la muestra consistié en
tres etapas: lavado, hidrdlisis y extraccién. La determinacién se realizé mediante
cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas de
triple cuadrupolo. El método se validé en términos de recuperacion, precision,
linealidad y limites de deteccion y cuantificacién. Se obtuvo una recuperacion >77%
y una precision, expresada como desviacion estandar relativa, <4%. Los limites de
deteccién y cuantificacién fueron de 1.8 ng g' y 6.1 ng g, respectivamente.
Finalmente, se comprobd la aplicabilidad del método en muestras de cabello de seis
individuos de la ciudad de Sevilla, donde se detectd la presencia de BPA en cinco de
las seis muestras analizadas.

Palabras claves: Disruptores endocrinos, bisfenol A, muestras de cabello, método
analitico; biomonitorizacion humana.

ABSTRACT

Bisphenol A (BPA) is a chemical product common used as a component for the
manufacture of plastics, PVC, food packaging, toys or thermal paper, being foods
that have been in contact with plastics the main route of human exposure to BPA.
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The harmfulness of BPA, which has activity as endocrine disruptor, has been subject
of numerous studies.

The human exposure to this pollutant has been evaluated maninly through its
determination in biological matrices such as plasma, serum and urine. Human hair
seems to be one of the biological matrices of interest; it is a non-invasive matrix
besides having great stability. In addition, its lipid content (2-4%) makes it an
interesting matrix for biomonitoring lipophilic compounds.

The aim of our study was to develop an analytical method for the extraction and
determination of (BPA) in human hair. The treatment of the sample consisted on
three stages: washing, hydrolysis and extraction. The analytical determination was
carried out by liquid chromatography tandem mass spectrometry. The method was
validated in terms of recovery, precision, linearity and limits of detection and
quantification. A recovery >77% and precision, expressed as relative standard
deviation, <4% was obtained. Limits of detection and quantification were 1.8 ng g*
and 6.1 ng g%, respectively. Finally, the applicability of the method was tested in hair
samples of six volunteers from Seville city, where BPA was detected in five out of the
six samples analyzed.

Keywords: Endocrine disruptors, bisphenol A, hair samples, analytical method,
human biomonitoring.

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La evaluacidn del riesgo para los humanos derivado de la presencia de xenobidticos
es una de las actividades de mayor importancia en el campo de la salud publica. La
biomonitorizacion en humanos es una herramienta de gran utilidad para la
proteccidn de la salud frente a la exposicidén a sustancias quimicas a través de un
analisis sistematico de contaminantes en muestras bioldgicas.

El bisfenol A (bisphenol A, BPA) es un producto quimico que se utiliza desde hace
muchos afios como componente para la fabricacion de policarbonato y resinas epoxi-
fendlicas. Esta sustancia estd autorizada actualmente para la fabricacion de
materiales plasticos mediante el Reglamento (UE) 10/2011 de la Comisién, de 14 de
enero de 2011, sobre materiales y objetos plasticos destinados a entrar en contacto
con alimentos. El policarbonato es un tipo de plastico rigido transparente que se usa
tanto para hacer envases de alimentos como otros muchos objetos no relacionados
con la alimentacidn con los que dia a dia estamos en contacto, como pueden ser los
recibos de caja registradora fabricados en papel térmico, CDs o DVDs, juguetes,
cosméticos, etc. Por su parte, las resinas epoxi-fendlicas se utilizan en
recubrimientos y revestimientos de conservas y depdsitos de alimentos y bebidas.

