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I. RESUMO

I.  RESUMO

Os bisfenois son unha familia de plastificantes moi importante, empregados na producién de
policarbonatos plasticos e resinas epoxidicas, principalmente. Ao tratarse dunhas substancias moi
usadas na actualidade, a exposicidn humana a estes compostos é elevada,podendo crear

numerosos trastornos e enfermidades.

Debido a isto, é necesario desenvolver metodoloxias para cuantificar a exposicion humana aos
bisfenois de maneira rapida e precisa. Para iso, neste traballo en primeiro lugar, optimizouse o
método analitico de deteccidn e separacion para os distintos bisfenois (Bisfenol A, Bisfenol S e
BisfenolF, e os seus metabolitos mais importantes). Para iso, a separacién e deteccidon dos
diferentes compostos levouse a cabo mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

acoplada a espectrometria de masas en tdndem (MS/MS) de triplo cuadrupolo (QgQ).

Asi, testdronse diversas columnas cromatograficas de fase inversa (mdis adecuadas para
separacion de bisfenois), modo mixto e de interaccion hidrofilica (mais adecuadas para
metabolitos). O método instrumental validouse parcialmente en termos de linealidade e limites
de deteccidon e cuantificacion. Tamén se availaou a estabilidade destos compostos en auga

residual.

Despois, comezouse a optimizacién da extraccion en fase sdlida, pero polo Estado de Alarma

debido & Covid-19, non foi posible acabala.

RESUMEN

Los bisfenoles son una familia de plastificantes muy importante, empleados en la produccién de
policarbonatos plasticos y resinas epoxidicas, principalmente. Al tratarse de unas sustancias muy
usadas en la actualidad, la exposicién humana a estos compuestos es elevada, pudiendo producir

numerosos trastornos y enfermedades.

Debido a esto, es necesario desarrollar metodologias para cuantificar la exposicion humana a los
bisfenoles de manera rapida y precisa. Para esto, en este trabajo en primer lugar, se optimizé el
método analitico de deteccion y separacion para los distintos bisfenoles (Bisfenol A, Bisfenol S y
Bisfenol F, y sus metabolitos mas importantes). Para esto, la separacidon y deteccion de los
diferentes compuestos se llevé a cabo mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

acoplada a espectrometria de masas en tandem (MS/MS) de triple cuadrupolo (QqQ).

Asi, se probaron diversas columnas cromatograficas de fase inversa (mas adecuadas para
separacion de bisfenoles), modo mixto y de interaccién hidrofilica (mas adecuadas para

metabolitos). El método instrumental se validé parcialmente en términos de linealidad y limites
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de deteccion y cuantificacion. También se evalud la estabilidad de estos compuestos en agua

residual.

Después, se comenzo la optimizacidn de la extraccién en fase sélida, pero por el Estado de Alarma

debido a la Covid-19, no fue posible acabarla.

SUMMARY

Bisphenolsconstitute a significant family of plasticizers, employed e.g. in polycarbonates and
resin’s production. Because of the wideapplication of this type of substances, human exposure

can be remarkable, which can potentially producenumerous disorders and issues to humans.

Hence, it is necessary to develop methodologies to quantify human exposure to this type of
substances in a fast and efficient way.To this end, in this work, an analytical method for the
separation and detection of three different bisphenols (Bisphenol A, Bisphenol S and Bisphenol F),
and their most important metabolites was developed.Separation and detection of the compounds
were carried out by high performance liquid chromatography (HPLC) coupledto tandem mass

spectrometry (MS/MS) with a triple quadrupole (QqQ).

In this context, different chromatographic columns of reversed phase, mixed mode and
hydrophilic interaction chromatography were investigated. In the case of parent bisphenols
reversed phase columns provided the best results, whereas HILIC performed the best for their
metabolites. The instrumental method was partially validated in terms of linearity and detection,
and quantification limits. Furthermore, the stability of these chemicals in wastewater was also

investigated.

After that,the optimization of the solid phase extraction was started, but it was not possible to

finish it because of the situation caused by the Covid-19 pandemic.
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INTRODUCION

1. Aditivos pldsticos

Para a producién da maioria dos plasticos, a industria quimica tivo que recorrer ao emprego de
diversos aditivos plasticos. Debido aos multiples avances nos diversos sectores da sociedade, o
emprego destas substancias fixose imprescindible, xa que moitos polimeros, por si mesmos, non
son procesables nin utiles. Por contra, grazas ao emprego destes aditivos, moitos produtos
plasticos tefien utilidades moi diversas, ademais de permitir que a suda producion sexa mais
barata[1].

Deberase facer unha diferenciacidon entre aditivos e contaminantes dos plasticos. Os primeiros
son os que se engaden a un plastico ou outro material polimérico de maneira intencionada, para
asi poder variar as suas propiedades. Non obstante, os segundos, aparecen nos materiais de
forma non intencionada, polo que deberan ser evitados dende o proceso de sintese do material

de interese.

Dentro dos aditivos, existen moitas familias distintas, con distintas propiedades. Polo tanto,
empregaranse con distintos fins (os plastificantes aportan resistencia, mantendo a plasticidade
desexada, os pirorretardantes serven para evitar a propagacion do lume, etc.). Algunhas familias

de aditivos son[2]:

Acelerantes: axudan a formacidn de polimeros na sintese de plasticos. Tamén permiten un maior
entrecruzamento de mondmeros. Hai moitos tipos de acelerantes. Ex: MTB (2-

mercaptobenzotiazol) e ETU-22PM (etileno tiourea).

Antiescumantes: evitan a formacién de escuma. Isto permite que o produto final non presente

puntos débiles na superficie. Ex: SF100 (dimetil silicona).

Antidegradantes: retrasa a degradacion debido ao contacto co exterior (por ozono, oxidacidns ou

luz). E unha gran familia na que se inclien antioxidantes (metil-2-mercaptobenzimidazol ou
octadecil 3-(3,5-di-terc-butil-4hidroxifenil)propanoato), antiozoantes (niquel

dimetilditiocarbamato) e estabilizadores UV.

Axentes de soprado: introducen gases no plastico ou na resina. Isto permite que o material sexa

mais lixeiro, mais suave e faino illante. Ex: carbamoilaminourea, [(4-metilfenil)sulfonilamino]urea.

Axentes de enlace: Unense de forma fisica ou quimica xunto co polimero. Ex: octiltrietoxisilano,

vinilmetildimetoxisilano.

Axentes de entrecruzamento: permite a unién 4 cadea principal doutros grupos, para asi

aumentar o tamafio do polimero, ademais de ramificalo. Aporta solidez, elasticidade,
impermeabilidade aos gases e convérteo nun mellor illante eléctrico. Ex: acido estedrico, zinc

dietilditiocarbamato.
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Pirorretardantes: inhiben a ignicion ou a inflamabilidade do produto de uso. Pertencen a esta

categoria os éteres difenilicosbromados, ademais de sistemas multibencénicos, entre moitos

outros.

Axudantes de procesado: permiten unha mellora no procesado dos polimeros. Aportan

condicidns éptimas para a sua formacién. Ex: erucamida.

Retardantes: retrasa o do entrecruzamento, Usase para permitir un tempo de reaccién maior, e

asi cambiar as caracteristicas do producto. Ex: acido benzoico, cianometildodeciltritiocarbonato.

Plastificantes: detallados nas seguintes seccidns.

2. Plastificantes

Os plastificantes son un tipo de aditivos plasticos transparentes, incoloros, cunha aparencia de
liguido viscoso, que se empregan para proporcionar unha maior plasticidade e facer mais
practicos a moitos dos produtos plasticos. Asi, os plastificantes permiten aumentar a flexibilidade
e a resiliencia (capacidade dun material de almacenar enerxia elasticamente, sen deformaciéns

permanentes) do produto final[3].

Permiten diminuir a temperatura de transicion vitrea do polimero que se fabrica. Isto fai que sexa
un material eldstico incluso en temperaturas relativamente baixas. Sé en condiciéns extremas de

frio seran rixidos, e polo tanto, fraxiles[1].

Debido a estas vantaxes que presentan os plastificantes, convertéronse nunha familia de
compostos moi recorrente para a fabricacion de novos produtos. Polo tanto, estan moi presentes

no mercado actual.

Os plastificantes atépanse nos plasticos, resinas, etc. enlazados de maneira non covalente, é dicir,
non estan unidos aos materiais por enlaces quimicos. Isto fai que aumente o seu perigo, xa que ao

estar debilmente enlazados aos produtos, poden liberarse con facilidade ao medioambiente[1].

Ademais, case sempre se tratan de compostos de baixo peso molecular, facendo que sexan
moitos deles volatiles. Polo tanto, aumenta a exposicidon animal (e humana) a estas substancias,
Xa sexa por via inhalacidn, por contacto coa pel, ou, na maioria dos casos, por inxestion coa

comida. Asi é, que se consideren como substancias contaminantes na actualidade.

3. Familias importantes de plastificantes: Usos e caracteristicas

Os plastificantes son unha familia de aditivos plasticos moi comun e variada no mundo actual.
Atépanse en produtos médicos, en plasticos ou latas de comida, tapiceria, nos pisos dun edificio,
moldes, xuntas de materiais, tubaxes, roupa impermeable, illantes eléctricos, recortadoras e
revestimentos[3]. Como se trata dunha familia moi ampla, é necesario facer unha clasificacion dos

plastificantes mais empregados e importantes[4]:
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Ftalatos: empregaronse en grandisimas cantidades durante mais de 8 décadas. E a familia de
plastificantes mais cofiecida, e da que mais estudos se realizaron, xa ben para a estimacion da sua
concentracién no medioambiente ou nun corpo, ou para cofiecer as suas propiedades fisico-
quimicas. E unha familia de compostos consistente nun benceno disubstituido 1,2 con 2 ésteres.
Nesta familia de plastificantes, a variacidon entre un composto e outro ven na cadea lateral do
éster. Atdpanse en deterxentes, lubricantes, praguicidas, adhesivos, roupa, en envases e latas de
comida, en produtos de coidado persoal (como cremas ou maquillaxe) e en produtos médicos,

entre outros [5].

Principalmente, aos nosos corpos chegan debido a comida contaminada, ao contacto con pd, ou
nos bebés, co contacto con plasticos (chupete). Dentro do corpo humano, pode producir diversos
efectos negativos para a salde. Entre eles atdpase a ralentizacidén ou aceleracién da puberdade,
cambios na concentracién das hormonas, efecto antiandroxénico, diminucién da acuosidade do

seme, asma, hipertension, diabetes ou incluso un factor que provoca obesidade [5,6].

Poliésteres: son compostos que se atopan tipicamente en roupa, principalmente na deportiva
(camisetas de futbol, material de entrenamento). Tamén forman parte das botellas de pldstico, ou
en globos. Consisten en cadeas longas organicas formadas pola repeticién de unidades

monoméricas unidas mediante unidns ésteres, o seu grupo funcional.

Citratos: é un composto que forma parte dos envases, recipientes e revestimentos de plasticos.
Consiste nun tridcido, cun grupo hidroxilo terciario. Con tres cargas negativas, debe ser

estabilizado por catidns.

Trimetilatos: empréganse nos revestimentos de cables, polo que actian coma soporte que lle da

resistencia ao plastico, ademais de illante.

Tereftalatos: aparecen en envases, principalmente. Debido & sua capacidade illante a gases (non
permite o paso de osixeno ou diéxido de carbono), e a sua resistencia térmica. Forman cadeas

mediante unidn éster.

Benzoatos: empezaron a usarse coma alternativa aos ftalatos, tras os estudos que indicaban que

eran contaminantes. Consiste nun benceno unido a un acido.

Bisfenois: ver seguinte seccién.

