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Resumen

El uso de bisfenol-A (BPA) a nivel de la industria global se ha venido incre-
mentando en los últimos años, y fueron los mercados emergentes los impul-
sores de esta demanda creciente. Las aplicaciones de BPA en la industria 
de los alimentos y bebidas representan solo del 3 al 4% del consumo global 
de policarbonato, pero su uso está siendo reexaminado debido a que se co-
nocieron varios trabajos científicos que indican la existencia de una relación 
directa entre el BPA y los efectos adversos para la salud. La contaminación 
de los alimentos y bebidas se produce por migración del BPA desde los 
envases que los contienen (alimentos enlatados, vinos, etc.), y es la prin-
cipal fuente de exposición en el humano. Para evaluar dicha exposición se 
desarrolló y validó un método analítico por cromatografía gaseosa acoplada 
a espectrometría de masa para la cuantificación de BPA total en orina de 
mujeres embarazadas atendidas en el Hospital Italiano de Buenos Aires 
en el año 2013, con un límite de cuantificación de 2,0 ng/mL y un límite 
de detección de 0,8 ng/mL. De las 149 muestras de orina analizadas, el 
66,4% fueron cuantificables, con la mediana de BPA total de 4,8 ng/mL 
(4,3 ng/mg de creatinina) y la media geométrica de 4,8 ng/mL (4,7 ng/mg 
de creatinina).

Palabras clave: Bisfenol-A; Orina; Embarazo; Disruptor endócrino; Cromatogra-
fía gaseosa-espectrometría de masa

Bisfenol-A: quantification in urine of pregnant women by 
gas chromatography-mass spectrometry 

Abstract

The use of bisphenol-A (BPA) at the level of the global industry has been 
increasing in recent years, with emerging markets being the drivers of this 
growing demand. BPA applications in the food and beverage industry repre-
sent only 3 to 4% of the global consumption of polycarbonate, but its use is 
being reexamined because several scientific works were reported indicating 
the existence of a direct relationship between BPA and adverse effects on 
health. The contamination of food and beverages is produced by the migra-
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Introducción
El Bisfenol-A (bisphenol-A; BPA, por sus siglas en in-

glés) es un compuesto orgánico a partir del cual se pro-
duce policarbonato, un plástico ampliamente utilizado 
en la fabricación de recipientes para alimentos y bebi-
das. Las resinas epoxi también son elaboradas en su ma-
yoría a partir de BPA y son utilizadas como revestimien-
to de los contenedores de alimentos y bebidas (latas, 
cubas para almacenamiento de vinos, etc.), formando 
una película entre los alimentos y la superficie interna 
del recipiente metálico, que evita su corrosión e impide 
la migración de metal hacia los alimentos. Pero lo que 
no se puede evitar es la migración del BPA, aunque sea 
mínima, desde el revestimiento hacia los alimentos o 
bebidas. Por lo tanto, las personas están expuestas a pe-
queñas cantidades de BPA por el solo hecho de alimen-
tarse. Diversos estudios científicos le asignaron al BPA 
un rol biológicamente activo a muy bajas dosis (1), ya 
que posee la capacidad de unirse a receptores de estró-
genos (disruptor endócrino). Dichos trabajos indican 
una correlación estrecha entre el BPA y los efectos noci-
vos para la salud humana.

Por consiguiente, su uso en la industria alimenticia 
está siendo reexaminado, impulsado principalmente 
por la opinión pública, los medios de comunicación 
y los activistas medioambientales. Tanto la autoridad 
europea de seguridad alimentaria así como también el 
servicio de salud pública estadounidense están revisan-
do toda la información recolectada en los últimos años 
sobre el BPA (2) (3). Para ello se ha establecido un pe-
ríodo de uno a dos años durante el cual no se tomarán 
medidas correctivas extremas, sino que adoptarán una 
postura más laxa, para darle tiempo a la industria de 
materiales de embalaje de alimentos a que desarrollen 
propuestas alternativas al BPA que ayuden a la solución 
del problema.

El BPA se absorbe rápidamente en el tracto gas-
trointestinal y en una alta proporción luego de la in-
gesta oral a dosis bajas comparables con la exposición 
humana ambiental promedio. Prácticamente no sufre 
una biotransformación de fase I y es metabolizado en 
el hígado casi completamente por conjugación en una 
biotransformación de fase II con glucurónido (en ma-
yor proporción) y sulfato, los que le agregan hidrofili-
cidad al BPA y permiten su rápida excreción urinaria. 

tion of BPA from the containers that hold them (canned foods, wines, etc.) and it is the main source 
of exposure in humans. To evaluate this exposure, an analytical method was developed by gas chro-
matography coupled to mass spectrometry for the quantification of total BPA in urine of pregnant 
women treated at the Hospital Italiano de Buenos Aires in 2013, with a limit of quantification of 2.0 
ng/mL and of detection of 0.8 ng/mL. Of the 149 urine samples analyzed, 66.4% were quantifiable, 
with a median total BPA of 4.8 ng/mL (4.3 ng/mg creatinine) and a geometric mean of 4.8 ng/mL 
(4.7 ng/mg creatinine).