El BPA, posee actividad como disruptor endocrino, alterando el comportamiento
hormonal de nuestro organismo. La exposicién humana a este contaminante se ha
evaluado fundamentalmente a través del analisis de plasma, suero y orina. También
se ha evaluado la posible exposicion de bebés y fetos a través de la biomonitorizacién
de BPA en leche materna y placenta (Dodson et al., 2012).
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La biomonitorizacion humana permite evaluar la absorcién diaria de este
contaminante en el cuerpo humano, a través del medio ambiente y de la dieta.
Actualmente, estos estudios tienden hacia el uso de matrices no invasivas como
pueden ser el cabello, uiias, orina o saliva (Michalke et al., 2015; Malarvannan et al.,
2013). De entre las citadas matrices, el cabello parece ser una de las matrices de
mayor interés ya que posee una gran estabilidad, y proporciona informacién sobre
exposicidn a corto y a largo plazo, desde semanas hasta meses o afios en funcién de
la longitud del cabello. Ademas, su contenido lipidico (2-4%) la convierte en una
matriz de interés para la biomonitorizacion de compuestos lipofilicos (Barbosa et al.,
2013; Krél et al., 2013). De hecho, en los ultimos afios, se han desarrollado diversas
metodologias analiticas para determinar contaminantes orgdnicos prioritarios
(pesticidas, retardantes de llama, drogasilicitas, o bifenilos policlorados, entre otros)
en muestras de cabello mostrando la idoneidad de esta matriz para la evaluacién de
la exposicion a contaminantes orgdnicos (Aleksa et al., 2012; Barbosa et al., 2013;
Chang et al., 2013; Tzatzarakis et al., 2015).

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un método analitico para la determinacion
del BPA en muestras de cabello humano. El tratamiento de la muestra consistié en
tres etapas: lavado, hidrdlisis y extraccidn. Se ensayaron diferentes reactivos en cada
una de dichas etapas con el fin de eliminar en lo posible interferencias presentes en
la muestra, sin pérdida de BPA, y extraer con el mejor rendimiento posible el BPA
presente en las muestras de cabello. Las muestras fueron posteriormente analizadas
mediante cromatografia liquida de alta resolucidn acoplada a espectrémetro de
masas.

METODOLOGIA
Toma de muestra

La optimizacién y la validacion de la metodologia analitica se ha llevado a cabo con
muestras de cabello humano pertenecientes a individuos de la ciudad de Sevilla. Las
muestras de cabello se cortaron de la parte posterior de la cabeza, lo mas cerca
posible al cuero cabelludo con una longitud de aproximadamente 3-5 cm. Todas las
muestras de cabello se almacenaron en papel de aluminio, a temperatura ambiente
hasta su posterior procesamiento y andlisis.

Pretratamiento de la muestra

Una de las dificultades en el analisis del cabello es distinguir entre la cantidad de
contaminantes adsorbidos en la superficie externa del cabello y los contaminantes
en el interior del mismo que se incorporan desde el cuerpo humano. Por lo tanto, el
primer paso en el andlisis del cabello es un procedimiento de limpieza para eliminar
la contaminacién externa junto con compuestos biogénicos, tales como acidos
grasos, esfingolipidos y esteroides, que afectan en gran medida a la sensibilidad de
la técnica.
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En este trabajo se lleva a cabo un pre-tratamiento efectivo para la eliminacion de los
posibles interferentes de la matriz mediante lavado de las muestras con agua y una
disolucion acuosa de dodecilsulfato sédico (SDS) al 0.1% (p/v). Las muestras se
someten a agitacién con ultrasonidos durante 5 min para mejorar la eficacia del
lavado. El cabello lavado, se corta (<3mm) y se deja secar a temperatura ambiente.

Tratamiento de las muestras

Después de la etapa de limpieza, se procede a la desnaturalizacién o digestidn del
cabello con un tratamiento acido, alcalino o simple tratamiento enzimatico (Aleska
et al., 2012), facilitando la liberacién de los contaminantes incorporados. En este
estudié se llevd a cabo una digestion acida, afiadiendo 2 mL de una mezcla
metanol/acido acético (HAc) (85:15, v/v) a 38 °C durante 24 horas.

Posteriormente, tiene lugar la extraccion sélido-liquido del BPA. Para ello, se afiade
a la muestra 3 mL de acetonitrilo. Para que la mezcla sea completa y la extraccion de
los analitos mas eficaz, se homogeniza con un agitador vortex-mixer y se mantiene
en agitacion durante 15 min en un bafio de ultrasonido. Se centrifuga a 4000 rpm
durante 10 min y se transvasa el liquido sobrenadante a un tubo de ensayo para su
posterior evaporacion con corriente de nitrégeno hasta sequedad. Finalmente, el
extracto se reconstituye con 0.25 mL de metanol y se microfiltra a 0.22 um para su
posterior inyeccion en el sistema cromatografico.