4. Bisfenois: Historia, usos, controversia

O Bisfenol A (BPA) é un plastificante moi empregado na industria quimica. Ten utilidade na
manufacturacidon de policarbonatos plasticos e na sintese de resinas epoxidicas, maiormente[7].
Producironse 1150000 toneladas nos anos 2005 e 2006 na Unién Europea[1].

O BPA adoita entrecruzarse durante a sintese dun pldstico. Cando este proceso remata, os

mondmeros de BPA quedan retidos no composto final. Xa que non estan unidos covalentemente,

5
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poderia ser sinxelo que saian ao medioambiente mondmeros de BPA en funcién da temperatura,

pH e graxas en contacto co plastico [1].

Os bisfenois (BP) estan presentes en axentes de limpeza rapida, en produtos de limpeza, de
coidado persoal (coma poden ser cremas hidratantes e similares). Tamén aparecen en pratos de

microondas [8].

Tamén estd presente o BPA nos papeis térmicos, como son por exemplo, os tickets de compra.

Son os que causan o brillo, que nos permite ver dunha cor distinta o tinte impreso[1].

Como se descubriu que se trata dun contaminante o BPA, e debido & concienciacion social
adquirida pola sociedade actual sobre posibles substancias que resulten nocivas & natureza,
tratase de limitar o seu uso. Asi, por exemplo, en moitos paises, coma Canada, ou a Unidn
Europea, prohibiron a slta presenza en determinados produtos, principalmente naqueles
destinados aos bebés. Ademais, a Axencia Europea de Produtos Quimicos (ECHA) engadiu o BPA

en 2017 como unha substancia potencialmente preocupante[9].

Ademais de limitar o seu uso, e polo tanto, a sta exposicion humana e no medioambiente, a
industria procurou alternativas. Estas alternativas consisten nunha substitucion do BPA por
andlogos. Estes poden ser variados, destacando o Bisfenol S (BPS) e o Bisfenol F (BPF),. As

estruturas destes compostos son mostradas na Figura 1.

O BPF, ademais de empregarse como substituinte do BPA, é un compofiente natural que se atopa
nas mostazas, polo que un aumento na sla concentracidn dentro dun corpo, pode ser polo

consumo deste alimento [9].

Con todo, estudos madis recentes indican que estes dous andlogos non s son similares
guimicamente os distintos tipos de bisfenois (BP), sendn que tamén gardan parentesco nas suas

propiedades (eco)toxicoldxicas (como se detalla no Apartado 2.6.)[10].

O BPA foi atopado en pd de habitacions cerradas, en mostras de alimentos, residuos, augas
residuais de influente e efluente e en augas superficiais [7]. O BPS e o BPF foron detectados en

residuos, en pé de habitacidns e en mostras de auga [10].

O BPS converteuse no analogo do BPA mais importante, producindose nos Estados Unidos de
América en cantidades prdoximas 4s 500 toneladas en 2012[8]. Este composto foi detectado nas

augas superficiais do rio Adyar (na India) ata en concentracidns de 7,2 ug/L [10].

O BPF non se empregou tanto coma os outros dous BP, polo que a sUa presenza no
medioambiente é menor. Foi detectado en augas residuais de Granada e Melilla en

concentracions de ata 2,5 pg/L [10].

Esta situacidon semella 4 dos compostos clorofluorocarbonos (CFC). Ao primeiro, estaban nos

aerosois. Despois, descubriuse que danaban & capa de ozono, polo que se prohibiron. Logo,
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cambiaron polos seus derivados hidroxenados, os HCFC. Ainda que son algo menos perigosos, e
conseguiuse frear a destrucidon da capa de ozono, seguen gardando paralelismos e perigosidades

cos seus predecesores[11].

5. Estrutura e propiedades dos bisfenois

Nestetraballo |évase a cabo o estudo dos BP (BPA, BPS e BPF) e dos seus principais metabolitos
(BPA-Sulfato, BPA-Glucurdnido, BPA-Disulfato, BPA-Diglucurénido, BPS-Glucurdénido, BPS-Sulfato,
BPF-Glucurdnido, BPF-Sulfato).

5.1. Estruturas e propiedades dos BP

[} o
‘ N ‘ P
HO O O OH Ho/©/ \©\OH HOoH

BPA BPS BPF

Figura 1: Estrutura dos BP estudados.

Como se pode observar na Figura 1, os BP son compostos orgéanicos formados por dous fenois
conectados por un grupo CH; (no caso do BPF), por un grupo CH; con dous metilos (como ocorre

no BPA) ou polo SO, (para o BPS) en posicidén para- a ambos grupos hidroxilo.

Taboa 1: Propiedades fisicoquimicas dos BP estudados[12].

Composto N2CAS Masa Monoisotdpica/Da LogK.,w pKa Chemspider ID

BPA 80-05-7 228,115 3,64 10,29 6371
BPS 80-09-1 250,030 2,14 7,00 6374
BPF 620-92-8 200,084 2,76 9,91 11614

A Taboa 1 indica as propiedades fisicoquimicas mais importantes dos BP. Os datos da Taboa 1,
como os da Tdboa 2, foron obtidos da base de datosSciFinder. Os tres compostos tratanse de
acidos moi débiles, como indican os seus respectivos pKa, que oscila entre os valores de 10,29 do
BPA e 7,00 para o BPS, o cal demostra que a pH neutro atoparanse todos protonados (menos o
BPS, que se atoparia 50% protonado e 50% en forma anidnica). O punto de ebulicidn esta en mais

de 200 °C para os tres, polo que se trata de compostos semivolatiles.

O logKow(coeficiente de particiéon octanol auga) varia entre 3,43 (para o BPA) e 1,83 (para o BPS).
Estes son valores medio-baixos, xa que se trata de compostos polares, sendo o BPS o mais polar
grazas ao grupo SO, que retira moita carga aos fenilos. Ao tratarse de compostos polares,

pasardn 4 auga con facilidade, cando se atopen en medio organico.
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5.2. Estruturas e propiedades dos metabolitos

Os metabolitos son producidos dentro do corpo humano a partir dos BP. Na Figura 2 obsérvanse

os metabolitos estudados neste proxecto.

HO,C
HO ° o
HO HO\S/
HO o OH J o OH

[¢]

BPA-G BPA-S
HO,C
HO
o
HO'
(D e (T T e
& N
HO,C
st [
» . BPA-DS
BPA-DG
HO,C
(o] o (¢]
Homo oH \S/
HO (¢]
\O\S/O/ HO\S/ /O/ \©\
7N\, o/ o o
HO,C o
o HO
TR O O A
HO O OH O/ o OH
BPF-G BPF-S

Figura 2: Estrutura dos metabolitos estudados.

Os metabolitos son derivados dos BPs, aos que se lle substituiron os hidréxenos dun ou ambos

grupos fendlicos por grupos sulfatos ou glucurénidos.
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Tdaboa 2: Propiedades fisicoquimicas dos metabolitos estudados[12].

Composto N2CAS Masa Monoisotépica/Da LogKow pKs Chemspider ID
BPA-G 267244-08-6 404,147 1,14 2,79 57262503
BPA-S 267244-09-7 308,072 2,81 -3,95 35789615

BPA-DG  2368232-08-8 580,179 -1,36 2,49 N/A

BPA-DS 10040-33-2 388,029 1,98 -4,34 29788784
BPS-G 2230265-52-6 426,062 -0,81 2,74 N/A
BPS-S 2230058-82-7 329,987 0,86 -4,85 N/A
BPF-G N/A 376,116 N/A N/A N/A
BPF-S 51572-34-0 280,041 1,99 -3,98 N/A

Como se indica na Taboa 2, os metabolitos dos BP son compostos acidos, mais fortes cés BP, xa
que os seus valores de pKs estan por debaixo de 3. En condiciéns de pH neutro, tratanse de
compostos anidnicos, pola perda dun protdén, correspondente ao da molécula conxugada (sulfato

ou glucurdnido). Por tanto, e debido ao tamén baixo logK,w, son compostos moi polares.

6. Toxicidade en humanos dos bisfenois

Debido ao aumento do uso do BPA, e grazas as avaliaciéns nas que o sinalan coma un
contaminante, fixéronse diversos estudos sobre a sUa toxicidade. Asi, xa se cofiece que o BPA
causa efectos na saude. Afecta ao cerebro, ao sistema inmune, ao sistema reproductor,e provoca

cambios no metabolismo[9].

Para cofiecer a toxicidade, realizdronse diversos estudos con larvas de peixes cebra que
permitiron coflecer o LC50 (LethalConcentration 50, a concentracién dunha substancia que
conduce & morte da metade desa poboacidn) para os BPs. Asi, para o BPS obtivose un valor de
323 mg/L[13], para o BPA de 81,53 mg/L[14] e para o BPF de 10,03 mg/L[15].

Considérase que o NOAEL (No ObservedAdversedEffectLevel, concentracion mais elevada 4 que
pode estar exposto un animal ou persoa sen sufrir ningln efecto prexudicial para a saude) do BPA
estd por debaixo dos 50 mg/kg peso corporal e dia. Outras investigacions comentan que os
efectos adversos do BPA xa se fan presentes por debaixo do RfDtedrico(Reference Dose, calculos
de exposicions diarias que probablemente non causaran danos na saude), considerado coma 1000
veces menor co NOAEL[16].

Segundo un estudo na poboacién dos Estados Unidos de América, o BPS estd asociado a un
aumento no indice de masa corporal (non é evidente que sexa un factor causante de obesidade)
[9]. Non obstante, nas mulleres, a presenza de BPA pode ser un factor importante para a

obesidade, ademais de ser un causante de abortos espontaneos [1].
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Tanto BPA, como BPS e BPF cortan parte da actividade enddcrina, e poden presentar caracter
androxénico, estroxénico e antiestroxénico. Ademais de afectar potencialmente 3as
embarazadas[9,10,17].

O BPF e BPS tamén alteran o metabolismo dos lipidos e @ adipoxénese, ademais de alterar ao
ADN[9,18].

Tras realizar analises bioquimicos, determinouse que o BPA non se enlaza de forma tan forte aos
receptores estréxenos coma o estradiol. Porén, pode estimular a cambios nas respostas ds células

doutras maneiras indirectas [16].

Como comparacién dos BPS e BPF fronte o BPA, fixose un estudo subministrandolle distintas
concentraciéns dos primeiros a embriéns de peixes cebra. Como resultado, chegouse a detectar
que eran causantes do estrés oxidativo (acelerando o envellecemento das células, rompendo o
equilibrio entre antioxidantes e radicais libres, e provocando unha morte celular prematura),
coma o BPA, ademais de cambiar a expresidons de diferentes xenes. Como engadido, aceleraban a

saida das larvas, o cal inhibian o posterior crecemento das mostras[10].

7. Exposicion humana aos bisfenois

Cofiecida a perigosidade en humanos dos BP, é importante cofiecer a sUa presenza dentro dos

corpos humanos. Para isto, fixéronse diversos estudos sobre a exposicion humana aos BP.

Un deles avaliou a concentracién de sete BP (BPA, BPS, BPF, e tamén dos andlogos BisfenolAF,
Bisfenol P, Bisfenol AP e BisfenolZ) en mostras de ourifios (160 persoas) e en pds das habitacions
onde vivian 40 estudantes (para determinar a exposicion via inhalacion a estes compostos) dunha
universidade do sur de China. O BPA foi atopado no 99% das mostras de ourifios nunha
concentracién media de 3,97 ng/mL, e nun 80% dos dormitorios nun valor medio de 2,98 ug/g de
p4.0BPS foi atopado no 88% dos ourifios nunha concentracion media de 0,24 ng/mL e no 78% das
habitacions interiores a 0,22 pg/g. O BPF foi atopado en maiores concentraciéns nos dormitorios,

ainda que en valores moi inferiores en comparacién co BPA e BPS[19].