Keywords: Bisphenol-A; Urine; Pregnancy; Endocrine disruptor; Gas chromatography-mass spectrometry

Bisfenol-A: quantificação em urina de gestantes por cromatografia  
gasosa-espectrometria de massa

Resumo

O uso de bisfenol-A (BPA) ao nível da indústria global foi aumentando nos últimos anos, e foram 
os mercados emergentes que deram impulso a essa demanda crescente. As aplicações de BPA na 
indústria de alimentos e bebidas representam apenas 3 a 4% do consumo global de policarbonato, 
mas seu uso está sendo reexaminado visto que vários trabalhos científicos indicando a existência 
de uma relação direta entre o BPA e os efeitos adversos na saúde foram conhecidos. A contami-
nação dos alimentos e bebidas é produzida pela migração de BPA das embalagens que os contêm 
(alimentos enlatados, vinhos, etc.) e é a principal fonte de exposição em humanos. Para avaliar 
esta exposição, foi desenvolvido e avaliado um método analítico por cromatografia gasosa acoplada 
a espectrometria de massas para a quantificação do BPA total na urina de gestantes atendidas no 
Hospital Italiano de Buenos Aires em 2013, com um limite de quantificação de 2,0 ng/mL e um 
limite de detecção de 0,8 ng/mL. Das 149 amostras de urina analisadas, 66,4% foram quantificá-
veis, com uma mediana de BPA total de 4,8 ng/mL (4,3 ng/mg de creatinina) e a média geométrica 
de 4,8 ng/mL (4,7 ng/mg de creatinina).

Palavras-chave: Bisfenol-A; Urina; Gravidez; Disruptor endócrino; Cromatografia gasosa-espectrometria 
de massa
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La eficiente conjugación hepática del BPA libera al 
compartimiento plasmático niveles muy bajos de BPA 
libre (BPA-L) capaz de unirse al receptor estrogéni-
co. Por lo tanto, a la formación de BPA-glucurónido 
(BPA-G) y BPA-sulfato (BPA-S) se las considera como 
reacciones de desactivación o detoxificación, aunque 
existen recientes trabajos científicos que indican que 
el BPA-G puede también ser biológicamente activo (4) 
(5). En la orina existen niveles muy bajos de BPA-L y 
el principal metabolito presente es el BPA-G, por lo 
que se considera a la orina como el fluido corporal de 
elección para evaluar la exposición humana al BPA a 
través de la cuantificación del biomarcador más apro-
piado de exposición, el BPA total (BPA-T) (6). Para 
lograr resultados confiables y robustos, los métodos 
analíticos basados en espectrometría de masa son los 
más adecuados por su alta selectividad, sensibilidad y 
precisión (4) (6-10). El objetivo del presente trabajo 
es el desarrollo de un método analítico por cromato-
grafía gaseosa acoplada a un detector de espectrometría 
de masa (GC/MS) para la detección y cuantificación de 
BPA-T en orina de mujeres embarazadas, a partir de un 
procedimiento que incluye: hidrólisis enzimática, ex-
tracción con solvente orgánico del compuesto y su pos-
terior derivatización.

Materiales y Métodos

Materiales

El estándar de bisfenol-A (99%), la enzima beta-
glucuronidasa/sulfatasa (Tipo H-1 de Helix pomatia) y 
el derivatizante N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida 
(BSTFA) + 1% de trimetilclorosilano (TMCS) fueron 
adquiridos a Sigma-Aldrich (Argentina). El acetato de 
etilo (grado LC/MS) era de marca Carlo Erba, el aceta-
to de amonio de Fluka y el ácido clorhídrico de Merck. 
Se utilizó el sistema de agua ultrapura Sartorius Arium 
Pro y frascos para recolección de orina de 150 mL, libres 
de ftalatos y de BPA, certificados por el Laboratorio Del-
talab. El material de vidrio era nuevo y fue enjuagado 
con agua ultrapura.