Determinacién cromatogrdfica

La determinacién del BPA se llevé a cabo empleando un cromatégrafo de liquidos de
alta resoluciéon (HPLC) (marca Agilent, serie 1200) equipado con bomba binaria de
alta presién, inyector automatico y compartimento termostatizado para la columna.
Para la separacién de los compuestos se optd por una columna de octadecilsilano
Zorbax Eclipse XDB C18 (4.6x50 mm, 1.8 um de tamafio de particulas) y una fase
mévil compuesta por una disolucidn acuosa de acetato amodnico (10 mM) y metanol
como fase orgdnica.

El cromatdgrafo liquidos estd acoplado a un detector de espectrometria de masas
triple cuadrupolo (MS/MS) equipado con una fuente de ionizacién por electrospray
trabajando en modo negativo. Se seleccionan las dos transiciones mas abundantes
tras la rotura del i6n precursor, de acuerdo con la Decisién 2002/657/EC. En la
Tabla 1 se muestran los pardmetros optimizados empleados en el espectrometro de
masas.

201



Tabla 1. Pardmetros HPLC-MS/MS.

lon MRM 1 MRM 2 ;
e . . ., Fragmentor Energia de
Precursor  (cuantificacion) (confirmacion) V) colision (V)
(m/2) (m/2) (m/2)
BPA 227.3 133.0 211.8 126 32
BPA-dy4
(patron 241.2 141.9 223 113 28
interno)
RESULTADOS Y DISCUSION

Optimizacion de la etapa de lavado

El proceso de lavado sucesivo elimina sustancias enddgenas absorbidas por la
superficie del cabello (Schramm et al., 2008). Se ensayaron diferentes disolventes
(agua Milli-Q, acetona, isopropanol y SDS (0.1 % p/v)) con el fin de eliminar en lo
posible interferencias presentes en la muestra, sin pérdida de BPA, y extraer con el
mejor rendimiento posible el BPA presente en las muestras de cabello. Cuando se
utilizé SDS como liquido de lavado, las muestras de cabello se aclaran con agua de
nuevo para eliminar el tensioactivo y evitar problemas en la medida cromatogréfica.
Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 2.

En cada etapa de lavado, las muestras de cabello se sometieron a agitacidn con
ultrasonidos durante 5 min para mejorar la eficacia del lavado. La concentracion de
BPA en el cabello después del lavado con disolventes orgdnicos fue ligeramente
menor que cuando se utilizan disoluciones acuosas produciendo una ligera
eliminacién de la contaminacion interna. Por lo tanto, seleccionamos agua y SDS
como los disolventes mas eficaces para la eliminacién de la deposicion externa sin
eliminacién de la contaminacién interna.

Tabla 2: Optimizacion de la etapa de lavado.

| Concentracién de BPA en cabello (ng g%) _ |

Cabello control 81

Cabello lavado con agua 77
Cabello lavado con acetona 67
Cabello lavado con isopropanol 54
Cabello lavado con SDS (0.1% v/v) 72

Optimizacion del disolvente de extraccion

Entre las propiedades del disolvente usado para la extraccion hay que considerar
principalmente su capacidad de absorcidn, su interaccion con la matriz de la muestra
y la solubilidad del analito en el mismo. Interesa que el disolvente posea una gran

202



selectividad y, de esta forma, extraiga la mayor cantidad de analito posible y la
menor cantidad de interferencias de la matriz. Ademas, hay que considerar la
compatibilidad del disolvente empleado con las siguientes etapas del proceso
analitico, generalmente en la extraccidn en fase solida, para evitar tediosos procesos
de evaporacién y/o cambios de disolventes. Para ello, se consideraron cuatro
disolventes: acetato de etilo, metanol, acetona y acetonitrilo (Figura 1), todos ellos
se utilizaron debido a su idoneidad para extraer sustancias de una amplia gama de
polaridad. Las mejores recuperaciones se alcanzaron con acetonitrilo y acetato de
etilo, respectivamente. Optamos por acetonitrilo como disolvente mas optimo para
la extraccidn por su menor toxicidad respecto al acetato de etilo.
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Figura 1: Optimizacion del disolvente empleado para la extraccion del BPA del cabello.