Noutros dous estudos, realizaronse estimacidns sobre a exposicidon & que estaban sometidos os
nenos ao BPA na casa e na garderia. No primeiro, chegouse a detectar este composto en comida e
bebida, no chan e no pd, entre outros,nunha concentracion media de BPA de 42,98 ng/kg e dia.
No segundo estudo detectouse BPA nos lugares anteriormente citados, ademais de nas toallinas
para limpeza. Pero a maior exposicion vifia na dieta, con 52-74 ng/kg e dia. Via inhalacién, a

exposicién era de 0,24-0,41 ng/kg e dia[16].

Os BP non s6 poden ser medidos nos ourifios, ou, a nivel rexional nas augas residuais, sendn que
tamén se poden estimar as suas concentracidons en soro (en sangue e plasma son outras
variantes), no fluido amniético (o que rodea ao embrién), no fluido folicular, no tecido da

placenta e na sangue do cordén umbilical, entre outros[1,16]. Como o BPA é o BP mais

10
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importante e cofiecido, realizaronse para este algunhas probas nestes fluidos e tecidos para
estimar cal era a sla concentracién dentro do corpo humano [16]. A continuacidén preséntanse

alguns dos estudos realizados nalglns dos fluidos e tecidos citados anteriormente:

Estudos en soros: mediuse o BPA sen conxugar dende o ano 1999, con diversas técnicas, como a

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), a cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC) e medianteensaio por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA, non
obstante, con esta técnica detectaronse nalglns analises valores grandes anémalos, e non se
aconsella empregala xa que non ten tanta sensibilidade e presenta problemas de efecto matriz)
[20].

Obtivéronse valores altos en diversos estudos de soro de cordén umbilical, soro de embarazadas
e soro do fluido amnidtico en fases avanzadas do embarazo. Ademais, demostrouse que o BPA
cruza a barreira da placenta que separa a nai do embrién. No soro materno, entre a semana 15 e
18 de embarazo, observaronse valores de 1,4-2,4 ng/mL, e no fluido amniético fetal, observouse
unha concentracion maxima de 8,3 ng/mL de BPA. Estes valores de BPA no fluido amnidtico
descenderon ata 1,1 ng/mL no final do embarazo, e isto pode ser debido ao menor metabolismo

do feto nun principio, ou porque despois poden formarse os metabolitos a partir do BPA [21].

Mediante a técnica ELISA fixose unha comparacién entre as concentraciéns de BPA en homes e
mulleres, dando nos primeiros valores significativamente maiores. Ademais, mulleres con
sindrome ovario poliquistico presentan valores superiores. Con estes resultados chegouse &
conclusién de que os valores mais altos de testosterona inflden no resultado, debido ao caracter
androxénico do BPA, que diminle a actividade da UDP-glucuronosiltransferasas, e asi reduce o

metabolismo (como se comenta no Apartado 2.8.) [9,22,23].

Estudo de placenta: o valor medio de BPA nos tecidos da placenta, medido no mesmo estudo que

o do fluido amnidtico estd en 11,2 ng/g tecido. Isto indicanos que o feto dende o primeiro

momento vai estar exposto ao BPA, coas suas consecuencias para o desenvolvemento [21].

Estudos en leite materno: o BPA, tratase dun composto relativamente lipofilico, e que, polo tanto,

aparece tanto nas graxas coma no leite, xa que hai particién entre ambos tecido e liquido.Nun
estudo, detectaronse valores de entre 0,28-0,97 ng/mL de BPA [24]. Para o segundo, observouse
que o BPA estaba presente no 60% (20 mostras) das mostras de leite materno, cun valor medio de
0,4 ng/mL, e a suma do BPA mais os seus derivados conxugados estaban presentes nun 90% das

mostras cunha concentracién media de 1,1 ng/mL [25].

Outro estudo analizou o calostro. Este leite materno caracterizase porque ten altos valores de
anticorpos, hidratos de carbono e proteina, pero poucos lipidos. Nel observouse un valor medio
de 3,41 ng/mL de BPA [26].

Estudos do seme humano: mediante ELISA detectaronse uns niveis de media en seme humano de

5,1 ng/mL de BPA. Por contra, mediante cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a

11
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espectrometria de masas (HPLC/MS), non se detectou presenza de BPA. Isto pode ser debido a

gue o ELISA non sexa adecuado debido as interaccidns non especificas de BPA cos anticorpos [27].

8. Metabolismo dos bisfenois

Existen diferentes fases no metabolismo, en funcién da reaccién quimica que sofren as moléculas

no interior do corpo. Asi, distinguese [7]:

e Metabolismo primario: nel, engadense grupos pequenos ao composto de partida. As

reacciéns mais comuns son as de reducidén/oxidacién, entre a que destaca a hidroxilacion,
e as de hidrélise. Nos BPs esta fase de metabolismo non é excesivamente relevante.

e Metabolismo secundario: consiste na conxugacién da molécula de partida ou dos

metabolitos formados na fase de metabolismo primario. Nela, grupos tales coma
hidroxilos, unense a moléculas hidrofilicas, sendo o mais habitual nos BP dentro do corpo,

onde adoitan engadirselle sulfatos e glucurénidos (Figura 1).

O metabolismo secundario é necesario para unha mellor excrecion dos BP do organismo a través
dos ourifios. De feito, os BP non son compostos moi polares (sen grandes dipolos permanentes,
como se comentou no Apartado 2.5.1.), ademais de estables; polo que non poden ser excretados
facilmente. Por tanto, tenderian a acumularse no organismo. Para poderen ser eliminados, é
necesaria a conxugacion con grupos glucurénidos, ou sulfatos. Asi, aumentara a polaridade do

composto e seran excretados con maior facilidade.

Os BP, ao igual que as demais familias de plastificantes, poden entrar no corpo a través de tres

posibles vias: inhalacién, por contacto dérmico e oral, sendo esta Ultima a principal [9].

Cando chegan ao figado, son transformados nos diferentes metabolitos grazas 4@ accién dos
enzimas que forman o complexo citocromo P450s (CYPs) e UDP-glucuronosiltransferasas (UGTs).
Realizouse un estudo de screening in vitro con células de figado humano, co obxectivo de
determinar cales eran os distintos metabolitos formados a partir do BPS, e comparando os
resultados obtidos en estudos anteriores para o BPA. Como resultados para esta avaliacién do
BPS, detectouse que a maior parte dos BP estaban conxugados con sulfatos e glucurdnidos, e en
menores concentracidns, aparecian diconxugados. Tamén se detectaron 2 metabolitos primarios,
o monohidroxi-BPS e o dihidroxi-BPS. Estes metabolitos poderian considerarse, polo tanto, coma

biomarcadores para a exposicion humana ao BPS [7].

Na Figura 3 modstranse as reacciéns que transcorren no figado para a transformacién do BPS nos

seus metabolitos mais importantes. O BPA e o BPF sofren reaccidéns analogas de metabolismo.
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Figura 3: Metabolismo do BPS[10].

O Programa Nacional de Toxicoloxia (NTP) estadounidense realizou un estudo cuantitativo sobre o
metabolismo e excrecién do BPS. Subministraronlle diferentes doses (50, 150 e 500 mg/kg) a ratas
(de ambos xéneros, mais grandes) e a ratos (de ambos xéneros, mais pequenos), e hepatocitos
humanos in vitro. Comparouse a excrecion do BPS e metabolitos por ourifios e feces. A
porcentaxe excretada en feces aumentaba cando se aumentaba a dose (pasaba dun 16% coa dose
de 50 mg/kg ao 30% coa de 500 mg/kg). Non se detectaron diferenzas de xénero, pero si entre as
distintas especies. Era mais rapida a excrecion nos ratos e ratas (en 24 h quedaba o 7,5% do BPS
inicial, e nas 72 h , case non quedaba nada do subministrado) predominando a forma BPS-
glucurénido (mais dun 50% do excretado en ambas especies), e seguido do BPS-sulfato (entre un
5% e un 20% para a dose de 150 mg/kg). Por Gltimo, tamén eran excretadas outros metabolitos,

pero en menores cantidades, ademais do BPS[8].

9. Biomonitoraxe e andlise de bisfenois en ourifios

Debido a importancia do BPA nos ultimos anos como plastificante e noutras aplicacidns, fixéronse
diversos estudos para estudar a exposicion humana, a sua toxicidade, a sia concentracién en

distintos lugares...

As primeiras analises para tratar de controlar a exposicién dos BP sobre as persoas, e asi poder
relacionala con posibles enfermidades, fixéronse para o BPA, e realizaronse sobre os ourifios,
ademais doutras estimaciéns noutros fluidos como pode ser o sangue (como foi comentado no
Apartado 2.7.).

Como exemplo dalgin estudo de biomonitoraxe en ourifios, nos Estados Unidos de Ameérica,

levouse a cabo un estudo sobre un grupo de case 400 persoas, utilizando GC-MS. Os resultados
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amosaron en homes un valor medio de 1,63ng/mL, e de 1,12ng/mL en mulleres. A maioria do BPA

estaba en formas conxugadas [16].

Coma contraposicién, en Corea fixose outro estudo sobre 30 persoas, utilizando HPLC cun
detector de fluorescencia, onde detectaron 2,82 e 2,76ng/mL de BPA, en homes e mulleres,

respectivamente [16].

O primeiro estudo sobre o BPS nos ourifios humanos realizouse en 2012, con valores entre <0,02
(por debaixo do limite de deteccion) e 21ng/mL. Despois, realizironse outras probas de

biomonitoraxe para este composto, e incluso comparando as concentraciéns do BPS co BPA [7].

10. Andlise de augas residuais con fins epidemoldxicos (WBE)

A analise de augas residuais con fins epidemoldxicos (WBE, do termo inglés Wastewater-
BasedEpidemiology) é unha metodoloxia que ten coma obxectivo obter datos de consumo ou
exposicién a substancias de maneira indirecta, rapida e econdmica se se compara cos estudos

clasicos de biomonitoraxe[28].

A WBE consiste en recoller mostras de auga residual dunha depuradora (que adoita ser a
responsable dos tratamentos da auga nunha localidade determinada), nun tempo determinado,
para ser analizadas posteriormente e asi tratar de detectar diferentes substancias de interese. As

augas residuais contefien os ourifios de toda unha localidade.

1 Toma de muestras a la entrada de la
* | depuradora (compuestas, durante 24h) 1

Analisis de muestras (determinacion Caudal (m*/dia)
cuantitativa de biomarcadores) (ng/L) 1

Metabolismo humano

Carga diaria de biomarcadores entrando .
—¢ Factores de correccion

a la EDAR (upg/dia)

Poblacion

1 Estimada

Normalizacién de la cantidad de sustancia
consumida por la poblacién (mg/dia/1000 habitantes)

4 Cantidad de sustancia consumida por la
" | poblacién conectada a la EDAR (ug/dia)

Figura 4.Etapas de traballo da WBE [29].

Na Figura 4 modstranse as etapas da WBE. No primeiro paso, recéllense mostras representativas
de 24 horas de auga residual dunha determinada poboacion, e analizanse para a determinacién
de concentracién dos compostos medidos. Despois, faise a estimacion da carga diaria que recibe a
EDAR, multiplicando a concentracion medida (ng/L) polo fluxo de auga residual que chega & EDAR
(L/dia). Este valor de carga é multiplicado por un factor de correccidn, que ten en conta reaccions

metabdlicas dentro do corpo humano e relaciéns medias de excrecidon dos compostos. Por ultimo,
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este dato de carga diaria dividese entre o nimero de persoas servido pola EDAR, polo que se

obtén a concentracion do composto por dia e habitante.