Preparación de Estándares  
de Calibración

El estándar de BPA fue disuelto en acetato de etilo y 
se preparó una solución stock de 1,1 mg/mL. Se prepa-
raron las soluciones de trabajo por diluciones seriadas 
en acetato de etilo de la solución stock de BPA. Estas 
fueron utilizadas para realizar la curva de calibración 
de cinco niveles de concentración, en un rango de 2,0 
a 20,0 ng/mL. Las soluciones stock fueron almacenadas a 
4 ºC. Las soluciones de trabajo fueron almacenadas a 4 ºC 
y al abrigo de la luz por no más de una semana.

Recolección y preparación de muestras

Las muestras de orina por micción espontánea fue-
ron recolectadas en el ámbito hospitalario en un frasco 
de polipropileno (libre de BPA), con tres horas de re-
tención como mínimo y sin ayuno previo, luego fueron 
alicuotadas en tubos de polipropileno y conservadas 
en freezer a -80 ºC hasta el momento de su análisis en 
el laboratorio. Se analizaron en total 149 muestras de 
orina de mujeres embarazadas (de 11 a 16 semanas), 
mayores de edad, atendidas en el Hospital Italiano en-
tre agosto y septiembre de 2013. Se les explicaron los 
objetivos del estudio, se les garantizó la confidencia-
lidad y se obtuvieron sus consentimientos informados 
por escrito. Las muestras se recolectaron con la apro-
bación del Comité de Ética de Protocolos de Investiga-
ción del Hospital Italiano de Buenos Aires (CEPI, N° 
de Protocolo: 1592).

Procesamiento de las muestras

Para la cuantificación de BPA se utilizó un proce-
dimiento descripto anteriormente (7) (8) (10) con 
ligeras modificaciones. Se seleccionaron las muestras 
de orina cuya concentración de creatinina estaba 
comprendida entre 25 mg/dLy 360 mg/dL. Se colo-
có 1 mL de orina en un tubo de vidrio, se agregaron 
50 µL de la solución buffer de acetato de amonio 1 M 
(pH: 5,0) y 50 µL de β-glucuronidasa, se incubó por 24 
horas en baño de agua termostatizado a 37 ºC. Luego 
se agregaron 150 µL de ácido clorhídrico 4 N y 2 mL 
de acetato de etilo para realizar la extracción del BPA-T 
(BPA-L+ BPA-G). Para favorecer la misma se agitó la 
muestra en un vortex durante 4 minutos, luego fue 
centrifugada a 2.500 rpm y a 4 ºC por 5 minutos. Se 
obtuvo un sobrenadante que fue transferido a un vial 
de vidrio y evaporado a sequedad bajo corriente de 
nitrógeno. Para la derivatización se agregaron 100 µL 
de la mezcla BSTFA + 1% TMCS (reactivo sililante) 
al extracto seco y se incubó 30 minutos a 60 ºC en 
un bloque calefactor (calor seco). Se inyectaron 2 µL 
de la muestra derivatizada en el GC/MS a través del 
inyector automático.

La determinación de creatinina se realizó por el mé-
todo de Jaffé en un autoanalizador AU5800 de Beckman-
Coulter.

Separación y cuantificación

Todos los análisis de BPA se realizaron utilizando 
un equipo de cromatografía gaseosa marca Agilent Tech-
nologies modelo 7890A acoplado a un detector selectivo 
de masas de la misma marca, modelo 5975C TAD (GC/
MSD), y un automuestreador modelo 7693. Para la ad-
quisición de datos y procesado de espectros se utilizó 
el programa de control de instrumentos Agilent GC/
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MSD ChemStation. Para la separación cromatografía 
se utilizó una columna capilar Agilent J &W DB-5MS + 
DuraGuard (30 m x 0,250 mm ID, 0,25 µm film thick-
ness). Se programó la temperatura de la columna de 
la siguiente manera: la inicial fue de 150 ºC por 2 mi-
nutos y se incrementó a 30 ºC/minuto hasta 270 ºC, 
se mantuvo dicha temperatura final por 8 minutos. Se 
enjuagó (back flush) a 300 ºC por 8 minutos. Se aplicó 
un tiempo de espera del solvente (solvent delay) de 3 
minutos, antes del inicio del escaneo de masas, para 
proteger al multiplicador de iones del detector de una 
saturación. El tiempo total de corrida fue de 14 minu-
tos. Se utilizó helio de alta pureza como gas portador, 
a un flujo constante de 1 mL/min. La temperatura del 
inyector se fijó en 250 ºC, y el volumen de inyección 
fue de 2 µL en modo splitless. Las temperaturas tanto 
de la interfase GC/MSD como la de la fuente de iones 
fueron de 300 ºC, y la del cuadrupolo, de 180 ºC. La ener-
gía de ionización por impacto electrónico (EI) fue de 
70 eV. La adquisición de iones se realizó por el modo 
de monitoreo selectivo (SIM). Los iones monitoreados 
fueron el de m/z 357 para cuantificación, correspon-
diente al bis (trimetilsilil)-BPA desmetilado (M-15)+, y 
los de m/z 358, 360 y 372 para confirmación, este últi-
mo correspondiente al bis (trimetilsilil)-BPA (ion M+) 
(Fig. 1). Para la identificación y confirmación del BPA 
de las muestras, se utilizó el tiempo de retención (Tr) 
y la relación de áreas de pico de los iones de confir-
mación respecto del ion de cuantificación, parámetros 
obtenidos del estándar de BPA. Como dato adicional 
de identificación se realizó la búsqueda del espectro 
de BPA de la muestra en la biblioteca comercial NIST 
(Fig. 2). Se midió la concentración de BPA en cada 
muestra por interpolación del área de pico del analito 
en la curva de calibración.