Validacion del método

Una vez desarrollada la optimizacion del método, se procedié a su validacién, para
constatar que el proceso analitico desarrollado cumple con los requisitos exigidos
para el fin que se pretende. En este trabajo, la validacidon se comprendio de estudios
de recuperacidn, precision, linealidad y limites de deteccidn y cuantificacion. Los
resultados obtenidos se resumen en la Tabla 3.

Para el estudio de la linealidad, se prepara la curva de calibracion del BPA utilizando
el mietodo de patrén interno. La linealidad se evalué por el coeficiente de
correlacion (r) de la recta de calibrado. Se alcanzé un valor > 0.990.

Los limites de deteccidn y cuantificacidn instrumentales se determinaron empleando
la relacion seial-ruido igual a 3 y 10, respectivamente. Posteriormente, se
determinaron los limites de deteccién y cuantificacion del método aplicando a los
limites instrumentales la eficacia del método y el factor de concentracién conseguido
en la extraccidn en fase sdlida. Los limites de deteccién y cuantificacion fueron 1.83
nggly6.1ngg?, respectivamente.

Para la estimaciéon de la exactitud del método, se han empleado ensayos de
recuperaciéon sobre muestras dopadas con BPA a dos niveles de concentracion (1.25
ng gly 0.25 ng g'). El porcentaje de recuperacién (%R), se calculé comparando los
valores de las areas de pico obtenidas en las muestras dopadas, a las que se les resté
las dreas de los picos de las muestras sin dopar, con las dreas obtenidas por inyeccion
directa de una disolucion de patron de concentracién igual a la esperada de los
analitos en los extractos de la muestra, obteniendo asi un porcentaje de
recuperacion >77 %.
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La precisidn se estudié a niveles de repetitividad y precision intermedia. Para la
determinacién de la repetitividad del método analitico se analizaron por triplicado
cabellos dopados con BPA a un nivel de concentracién de 1.25 ng g’*. Los valores de
desviacion estandar relativa (DER) de las areas de los picos fueron < 4% en
condiciones de repetitividad e < 15% en condiciones de precisién intremedia,
indicando que el método es suficientemente preciso para el nivel de concentracion
estudiado.

Tabla 3: Resultados de la validacion.

Recuperacion (%) (n=3) Precision (DER (%) (n=3) ) D ‘e

(ngg) (ngg)

Nivel alto Nivel bajo Precision

Repetitividad

(1.25ng g?) (0.25ng g?) intermedia

82 77 4 15 1.83 6.10

DER: Desviacion estandar relativa; LD: Limite de deteccion; LC: Limite de
cuantificacion.

Aplicacion de la metodologia

Para verificar la idoneidad del método propuesto, se analizaron seis muestras de
cabello de diferentes individuos de la ciudad de Sevilla. En |la Tabla 4 se muestran los
resultados obtenidos. Se detectd la presencia de BPA en cinco de las seis muestras
analizadas en un rango de concentracién comprendido entre 24 ng gy 158 ng g*.

Se puede suponer que las diferencias entre unas muestras de pelo y otras son
debidas e influenciadas por el estilo de vida de cada voluntaria (por ejemplo, los

habitos de alimentacidn, cuidado personal) y el entorno del hogar (Chojnacka et al.,
2006).

Tabla 4: Aplicacidn de la metodologia propuesta en diferentes muestras de cabello humano.

Concentracién (ng g) _

<LD: Inferior al limite de deteccion

CONCLUSIONES

e Se propone el uso del cabello humano como posible bioindicador de la
contaminacién ambiental a bisfenol A.

e Se ha desarrollado y validado un método analitico para la extraccion vy
determinaciéon de BPA en cabello humano. El tratamiento de la muestra
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consistio en tres etapas: lavado de la muestra con agua y una disolucién acuosa
de dodecilsulfato sédico, digestion con una disolucion metanol-acido acético y
posterior extraccidn sélido-liquido con acetonitrilo en bafio de ultrasonidos.

e Se alcanzé una recuperacidn > 77 % y un limite de deteccidn inferior a 1.83 ng
gt

e la aplicabilidad del método quedé comprobada tras su aplicacion a muestras
de seis individuos de la ciudad de Sevilla, obteniendo unos valores de

concentracion de BPA entre 24 ng gty 158 ng g%,
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