Isto permitenos medir biomarcadores (compostos que representan o consumo ou exposicion

dunha poboacidn a unha determinada substancia).

Xurdiron os estudos epidemoldxicos en augas residuais para medir o consumo de drogas, e
analizar posibles tendencias (diferencia de abuso destas substancias nos fins de semana ou
durante festas, respecto a dias laborais)[29], como alternativa aos métodos tradicionais: enquisas
sobre consumo, estatisticas sobre cantidade de droga incautada pola Policia, nimero de
solicitudes de axuda de drogodepenedentes ou contabilizacion de crimes relacionados con

drogas, etc.

A WBE recolle miles de mostras conxuntas e andnimas de ourifios. Non pode medir o consumo
puntual dunha persoa, pero é mellor estimador a nivel global xa que representa a un grupo de

persoas maior.

Despois de pofierse en practica este método para o control do uso de drogas (en Espafia fixose en
Barcelona, na Comunidade Valenciana e en Santiago), e ver que os resultados foron satisfactorios,
a comunidade cientifica comezou a empregalo con outros fins. Entre eles atdpase a

biomonitorizacién de plastificantes, coma ftalatos ou BP (que se estudara neste traballo) [5,30].

Para realizar este estudo, serd necesario atopar uns biomarcadores adecuados, que non se
degraden na auga residual en presencia doutros compostos e nas condicions ambientais mais
comuns. Estes poden ser os propios BP ou, preferiblemente, os seus metabolitos (que derivan dos

BP, debido ao metabolismo humano).

11. Extraccion en fase solida (SPE)

As mostras coas que se van traballar son de auga residual. Estas, ademais de conter aos distintos
analitos, tamén contefien outros numerosos compostos, dos cales moitos estan en maiores
concentraciéns. Polo tanto, é necesario facer unha preconcentracion e purificacion da mostra,
para eliminar as interferencias e intentar aillar os analitos. Este proceso realizase mediante unha

extraccién en fase sélida (SPE).

A SPE é unha técnica que emprega membranas, columnas, xiringas ou cartuchos que contefien
nunha fase sdlida extractora ou adsorbente. O adsorbente é o encargado de reter os analitos

mediante diferentes interaccidns [31].
A SPE consta, polo xeral, de 4 etapas no seu uso:

1. Acondicionamento: ocorre antes de facer pasar a mostra pola xiringa. Pasanse disolventes

para activar os grupos funcionais do adsorbente, e asi mellorar o rendemento da futura

extraccion. Ademais, serve para limpar o material.
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2. Carga da mostra: aplicando presién positiva ou negativa para acelerar o proceso.

Deséxase que todo o analito quede retido, mentres que as interferencias se eliminen.

3. Lavado: paso de disolvente co obxectivo de eliminar restos de interferencias que
guedaron do paso anterior. Este punto adoita de ir acompafado do secado da xiringa,
para eliminar o disolvente.

4. Elucién: ultimo proceso da SPE, con outro disolvente mdis afin ao analito cé adsorbente,
pasase para eluir as substancias de interese do adsorbente. Aqui intentarase empregar a

menor cantidade de disolvente posible.

Disolvente de Carga da
acondicionamento Maostra Lavado Elucidn

T A R 1

() Analitos

@ Interferencias

Figura 5: Distintas etapas da SPE [31].

Na Figura 5 son mostradas graficamente as diferentes etapas que se adoitan levar a cabo nun

proceso da SPE.

Segundo o analito que se vai extraer, pédese empregar unha fase adsorbente distinta en funcion

das propiedades:

e Fase normal: fase adsorbente hidrofilica, retén compostos polares. Ideal nos casos nos
gue o analito estd nun disolvente apolar, como por exemplo, hexano. A elucién tera que
levarse a cabo cun disolvente polar.

e Fase inversa: fase adsorbente hidrofdbica, retén compostos de baixa polaridade.
Emprégase cando temos compostos nun disolvente polar, como a auga. A elucion faise
cun disolvente apolar.

e Fase de intercambio idnico: fase adsorbente con grupos intercambiadoresanidnicos (con

grupos de cargas positivas para atraer anidns) ou cationicos (con moléculas con grupos de
cargas negativas para atraer cations). A atraccion é electrostatica.

e Fase mixta: fase adsorbente combina fase inversa e intercambio idnico.
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Os cartuchos que se empregaron neste traballo foron Oasis WAX, pero existen outros cartuchos

gue retefien os analitos por diferentes mecanismos de adsorcién. Entre eles, atdpanse:

e QOasis HLB: combina dous mondmeros distintos, formando poli(N-vinilpirrolidona-
divinilbenceno), que lle confire unha dobre natureza hidrofilica-lipofilica. Este polimero
non contén grupos atractores especificos, polo tanto, as interaccidns cos analitos son por
fase inversa. Poden interaccionar con compostos polares e con apolares.

e QOasis MAX: de fase mixta, combina a fase do Oasis HLB con aminas cuaternarias
(intercambiadoranidnico forte).

e Qasis WAX: de fase mixta, combina a fase do Oasis HLB con grupos piperazina
(intercambiadoraniénico débil). Ao conter unha base débil, poderd cambiar a sua
selectividade co pH, ademais de ter menos capacidade de intercambio. Permite que a

elucidn sexa en condicidons mais faciles.

12. Cromatogradfia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en tandem

12.1.Cromatografia de liquidos de alta resolucion

A cromatografia de liquidos é unha técnica moi empregada para a separacion de analitos que

estean presentes nunha mostra.

Esta técnica consiste nunha fase estacionaria (situada no interior dunha columna), que adoita ser
unha serie de particulas, pola que pasa unha fase madbil (un liquido con propiedades quimicas
distintas 4 fase estacionaria), que flie cos analitos. En funcién da afinidade destes pola fase
estacionaria, quedan mais ou menos retidas na columna [32].Asi, se por exemplo, hai unha fase
estacionaria de alumina, que é polar, a fase mébil apolar cos analitos correra pola columna. Con
ela, saird antes unha molécula apolar, xa que non interaccionara tanto coa alumina, ca unha
polar, moi retida 4 fase estacionaria. Se a fase estacionaria consiste en particulas de silice con
moléculas de octadecilsilano (18 carbonos, apolar), as moléculas apolares quedarian mais retidas

na fase estacionaria, e coa fase mobil polar eluirdn antes os compostos polares.

Ademais, en funcién do tipo de fase estacionaria, a separacién pode ocorrer por diferentes
mecanismos: adsorcién (se se trata dun sélido), reparto (se a fase estacionaria é un liquido ou
unha fase ligada), por intercambio idnico (con idns) e por exclusién molecular (con particulas que

separan en funcién do tamafio) [32].

A cromatografia de liquidos de alta resolucion (HighPerformanceliquidChromatography, HPLC)
xurdiu ao conseguir traballar con tamafos de particula de aproximadamente 3-5 um, e cunha
presidon de 6.000 psi. Posteriormente, en 2004 avanzouse cara a cromatografia de liquidos de
ultra alta resolucion (Ultra HighPerformanceliquidChromatography, UHPLC), onde se traballa con

particulas de diametro inferior a 2 um, e poder traballar a presions de ata 15.000 psi.
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Asi, coa UHPLC puidose traballar con fluxos mais altos, polo que o tempo de andlise era menor.

Ademais, mellora a sensibilidade e a resolucidon cromatografica (separacidns moi eficaces).

12.2.Interfase de acoplamento LC-MS

O espectrometro de masas (MS) separa os idns en estado gasoso en funcién da sua relacién

masa/carga (m/z). Despois, os idns van ao detector, onde analiza os resultados.
Un espectrémetro de masas consta das seguintes partes [33]:

e Fonte de idns gasosos: ocorre a ionizacion dos compostos mediante enerxia térmica ou

eléctrica.

e Analizador de masas: onde se clasifican os iéns xerados na fonte en funcidén da sua relacién

m/z. Tipos de analizadores:
» Trampas de idns: cun eléctrodo anular e dous colectores. En funcion das voltaxes
aplicadas, idns con determinada m/z xiran con radiofrecuencias estables e son colectados.
» Tempo de voo: os idns son acelerados en funciéon dun campo eléctrico a través dun tubo.
» Cuadrupolo: descrito no Apartado 2.12.3..

e Detector de idns: zona de deteccidn e cuantificacion dos idns que atravesaron o analizador.

e Procesador da sinal: traduciéon da sinal quimica en eléctrica, para xerar o espectro de masas.

Porén, da columna cromatografica os analitos saen en disolucion coa fase mabil, ademais de
ainda non estar ionizados nos correspondentes iéns. E necesario, por tanto unha interfase, para
evaporar o disolvente, e ionizar os compostos. Hai distintas interfases, sendo as mais empregadas
as de ionizacidn a presidon atmosférica (API). Dentro destas, existen a ionizacion por electrospray
(ESI), a ionizacién quimica a presion atmosférica (APCl) e a fotoionizacion a presion atmosférica
(APPI) [32].

Dentro delas, a ESI é a mais versatil e mdis empregada. Consiste nunha fonte de ionizacién
branda, que fragmenta pouco, e produce idns case sempre monocarga (no caso de moléculas
pequenas). Isto permite que no espectro de masas sé se vexa o pico do idn pseudomolecular
(peso da molécula neutra que gafia ou perde un protén) e nalglns outros casos outros
fragmentos. Esta técnica ioniza e vaporiza as moléculas a temperatura ambiente e a presién

atmosférica.

A disolucién que contén a mostra sae por un capilar de aceiro da columna, e aplicaselle unha
diferenza de potencial de 3-4 KV entre o capilar e a entrada do MS. Aqui, os analitos quedan
cargados formando gotas, e mediante un capilar de desolvatacidn, polo que se aplica un gas de
solvatacion, eliminase o disolvente, quedando cada vez gotas mais pequenas ademais de

cargadas, ata que se obtefien as moléculas ionizadas en fase gas [32].
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A andlise do ESI pode realizarse xerando ionizacion positiva (ESI+, o idn pseudomolecular é un
cation), ou ionizacién negativa (ESI-, o idn pseudomolecular ten carga negativa). Neste traballo

empregouse ESI- debido ao caracter acido dos BPs e os seus metabolitos.

12.3. Espectrometria de masas:analizador cuadrupolar

O espectrémetro de masas adicase a separar os idns en funcion da relacion m/z. Os cuadrupolos
permiten separar masas nominais, polo que son analizadores de espectrometria de masas de

baixa resolucion (LRMS).

O cuadrupolo consiste en catro barras cilindricas metdlicas, conectadas 2 a 2, cada unha coa que
ten na sua fronte, establecendo unha corrente continua e un potencial alterno. Asi, e variando as
condicidns, permitese que sé os idns con esa determinada m/z atravesen as barras e cheguen ao
detector [32].

Existen dous modos de traballo do cuadrupolo, que son descritos:

e Modo SCAN (Barrido de todos os idns presentes): a corrente é constante, pero varia o

potencial. Mentres vai variando, van pasando idns de distintas masas (xa que adoitan ter
todos a mesma carga), obténdose o espectro de masas do composto.

e Modo SIM (SelectedlonMonitoring, seleccidon dun uUnico idn): a corrente e o potencial son

constantes, polo que s6 permite o avance dunha determinada m/z, producindo unha

maior sensibilidade.

12.4. Espectrometria de masas en tdndem: triplo cuadrupolo

A espectrometria de masas en tandem (MS/MS) baséase no acoplamento de varios
espectrémetros de masas. Permite isto obter espectros dos iéns preseleccionados e
posteriormente fragmentados. Dentro desta familia atépase o espectrémetro de masas de triplo
cuadrupolo (QgQ) [32].

O QgQ consta de tres cuadrupolosordeados un detrds do outro. Os idns acelerados na interfase
chegan ao primeiro cuadrupolo (Qi), que actua coma filtro de masas, deixando pasar sé uns iéns
con m/z predeterminado (iéns precursores ou pai, consistente no ién molecular). O segundo (Qy)
é a cela de colisidon, onde os iéns seleccionados no Qicolisionan con moléculas dun gas inerte,
producindo a sua fragmentacién, e formandose i6ns produto. No terceiro (Qs), os idns produto

son seleccionados ou escaneados e son analizados no detector.

O modo de traballo empregado neste traballo é o MultipleReactionMonitoring (MRM), no cal os
dous cuadrupolos traballan en modo SIM. O Q; selecciona unha determinada m/z, ocorre a
fragmentacién na cela de colision e no Qzsmonitorizase un ou varios produtos cunha determinada

m/z. Este é o modo mais sensible e selectivo de todos.
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lll.  OBXECTIVOS E PLAN DE TRABALLO

Os bisfenois son habitualmente empregados para a sintese de plasticos, polo que poden ser
atopados en abundantes produtos de consumo diario ou habitual. Nun principio, usabase
maiormente o BPA, pero debido a sua potencial toxicidade e perigosidade, foi limitado o seu uso,
e, polo tanto, a sta producién. Na Unién Europea e no Canada, por exemplo, foi prohibido o seu
uso na fabricacién de produtos destinados a nenos. Substituiuse este composto polos seus
analogos BPS e BPF, pero hai xa alguns estudos que os sinalan como compostos con propiedades

(eco)toxicoldxicas semellantes ao BPA.

Os BPs, dentro do corpo humano, sofren reacciéns, nas que se forman os metabolitos, sendo os
mais importantes os BPs sulfatos, glucurénidos e os diconxugados. Polo tanto, é necesario
desenvolver metodoloxias para obter datos sobre a exposicién humana aos diferentes bisfenois,

isto é, atopar un método analitico que permita cuantificar o consumo dos diferentes BPs.

Empréganse as augas residuais, mostras de ourifios dunha determinada poboacién nun momento
determinado, como estimador do consumo destes compostos. Os ourifios adoitan excretar
principalmente os metabolitos, ainda que poden tamén ser eliminados os propios BPs en menores

concentracions.

Asi, o obxectivo deste traballo sera desenvolver, validar e aplicar un método analitico para poder
determinar e cuantificar os BPs e os metabolitos principais(Figuras 1 e 2) en auga residual, para

avaliar a exposicion a que esta sometida a poboacién de Santiago de Compostela.

No traballo levarase a cabo a optimizacion dos parametros da HPLC acoplada ao MS/MS, e da SPE,
ademais dunhas probas de estabilidade, para cofecer se a concentracion dos BP e metabolitos se

mantén constante co tempo en mostras de auga residual.
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Material

Micropipetas automaticas de 2-20uL, 20-200puL, 100-1000uL, 0,5-5mL, Eppendorf.
Puntas de plastico para diferentes micropipetas.

Pipetas Pasteur.

Equipo de purificacién de agua MilliPore, tipo MilliQ gradiente A10.

Equipo de filtracién ao vacio.

Electrodo de membrana de vidrio para medida do pH Metrohm, modelo 654.
Bafio de ultrasonidos P-Selecta.

Viais de vidro transparente de 2mL, Sugelabor.

Viais de vidro ambar de 4, 8 e 16mL, National Scientific.

Insertos de 100 e 400uL, Agilent Technologies.

Tapdns de rosca para viais normais e pre-slip, Phenomenex.

Encapsuladores e desencapsuladores.

Equipo de filtracion a vacio.

Estacién de extraccion en fase sélida, Supelco, modelo VisiPrep.

Sistema de secado de cartuchos de SPE baixocorrente de nitréxeno, Supelco, modelo
VisiDry.

Sistema de concentracién por corrente de nitréxeno, Turbo-Vap Il Zymark, modelo ZW
8005.

Sistema de concentracion por corrente de nitréxeno, Mini-VapSupelco.
Cartuchos de extraccidn en fase sélida de 150mg Oasis WAX, Waters.

Filtros de microfibra de vidro de 0,7uL GF/A, Merk-Millipore.

Filtros de celulosa mixta de 0,45uL, Merk-Millipore.

Xiringas de 2mL BD, Discardit Il.

Filtro de xiringa de 0,2um con membrana GHP, LifeScience.

Material de vidro de uso habitual no laboratorio.

Soportes, pinzas e noces.

Filtro de xiringa de 0,2um con membrana GHP, LifeScience.

Reactivos e patréns

Metanol (MeOH), calidade gradiente para HPLC, Merck.

AugaultrapuraMilli-Q.

Acetonitrilo (ACN), calidade LC-MS, Fisher Scientific.

Acido acético glaciar (HAc) 100%, Sigma Aldrich.

Amoniaco (NHs), 25% en auga, Merck.

NH; en MeOH (7N), Sigma Aldrich.

Acido férmico (FA) 95-97%, Sigma Aldrich.

Patréns individuais de BPA, BPS, BPF, BPA-G, BPA-DG, BPA-S, BPA-DS, BPS-S, BPS-G, BPF-S e
BPF-G, Toronto Research Chemicals.

Patréns individuais marcados isotépicamente de 3C;,BPA-G, BPS-d8, BPF-d10 e BPA-DS-d6,
Toronto Research Chemicals.
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3. Preparacion de patrons

Para realizar o proceso experimental, foi necesaria a preparacién de disolucidns patrén de

concentracién cofecida, para cada patrén de maneira individual, en MeOH.

Primeiro, pesouse arredor de 1 mg de cada composto (estado sélido en pd), engadiuselle ImL de

MeOH e homoxeneizouse, obtendo disoluciéns de 1000 pg/mL.

Despois, estas disolucions diluironse a 100 pg/mL, e foron gardadas en conxelador. Estas foron

empregadas mais tarde, sempre que se precisase dos patrdons dos BP.

Tamén se prepararon catro misturas de compostos, de 1 pg/mL cada un. Un foi preparado a partir
dos BPs, e o outro, a partir dos metabolitos. Os outros dous foron feitos a partir dos respectivos

patréns internos.

4. Toma e preparacion de mostra

4.1. Toma de mostra

Tomdaronse mostras integradas de 24 h, de augas residuais de influente (auga ainda non tratada),
na estacion depuradora de augas residuais (EDAR) en Santiago de Compostela, durante os dias 11,
12, 13, 14 e 15 de marzo de 2020. Para a toma de mostra empregouse un mostrexador
automatico que traballa en modo proporcional ao tempo (tomando iguais volumes de auga,
120mL, en intervalos de tempo pequenos, cada 10 minutos). A mostra composta, da cal se
tomaron uns 2500 mL, era recollida nunha botella de cristal &mbar e mandada ao laboratorio para

a analise.

Ademais tomdronse mostras de auga residual (influente) de maneira puntual para realizar os

ensaios de estabilidade.

4.2. Preparacion de mostra

A mostra diaria era filtrada ao baleiro duas veces, primeiro con filtros de microfibras de vidro de
0,7 um GF/A (Merk-Millipore), e segundo con filtros de celulosa mixta de 0,45 um (Merk-
Millipore). Coas filtracions, conseguiuse eliminar o material particulado das augas. O filtrado era

repartido a catro viais de 100 mL, selados e gardados no conxelador.

5. Proceso SPE

Todo o proceso de probas da parte da extraccion en fase sélida (SPE) quedou sen rematar, xa que
coincidiu o comezo das probas coa aplicacion do Estado de Alarma debido ao Covid-19. A
continuacién, sera detallado o primeiro proceso completo que se levou a cabo da SPE, paso por

paso. Realizdronse 3 réplicas e 2 brancos.
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Adicionaronse50 pL dos patréns dos BPs, dos metabolitos e dos patréns internos de tddolos

compostos (0,5 ng/mLde cada un) en 100 mL de auga MQ.

Os cartuchos Oasis WAX 150 mg foron acondicionados previamente, facendo pasar a través deles
unha fraccién de 6mL de MeOH e duas fraccions de 6 mL de auga MQ, a segunda con 4acido
formico 2%, e deixdndoas pasar por gravidade. Con este paso completado, foron cargados os

cartuchos coa auga MQ que contifia os analitos, e aplicando baleiro.

Antes da etapa de elucion, fixose un secado dos cartuchos baixo corrente de nitroxeno (VisiDry,
de Supelco) durante 30 minutos. Para a elucién, foron colocados os cartuchos en posicién vertical,
suxeitos por pinzas, e fixéronse pasar por eles unha fraccion de 10 mL de MeOH e duas fraccions
de 10 mL de MeOH con 5% NHs;. Coa primeira fracciéon, buscdbanse eliminar as posibles
interferencias e outros compostos adsorbidos no cartucho que non fosen retidos polo mecanismo

de intercambio anidnico. As outras duas fracciéns empregaronse para a elucién dos analitos.

O extracto foi recollido e evaporado inicialmente no Turbo-Vap Il (Zymark), ata aproximadamente
0,5 mL. Finalmente, pasouse este extracto a un vial de 2 mL onde foi concentrado no sistema
MiniVap (Supelco). Despois disto, os analitos foron reconstituidos en 100 pL de disolvente

(ACN:MQ 95:5), e pasados a insertos para a sia medicion.

O obxectivo deste proceso era analizar se estas eran as condicidns idéneas para a
preconcentracion dos analitos, xa que en mostras reais (augas residuais), esta familia de

compostos pode atoparse en concentracidns traza, e isto dificulta a sua posible cuantificacion.

6. Instrumentacion e andlise mediante LC-MS
6.1. Compoientes do UHPLC-MS/MS

Para a separaciéon e deteccion dos compostos a estudar neste proxecto empregouse un
cromatégrafo de liquidos de ultra-resolucion (UHPLC) WatersAcquity, acoplado a un
espectometro de masas en tandem (MS/MS) con analizador triplo cuadrupolo (QgQ), modelo
QgQXevo TQD de Waters.

6.2. Condicions UHPLC-MS/MS

Despois de analizar distintas condicions, cambiando fases mébiles, gradientes cromatograficos e

columnas, decidiuse empregar as condicions detalladas a continuacion.

A separacion cromatografica dos BP levouse a cabo nunha columna Luna® Omega Polar C18
(50x2,1 mm de Diametro Interno, D.l., tamafo de particula 1,6 um) de Phenomenex. Tratase
dunha columna UHPLC de fase inversa, modificada na superficie con grupos polares. A columna
mantivose a 45°C durante a separacién. En condiciéns dptimas usouse un sistema de dobre

eluinte formado por unha disolucidon de acetato amdnico 5mM en auga MQ (fase mébil A, FMA) e
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acetato amoénico 5 mM en MeOH (fase mébil B, FMB). O fluxo de fase mébil foi de 0,4 mL/min e o

volume de inxeccidén, 2 L. O gradiente, representado na Figura 6, ten unha duracién de 15 min:
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Figura 6: Gradiente de fases mabiles para a determinacion dosBPs.

A separacién cromatografica dos metabolitos dos BP levouse a cabo nunha columna Luna HILIC

Diol (100x2 mm D.l., tamafio de particula 3 um) de Phenomenex. Tratase dunha columna HPLC de

modo HILIC, formada por particulas porosas con grupos diol na sua superficie (ideal debido &

polaridade dos metabolitos). A columna termostatizouse tamén a 45°C. En condicidons dptimas

usouse, igual que para os BP, un sistema de dobre eluinte formado por unha fase mébil A auga

MQ:ACN 95:5 (FMA) e unha fase modbil BACN:auga MQ 95:5 (FMB), tampoadas a pH=4 con

formiato aménico. O fluxo de fase mébil foi de 0,2 mL/min, e o volume de inxeccién foi de 10 pL.

O gradiente, representado na Figura 7, ten unha duracidn total de 30 min:
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Figura 7: Gradiente de fases mdbiles para a determinacion dos metabolitos dos BP.

A ionizacién dos analitos no MS/MS levouse a cabo en modo negativo. Os parametros da fonte ESI

aparecen recollidos na Taboa 3, empregandose N, como gas de desolvatacion:
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Taboa 3: Parametros da ESI.

Parametros Valor
Voltaxe do capilar 3000V
Fluxo do gas de desolvatacion 600 L/h
Temperatura de desolvatacion 450°C
Fluxo do gas de cono 10 L/h
0] espectrometro de masas de QqQoperou en modo

multiplereactionmonitoring(MRM)empregando Ar como gas de colisidon. Para a optimizacion das
condicidons de determinacion para os analitos do estudofixoseunhaandlise de cada patrén
individual de 5 pg/mL mediante inxeccién sen columna. Para cada composto elixiuseunha
transicién de cuantificacidon (Q1, a que aportaba unhamaiorsinal) e unhaou duas transicions de
cualificacion (Q2 e Q3, para asegurarse de que este serd o composto que se detecta, xa que
poden existir interferenciasnalgunha transicién). Tamén se seleccionou para cada BP o voltaxe de
cono (CV), o voltaxe que aporta unhamaior ionizacidon no ién precursor [M-H]" e a enerxia de
colisién (CE), que sexa Optima para a fragmentacién do idn precursor nos correspondentes
productos. Na Taboa 4 aparecen as condicidéns éptimas do ESI-MS/MS, ademais dos tempos de

retencidn (tg) para cada analito ou patrén interno:

Taboa 4: Condiciéns optimas ESI-MS/MS.

Composto m/z CV Q1 CE Q2 CE Q3 CE tg/min IS asociado
/N /m/z eV /m/z [eV /m/z [eV

BPA 227 43 133 29 211 24 93 23 5,09 BPA-d6
BPA-S 307 51 227 23 212 30 133 35 1,33 BPA-S-d6
BPA-DS 387 50 307 19 227 30 133 46 1,98 BPA-DS-d6
BPA-G 403 37 113 14 227 27 175 9 7,73  13C1,-BPA-G

BPA-DG 579 44 403 18 133 29 227 38 9,76  C1»-BPA-G
BPS 249 50 108 28 92 34 156 20 3,15 BPS-d8
BPS-S 329 34 249 13 108 40 156 28 1,47 BPA-S-d6

BPS-G 425 33 249 23 113 16 108 45 8,20  3C1,-BPA-G

BPF 199 42 93 21 105 20 77 23 4,29 BPF-d10
BPF-S 279 43 199 22 93 40 105 36 1,51 BPA-S-d6
BPF-G 375 38 113 14 199 33 175 10 7,93  13C1»-BPA-G
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BPA-d6 233 43 138 29 215 24 93 23 5,06
BPA-S-d6 313 20 233 23 215 31 1,27
BPA-DS-d6 393 31 313 11 233 29 138 40 1,96
13C,-BPA-G 415 38 113 17 239 26 139 50 7,73
BPS-d8 257 50 112 26 96 27 160 21 3,11
BPF-d10 209 54 97 23 82 25 110 22 4,22

TaménnaTaboa 4recdllense os patrdns internos (internal standard, IS), que son empregados para
reducir e corrixir erros de posibles interferencias polo efecto matriz, no tratamento de mostraou
para evitar a deriva do equipo. Os patrdns internos son BP/metabolitos marcados con 2H ou con
13C. Non haipatrdns internos para cada composto, polo que a cada analitoasignduselle un que

foraestruturalmente similar (como aparece reflexadona columna do final).

7. Probas de estabilidade

Realizaronse probas de estabilidade dos diferentes BP e metabolitos, co obxectivo de confirmar
gue os BPs non se degradaban nos metabolitos ou noutros compostos, e que os metabolitos
fosen estables co tempo nas augas residuais e que non se degradasen ou se desconxugasen na
auga para volver a formar BP. Asi, nestas probas, avaliarase se os resultados que se obtefian nas
mediciéns das diferentes mostras reflexan concentraciéns fiables e representativas dos distintos
BP, e se estes poden empregarse para biomarcadores. Isto ocorrerd se as concentraciéns dos

analitos nas probas de estabilidade se mantefien constantes co tempo.

A primeira proba realizouse para estimar a estabilidade dos BP en augas residuais. Tomaronse 6
réplicas (en viais de vidro ambar) de 9,5 mL de auga residual de influente, e engadiuselle a cada
unha 500 ng/mL do patrén de BP. Das 6 réplicas 3 mantivéronse a temperatura ambiente e as
outras 3 gardaronse na neveira (a 4°C). Decada réplica, tomouse unha alicuota de 1 mL, e era
filtrada cun filtro hidrofilico (LifeScience). Desta alicuota, eran collidos 500 uL e pasados a un vial,
onde se lle engadiron 500 ng/mL dos patréns internos dos BP. O contido no vial homoxeneizouse,
transferiuse a un inserto de 400 pL, etiquetouse e foi gardado no conxelador. Este procedemento
repetiuse atemposO0h, 1,5h,3 h,5h,8h,24h,24 hed8h.

Despois fixose unha proba de estabilidade dos metabolitos dos BP en augas empregando un
procedemento andlogo ao seguido para os BP. As diferenzas foron que se engadiron 500 ng/mL
de metabolitos, e xa no vial, adiciondbaselle 500 ng/mL de patrdons internos, tanto dos

metabolitos coma dos BP.
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V. RESULTADOS E DISCUSION

1. Optimizacion MS/MS

A optimizacién das condicions de determinacion no MS/MS realizouse mediante a inxeccion de
patréns individuais de 5 pug/mL de cada un dos compostos. Estas inxeccidns foron feitas en fluxo
sen columna cromatogréfica, e empregando como fase mébil unha disolucion de auga MQ con 5
mM NH;OAc (FMA) e MeOH con 5 mM NH;0Ac (FMB).

Fixose isto en primeiro lugar co obxectivo de determinar o espectro de masas de cada composto,
para asi cofiecer o ién precursor [M-H]" e os idns produtos mais importantes (e asi cofiecer
algunhas das transicidéns caracteristicas para a sua deteccidn). A ionizacidon levouse a cabo
aplicando unha voltaxe negativa, ESI-, no que se producian idns con carga negativa, tras perda
dun H.

En primeiro lugar, seleccionouse o voltaxe de cono (CV) que producia unha resposta maior, é dicir,
o voltaxe que conseguia a maior eficacia de ionizacién do analito, sen excesiva fragmentacién na
fonte. O CV é caracteristico para cada composto, por iso foi necesaria a inxeccién dos analitos por
separado. Esta ionizacién ocorre na interfase, na saida da parte cromatografica, antes do primeiro
cuadrupolo do MS/MS.

Despois de optimizar o CV, determinaronse as enerxias de colisiéon (CE) que producian unha maior
resposta dos iéns fragmento formados no segundo cuadrupolo. A CE tamén é caracteristica para
cada transicion, polo que os distintos idns produto poden fragmentarse mellor a enerxias

distintas.

Como exemplo, resimense algunhas das probas que se fixeron co BPS-S para a sUa optimizacion

das condicidns experimentais MS/MS nas Figuras 8-10:
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Figura 8: Optimizacion inicial do CV para BPS-S con m/z=329 .
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Como se ve na Figura 8, no BPS-S a maiorrespostadasecun CV de arredor de 30 V. Polo tanto, para
completar a optimizacién do CV, foron seleccionados os voltaxes de entre 25 e 35 V, para

comparar cal é realmente o valor que ddunha altura de pico mais alta (Figura 9).
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1.00E+07 * 4
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1.00E+06
20 22 24 26 28 30 32 34

cv/v

Figura 9: Optimizacion final do CV para BPS-S con m/z=329.
Como se aprecia nadevandita Figura 9 amaior eficiencia de ionizacidon do BPS-S ocorre dende 27V
ata 34 V, que son os valores mais altos que aparecen representados na figura, ainda que sen
diferenzas significativas.
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Figura 10: Optimizacién da CE para a transicion m/z=329 -> m/z=249 do BPS-S.

Para rematar de optimizar o BPS-S, determinaronse as CE que producisenunhamaiorsinal de cada
un dos idns producto mais intensos. Na Figura 10, obsérvase as enerxias que se probaron para a
transicion do idn precursor aoidén producto cuantificador do BPS-S (m/z=329 -> m/z=249). A

fragmentacién dptima deuse a 13 eV.
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Figurall: Espectros MS/MS do BPS-S empregando como CE: 5 eV (abaixo) e 25 eV (arriba).

Na Figura 11 méstrase o espectro MS/MS a 5 eV (abaixo) e a 25 eV (arriba) do BPS-S. Cunha
enerxia baixa, como mostra o espectro de debaixo, o composto fragmenta practicamente para
dar s6 o ion fragmento cuantificador, de m/z=249 e que corresponde & perda de SOs. Tamén
neste espectro se pode ver o idn precursor de m/z=329. Para conseguir a fragmentacion do
composto noutros fragmentos (noutros idns, entre eles os que se escolleron como idns
cualificadores), como ocorreu no espectro de arriba, é necesaria unha enerxia maior. Neste caso a
25 eV obtéfiense tamén os idbns m/z=156 e m/z=108, que corresponden aos idns fragmentos tras
perda do grupo fenilo co grupo sulfato e dese mesmo grupo xunto cunha molécula de O,

respectivamente. Na Taboa 6 aparecen os idns escollidos para a deteccién do BPS-S.
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2. Optimizacion da separacion cromatogrdfica

Fixoseunha optimizaciéon da separacién cromatografica coobxectivo de atopar a columna e os
pardametros da cromatografia que permitisen as mellorescondicions para a separacién dos

compostos a estudar.

Para a eleccion da columna cromatografica, realizouse un estudo con diversas columnas.
Inxectaronse os patrdns individuais de 5 pg/mL, aplicando as condicidéns 6ptimas de MS/MS. Asi,

probaronse diferentes columnas e modos cromatograficos.

2.1. Cromatografia de fase inversa

Inicialmente empregouse a columna KinetexPhenyl-Hexyl (150 x2,1 mm D.l., tamafio de particula
de 1,7 um) de Phenomenex, que é unha columna UHPLC "core-shell" de fase inversa, constituida
por particulas sélidas de superficie porosa, o que evita en gran medida o ensanchamento dos

picos cromatograficos.

Estudaronse as condicidns ideais para esta columna, cambiando o volume de inxeccién e o fluxo
da fase mébil. Ao final, usouse o gradiente cromatografico que aparece na Figura 6, de duracidn
15 min, volume de inxeccion 1 pL e fluxo de 0,35 mL/min. As fases mdbiles foron auga MQ con
5mM NH4OAc (FMA) e MeOH con 5mM NH4O0Ac (FMB). Os resultados en xeral non foron
satisfactorios. O BP que produciu un pico mais estreito, definido e cunha relacién sinal/ruido (S/R)

mellor foi o BPS, mostrado na Figura 12 (os outros BP apareceron cunha altura de pico menor).
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Figura 12: Cromatograma do BPS para a columna KinetexPhenyl-Hexy|.

Non obstante, os metabolitos (tratanse de compostos mais polares) non produciron resultados
satisfactorios. Asi, o BPA-DS non produciu pico cromatografico.Os demais sulfatos presentaban
picos moi anchos, ademais de aparecer picos con "fronting" (cola frontal, debido 4 inmiscibilidade
dos compostos nalgunha das fases modbiles). Os glucurénidos, ademais, presentaban unha

relacién S/R moi baixa, o que facia que case non se distinguise o composto no cromatograma.

Para mellorar a forma dos picos e evitar o "fronting", fixose outra inxeccion dos compostos.
Inxectdronse 1 pL dos patrdéns individuais, empregando o modo "autoaddition", que mestura 1 pL
con 8 uL da fase mobil A para reducir problemas debido ao disolvente de inxeccién. Os resultados
foron similares, pero diminuiu o "fronting". Na Figura 13 obsérvanse os cromatogramas do BPA-
DS e BPA-G con esta columna e con "autoaddition". Melloraron algo os resultados para

glucurdnidos, pero seguiron sendo en xeral insatisfactorio.
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Figura 13: Cromatogramas do BPA-DS (arriba) e BPA-G (abaixo) para a columna KinetexPhenyl-Hexyl.
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Figura 14: Cromatogramas dos BPen condicions éptimas, obtidos coa columna LunaOmega Polar.
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A continuacién probouse unha columna Luna® Omega Polar (50x2,1 mm D.l., tamafio de particula
de 1,6um) de Phenomenex. Tratase dunha columna UHPLC de fase inversa, que na superficie das
particulas contén grupos polares. Esta caracteristica permite, a priori, que a columna presente
unha maior afinidade polos metabolitos que a anterior columna. Tamén, nun principio, esta

columna é adecuada para os BP.

Empregouse o gradiente cromatografico descrito na Figura 6, e as condiciéns descritas do
Apartado 4.6.2.. Para os BP, esta columna deu resultados moi bos. Para os metabolitos, por outra
banda, os resultados foron similares aos obtidos coa columna KinetexPhenylHexyl. BPF-G, BPS-S e
BPF-S presentaron picos algo mais estreitos, pero en xeral, non se obtiveron resultados
satisfactorios. Na Figura 14 mdstranse os cromatogramas dos BP con esta columna nas condicidns

6ptimas.

2.1. Cromatografia de modo mixto

A continuacidn, estudouse a columna Acclaim™ WAX-1 (50 x3 mm D.l., tamafo de particula 3 um)
de Thermo. Esta é unha columna HPLC que traballa en modo mixto, xa que combina unha fase
estacionaria C18 (que confire as propiedades da fase inversa) cunha cadea alquilica con grupos
amino cargados positivamente (intercambiadoranidnico débil). As especificaciéns da empresa
subministradora non recomendaban o uso de MeOH, polo que se tivo que cambiar a ACN a fase
mobil B e reconstituir os patréns en ACN. Ademais, indicaban que a columna era estable a pH
dende 2,5 ata 7,5, polo que se empregou unha fase mobil C (FMC) de tampdn acetato amadnico 20
mM, pH=5,5. A fase mobil A era auga MQ:ACN 95:5 e a fase mdbil B ACN:auga MQ 95:5.

Con esta columna fixéronse varias probas, cambiando as proporcions das distintas fases maobiles,
gradiente de 22 min, cun volume de inxeccion de 2 uL e un fluxo de 0,3 mL/min. A primeira
elucién realizouse con 2% FMC, e modificando co tempo a relacién FMA:FMB. Despois probouse

cambiando a 4% e 6% FMC, pero os resultados foron similares.

Os BP aparecen ben definidos e con picos estreitos (excepto o BPF), mentres que os metabolitos
seguen aparecendo con mala relacién S/R. Nestas condiciéns de pH=5,5, os alcois dos BP
atépanse protonados, polo que a slUa separacién sera por fase inversa, como ocorria coas
anteriores columnas, mentres que os metabolitos (sulfatos e glucurdnidos, estes ultimos con
grupos carboxilicos), estaran total ou parcialmente en forma anidnica, actuando o mecanismo de
intercambio anidnico. Na Figura 15, méstrase o resultado do BPF separado nesta columna. Foi o
Unico BP que apareceu cunha altura de pico menor, ademais de ter bastante ruido, polo que se

tivo que descartar finalmente o uso desta columna.
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Figura 15: Cromatograma do BPF coa columna WAX-1.
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2.2. Cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC)

A seguinte columna que se utilizou foi a HILIC EC 150/2 Nucleodur (150 x2 mm D.l., tamafio de
particula 3 pm) de Macherey-Nagel. E unha columna HPLC para traballo en modo HILIC, polo que,

a priori, resulta mais adecuada para a retencién dos metabolitos.

Na primeira proba con esta columna, empregouse un sistema de dobre eluente formado por unha
disolucidon de auga MQ:ACN 95:5 (FMA) e ACN:auga MQ 95:5 (FMB), cun tampdn de NH4HCO,
5mM (pH=2,9). O volume de inxeccidn foi 2 pL e o fluxo de 0,2 mL/min.O gradiente tivo duracién
de 30 min. Os resultados foron relativamente bos, pero aparecian os picos con "fronting", excepto

para o BPA-DS, que aparecia cunha mala forma o pico, ademais de con pouca sensibilidade.

Para arranxar os problemas do BPA-DS, decidiuse reconstituir en ACN tddolos patréons (na
primeira proba o disolvente dos patréns era o MeOH) e inxectar 10 uL, mantendo as mesmas
fases mébiles. O BPA-DS saiu cun pico mais estreito, pero non apareceu o BPA-G, xa que se trata

dun composto que non se disolve ben en ACN.

Polo tanto, o BPA-DS e o BPA-G eran os compostos que presentaban comportamentos opostos, e
realizdronse probas de disolvente de reconstitucidon. Prepardronse novos patréns con ACN:auga
MQ en proporciéns 50:50, 75:25 e 95:5. Os mellores resultados déronse nesta ultima proba. Non

obstante, o BPA-DS seguiu aparecendo con "fronting".

Ao acadar o disolvente mais adecuado, realizaronse probas con distintos tampdns das fases
mobiles. As primeiras foron con formiato amdnico, a pH 3 e 4. Bos resultados para BPS e
metabolitos (a excepcién do BPS-DS). As seguintes foron con acetato aménico a pH 4, 6 e 7, pero
0s compostos apareceron con moito ruido. Polo tanto, os mellores resultados déronse co tampén
de formiato amdnico a pH=4. Ademais, estes resultados foron moi semellantes aos obtidos na
primeira proba con esta columna, a que levaban as fases mébiles o tampdn de NH4,HCO, 5mM
(pH=2,9).

Na Figura 16 modstrase unha comparativa das diferentes probas realizadas con esta columna. O
cromatograma A.1 corresponde ao BPA-DS, obtido nas condicidns iniciais. Obtivose un pico pouco
definido e con moito ruido, mentres que o BPA-DG (A.2) apareceu cun pico estreito. Non
obstante, despois de reconstutuir os patréns destes compostos en ACN, o BPA-DS (B.1) apareceu
cun mellor pico, pero o diglucurénido (B.2) non foi detectado. Os cromatogramas C.1 e C.2
corresponden ao BPA-DS e ao BPA-DG, respectivamente, reconstituidos en ACN:auga MQ 95:5.
Con este disolvent acaddronse os mellores resultados para os dous analitos conxuntamente. A
pesar disto, o BPA-DS apareceu cun pico con moito ruido, como se observa no cromatograma,

polo que se decidiu probar a inxectar os patréns noutra columna.
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Figura 16: Cromatogramas do BPA-DS e BPA-DG para distintas condicions coa columna HILIC EC 150/2
Nucleodur. Os cromatogramas A foron os obtidos con MeOH coma disolvente, os B foron con ACN e os C
foron con ACN:auga MQ 95:5.

A Ultima columna que se probou foi unha Luna HILIC Diol (100x2 mm D.l., tamafo de particula 3
um) de Phenomenex. Tratase dunha columna HPLC para traballar en modo HILIC, cuxas particulas
presentan grupos diol. As fases mébiles que se empregaron para esta columna foron as mesmas
gue para a columna anterior. Fixéronse distintas probas, modificando o tampdn a pHs 3,4 e 7. Os
patréns prepararonse en ACN:auga MQ 95:5. Os mellores resultados apareceron a co tampédn a
pH=4. Elixironse as condicions e o gradiente descritas no Apartado 4.6.2. e Figura 7,
respectivamente. Con estas condiciéns obtéfiense bos resultados en xeral, ddndose por rematada

a optimizacion dos metabolitos.

Para os BP compararonse os resultados obtidos coas columnas Luna® Omega Polar e Acclaim™

WAX-1. Decidiuse empregar a primeira, debido aos problemas da segunda para o BPF (Figura 14).
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Figura 17: Cromatogramas dos metabolitos en condicidns dptimas, obtidos coa columna Luna HILIC Diol.
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Nas Figuras 14 (BPs) e 17 (metabolitos) obsérvanse os cromatogramas nas condicidns finais para

toédolos analitos.

3. Validacion do método instrumental

3.1. Llinealidade

A linealidade avaliouse mediante inxeccidons sucesivas de patréns de concentracidons ascendentes
para os metabolitos (de 1 ng/mL a 1000 ng/mL), con 200 ng/mL dos patrdns internos. Para os BPs
non foi posible a avaliacion da linealidade xa que se decretou o Estado de Alarma e non deu

tempo a realizar este estudo.

Os resultados do calibrado amdsanse na Tdboa 5. A linealidade en varios compostos é boa, pero
noutros, non chega a R?=0,99, polo que non é a ideal. Polo tanto, seria necesario seguir avaliando
a linealidade para o BPS-S, BPS-G e BPA-DG (que sé foi detectado a partir do patréon de 500
ng/mL, e non foi posible establecer un calibrado, polo que non aparece na Taboa 5). Na Figura 18,

mostrase o exemplo da recta de calibrado para o BPA-S.

Taboa 5: Paradmetros do calibrado dos metabolitos.

Composto Pendente Ordenada R?
BPS-S 0,00541 0,150 0,9851
BPF-S 0,0159 0,103 0,9972
BPA-G 0,000891 0,0197 0,9916
BPA-S 0,00551 0,150 0,9901
BPF-G 0,00135 0,00962 0,9945

BPA-DS 0,000699 -0,00809 0,9977
BPS-G 0,00127 -0,0145 0,9842
6

. BPA-S

4 y =0,00551x + 0,150
R?=0,9901

*

Resposta BPA-S
w

0 200 400 600 800 1000
Concentracién/ ng/mL

Figura 18: Recta de calibrado para BPA-S.
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3.2. Limites de deteccion e cuantificacion instrumentais

Os limites de deteccidon (IDL) e cuantificacion (1QL) instrumentais, recollidos na Taboa 6, foron

obtidos a partir da relacién S/R da concentracidon mais baixa do calibrado.

Para o seu célculo, dividese a concentracion na que son atopados entre a relacion S/R, e
multiplicado por 3 (IDL) ou 10 (IQL). Como pode apreciarse, o IDL estd comprendido entre2,3x107
(do BPS-S) e 33 (do BPA)ng/mL e o IQL estd comprendido entre os 7,7x103(do BPS-S) e 1,1x10?
(do BPA)ng/mL.

Tdboa 6: IDL e IQL dos compostos estudados:

ng/mL BPA BPA-S BPA-G BPA-DS BPS BPS-S BPS-  BPF BPF-S  BPF-
G G
IDL 33 091 038 015 0,13 23x10° 93 29x10% 1,9x10% 1,1

oL 1,1x10° 3,1 1,3 0,50 0,43 7,7x10* 31 9,9x10? 6,5x10% 3,5

4. Optimizacion do proceso SPE

Realizaronse probas para estudar as condicidns adecuadas para a extraccion en fase solida (SPE).
O procedemento que se seguiu foi detallado no Apartado 4.5.. Nestas probas, adicionaronse 500
ng/mL dos metabolitos sobre mostras 100 mL de auga MQ. Empregéaronse cartuchos Oasis WAX
150 mg (Waters), que traballan en modo mixto, combinando fase inversa e intercambiador
aniénico débil.

Nestaprimeira proba fixéronse tres eluciéns (fraccién 1: 10 mLMeOH, fracciéon 2: 10 mLMeOH

5%NHs, fraccion 3: 10 mLMeOH 5% NHs).

Ao analizar as tres fraccidns, viuse que na fraccion 1 non apareceu ningln composto. Isto era o
desexado, xa que esta primeira fraccion tifia a funcidon de ser un lavado, na que os analitos
guedasen retidos no adsorbente, mentres o MeOH pode eluir interferentes que se retefien por

fase inversa e non por intercambio aniénico.

Os analitos apareceronna fraccion 2 e na 3, como se observa na Figura 19, que nos indica a

fraccién de composto recuperada tras o proceso de extraccion completo.
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% Recuperacion en MQ
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mF2: 10 mL MeOH 5% NH3 H F3: 10 mL MeOH 5% NH3

Figura 19: Recuperacion dos metabolitos na SPE.

Os BP monosulfatos foron recuperados na segunda fraccidn principalmente, e a recuperaciéon na
terceira foi menor do 4%. O BPA-DS foi recuperado nunha porcentaxe maior na terceira fraccion

(10%). Por ultimo, os glucurdnidos non se recuperaron en cantidades elevadas.

Como os resultados non foronbos, pensouse en aumentar o volume das fraccions da elucion ou
comprobar a posible rotura dos glucurénidos. Debido ao Estado de Alarma pola Covid-19, non se

puido proseguir con esta optimizacion.

5. Probas de estabilidade

Realizdronse probas de estabilidade, para os BPsco fin de poder demostrar se sufrian distintos
procesos de degradacidon podendo producir os metabolitos naauga residual, e para os metabolitos
para comprobar se eran estables en augasresiduais. Asi, sendoestescompostos estables en auga
residual, poderan ser utilizados como biomarcadores. O procedemento seguido para a
preparacion das mostras coas que se levaron a cabo as probas de estabilidade ven detallado no
Apartado 4.7..

5.1. Estabilidade dos BP en augasresiduais a temperatura ambiente:

As alicuotas de augas residuais dopadas cos BP foron pinchadas coas condiciéns cromatograficas
optimizadas para estes compostos. Os resultados das concentracidns relativas dos BP respecto ao

tempo son mostradas na Figura 20.
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Figura 20: Estabilidade dos precursores a temperatura ambiente.

Como se mostrana Figura 20, ningln dos tres BP se degrada co tempo de forma significativa en

mostras de auga residual mantidas a temperatura ambiente.

Ainda asi, coobxectivodeverificar a posible formacidn de trazas dos metabolitos, pincharonse de
novo as mostras pero desta vez coas condiciéns cromatograficas optimizadas para os metabolitos.
Sé se apreciou a formacion de BPS-S e BPF-S a 48 h, pero ambos nunha porcentaxe respecto a

cantidade inicial de precursor baixa (<0,7%).

5.2. Estabilidade dos precursores en augasresiduais a 4°C

Determinouse a posible degradaciéon dos BP en augasresiduaisgardadas en neveira (4°C). As
mostrasforon pinchadas co método cromatografico optimizado para os BP, e como mostra a

Figura 21, estescompostos non sofren degradacién.

4°C
1.5
31 { z.I { I
K I H [
&
205
&
&
0

BPA BPS BPF
mOh 1,5h ©m3h m5h 78h m24h m48h

Figura 21: Estabilidade dos precursores a 4°C.

Despois, as mesmas mostras foron pinchadas co método cromatografico optimizado para os
metabolitos. Sé se formaron o BPS-S e o BPF-S a partir das 48 h, pero nunhas porcentaxes

minimas (<0,4%).
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Con estes resultados, a presenza de BP en auga residual non deberia dar lugar @ formacion

significativa de metabolitos, sobre todo se se refrixeran e extraen pronto as mostras.

5.3. Estabilidade dos metabolitos en augasresiduais a temperatura ambiente

O seguinte paso foi realizar as probas de estabilidade dos metabolitos a temperatura ambiente.
As mostras foron pinchadas co método cromatografico optimizado para metabolitos. Os

resultados mdstransena Figura 22.
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Figura 22: Estabilidade dos metabolitos a temperatura ambiente.

Os sulfatos (incluido o BPA-DS) son estables en augas residuais a temperatura ambiente, xa que
mantefien a concentracion co tempo. Porén, os glucurénidos degradanse, especialmente o BPF-G

e BPS-G, que non estan presentes xa as 24 h.

Pincharonse de novo as mostras, desta vez co método cromatografico optimizado para os BP, co

obxectivo de avaliar, se se forman en augas residuais co tempo, a partir dos metabolitos.

Temperatura ambiente

100

o 80

x

3 60

c

8 40 T
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Figura 23: Formacion relativa dos precursores a temperatura ambiente.

Como se observa na Figura 23, o BPAformouse en menores cantidades relativas que o BPS e BPF,

que en 48 hse formaronnun 60% e 40% respecto & concentracion inicial dos metabolitos.
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5.4. Estabilidade dos metabolitos en augasresiduais a 4°C

Realizouse 0 mesmo procedemento para as mostras que contifian unha adicién de metabolitos e

estaban gardadas na neveira que as que se conservaron a temperatura ambiente.

1.6 4°C
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0.4
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0

Resposta Relativa

BPS-S BPF-S BPA-DG BPA-G BPA-S BPF-G  BPA-DS  BPS-G

mOh m15h m3h m5h " 8h m24h m48h

Figura 24: Estabilidade dos metabolitos a 4°C.

Como aparece na Figura 24, os sulfatos son bastante estables en mostras de auga residual a 4°C.
Os glucurdnidos son mais estables nestas mostras, moito mais ca se estivesen a temperatura
ambiente, xa que ainda permanecen despois dos dous dias, ainda que sé unha fracciéon da

concentracion inicial.

Por ultimo, as mostras foron inxectadas co método cromatogréfico optimizado para os
precursores, para saber cal foi a cantidade de metabolitos que se transformaron en precursores.

Na Figura 25mdstrase o producido en funcién da cantidade que habia no inicio dos metabolitos.
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Figura 25: Formacion relativa dos precursores a 4°C.

Principalmente detectouse a presenza de BPS,pero nun 40%, valores menores aos detectados a

temperatura ambiente.Sé se apreciou formacion do BPF ao cabo de 48 h.
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Como conclusidon pddese afirmar que se poden empregar os sulfatos como marcadores de

exposicidn, pero non os glucurénidos, xa que se degradan para producir os BP orixinais.
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VI. FUTURO DESENVOLVEMENTO

A parte experimental quedou parada o 16 de marzo de 2020 debido a imposibilidade de ir ao
laboratorio pola pandemia do Covid-19. Os pasos que quedaban para a finalizacién do traballo

son descritos a continuacion:

1) Rematar a optimizacion da SPE: emprego de distintos volumes de elucidn, comprobar o
volume de rotura, outros cartuchos, cos que avaliar a extraccidon mais efectiva, etc.

2) Validacion instrumental: avaliar a repetibilidade e reproducibilidade instrumental, avaliar a
linealidade dos BPs e BPA-DG, e reavaliar a linealidade dalguns metabolitos.

3) Validacion do método global: recuperacién a varios niveis de concentracion en auga residual,
efectos matriz e limites de deteccidn e cuantificacion do método.

4) Aplicacion do método a mostras reais: por exemplo as mostras recollidas 0 11, 12, 13, 14 e 15
de marzo de 2020. Isto permitiria a avaliacion da exposicion que sofre a poboacién de

Santiago de Compostela aosbisfenois.
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VIl. CONCLUSIONS

Neste traballo iniciouse o desenvolvemento dun método analitico para a determinacidn de tres

bisfenois e varios dos seus metabolitos en mostras de auga residual. As principais conclusiéns do

traballo, ata onde se puido desenvolver debido ao confinamento, son as seguintes:

A determinacion dos bisfenois e os seus metabolitos mediante LC-MS é posible, pero para
iso é necesario empregar duas columnas con mecanismos diferentes: fase inversa para os
bisfenois e HILIC para os metabolitos (sulfatos e glucurdnidos) debido & stua maior
polaridade.

O método desenvolto presenta unha boa linealidade, repetibilidade e limites de deteccién
aceptables, ainda que a validacion instrumental non se puido completar para todos os
compostos.

Os bisfenois son estables en augas residuais e non xeran metabolitos. De igual maneira os
metabolitos conxugados con sulfato tamén son estables, mentres que os glucurénidos se
degradan a partir de 24 h para revertir nos bisfenoisparentais. Por tanto, os sulfatos
poderian empregarse como biomarcadores de exposicién en auga, pero non os
glucurdnidos.

Iniciouse o desenvolvemento dun método de SPE con cartuchos Oasis WAX, cuxos
resultados preliminares mostran que o método é prometedor para os sulfatos (excepto o
BPA-DS), mentres que a recuperacion en xeral para os glucurénidos seria moito peor.
Seria preciso rematar a optimizacion da SPE e validar o método para a sUa posterior

aplicacién a mostras de auga residual.

CONCLUSIONES

En este trabajo se inicid eldesarrollo de un método analitico para la determinacion de tres

bisfenoles y varios de sus metabolitos en muestras de agua residual. Las principales conclusiones

del trabajo, hasta donde se pudo desarrollar debido al confinamiento, son las siguientes:

La determinacién de los bisfenoles y sus metabolitos mediante LC-MS es posible, pero
para ello es necesario emplear dos columnas con mecanismos diferentes: fase inversa
para los bisfenoles y HILIC para los metabolitos (sulfatos y glucurdnidos) debido a su
mayor polaridad.

El método desarrollado presenta una buena linealidad, repetibilidad y limites de
deteccidn aceptables, aunque la validacion instrumental no se pudo completar para todos
los compuestos.

Los bisfenoles son estables en aguas residuales y no generan metabolitos. De igual
manera los metabolitos conjugados con sulfato también son estables, mientras que los

glucurdnidos se degradan a partir de 24 h para revertir en los bisfenoles parentales. Por

44



VII. CONCLUSIONS

tanto, los sulfatos podrian emplearse como biomarcadores de exposicidon en agua, pero
no los glucurénidos.

e Se inici6 el desarrollo de un método de SPE con cartuchos Oasis WAX, cuyos resultados
preliminares muestran que el método es prometedor para los sulfatos (excepto el BPA-
DS), mientras que la recuperacion en general para los glucurénidos seria mucho peor.

e Seria preciso terminar la optimizacion de la SPE y validar el método para su posterior

aplicacién a muestras de agua residual.

CONCLUSIONS

In that work was started the development of an analytical method for the determination of three
bisphenols and several of their metabolites in wastewater. The main conclusions of this work, as

far as it was developed due to the lockdown are:

e |t is possible to determine bisphenols and their metabolites by LC-MS, but two columns
with different mechanisms are required: reversed-phase for bisphenols and HILIC tforo
metabolites (sulfates and glucuronides), due to their greater polarity.

e The developed method provided good linearity, repeatability, and detection limits,
although instrumental validation could not be completed for all of compounds.

e Bisphenols are stable in wastewater and do not produce metabolites. In the same way,
sulfate conjugated metabolites are stables too, while glucuronides degradation occurs at
24 h to produce the parent bisphenols. Hence, sulfates could be used as exposure
biomarkers to be measured in water, but not glucuronides.

e The development of the SPE was started with Oasis WAX. Preliminary results indicate
thatthis sorbent provides promising results forsulfates (except to BPA-DS), but

glucuronides recovery was worse.

® |t is necessary to finalize SPE optimization and validate the method, in order to later on

apply it to the analysis of wastewater samples.
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