Evaluación de la contaminación por BPA

Se analizaron diversos blancos de todos los materia-
les utilizados desde la obtención de la muestra, su alma-
cenamiento y posterior análisis. Se evaluaron los frascos 
contenedores de muestra, los tubos de vidrio, las puntas 
para pipetas, viales para automuestreador, solventes y 
reactivos, etc. Además, se analizó el aporte de BPA pro-
veniente del sistema GC/MSD. No se ha detectado la 
presencia de BPA por encima del límite de detección 
(LD) en ninguna de las pruebas realizadas.

Validación del método

Se utilizó un procedimiento basado en los criterios 
de validación publicados por la EMA (11). El método 
de GC/MS fue validado para selectividad, linealidad, 
límite de detección (LD), límite inferior de cuantifica-
ción (LIC), exactitud y precisión.

La selectividad fue evaluada por comparación del 
área del pico cromatográfico entre el blanco de mues-
tra y la muestra del estándar de calibración. El área 
del pico en el tiempo de retención esperado para 
cada analito en las muestras blanco debe ser menor 
al 20% del promedio de áreas de pico en las muestras 
del LIC.

La curva de calibración fue construida trazando el 
área de pico del analito medido en el eje de ordena-
das (eje Y) con respecto a la concentración nominal del 
analito en el eje de abscisas (eje X), para cada uno de 
los calibradores. 

Se realizó un análisis de regresión lineal por cuadra-
dos mínimos, y fueron calculadas la pendiente, la orde-
nada al origen y el coeficiente de determinación (R2) 
de la curva de calibración.

Figura 1. Cromatograma SIM y espectro de masa de BPA.
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El LIC del ensayo fue definido como la menor con-
centración de la curva de calibración que se podía 
cuantificar (LIC, relación señal/ruido (S/N) ≥5). El 
LD fue definido como la menor concentración que se 
podía detectar (LD, S/N ≥3).

Análisis de datos y estadística

Se utilizó el software ChemStation para generar la cur-
va de calibración que contiene: tiempo de retención 
(Tr), valores del área de la señal, y concentración para 
el analito en cada muestra. Los cálculos de la relación 
lineal entre áreas de señal y concentraciones se obtu-
vieron mediante regresión de mínimos cuadrados con 
factor de ponderación de 1/x2.

Para el análisis de datos se utilizó el programa Excel 
de Microsoft Office. Se calculó la media con su desviación 
estándar (DE), la media geométrica (MG), la desvia-
ción estándar geométrica (DEG) y la mediana, para el 
BPA-T ajustado y no ajustado por creatinina.

Resultados

Selectividad

El método analítico permitió diferenciar al BPA de 
otros componentes de la orina.

Linealidad, límites de detección y cuantificación

La curva de calibración resultó ser lineal entre 2,0 
y 20,0 ng/mL, con un coeficiente de determinación 
(R2) mayor de 0,99. El límite de detección fue de 
0,8 ng/mL y el límite de cuantificación fue de 2,0 ng/mL 
(ambos límites fueron analizados para BPA en 1 mL 
de orina).Todas las concentraciones de BPA de cada 
muestra se ajustaron por la concentración de creati-
nina en las mismas y se expresaron como ng/mg de 
creatinina para controlar las variables diluciones de la 
orina.

Precisión y exactitud

Estos parámetros se evaluaron sobre una muestra de 
control de calidad de 10 ng/mL, por quintuplicado de 
preparación e inyectadas por simplificado en una mis-
ma corrida. Se obtuvieron los siguientes valores: preci-
sión: 12,8% (expresado como coeficiente de variación 
porcentual CV%), exactitud: 10,3% (expresado como 
error relativo porcentual ER%).

Valores de BPA total hallados en orina

Se detectó la presencia de BPA-T en un 87,2% 
(130/149) del total de muestras analizadas. La me-
dia obtenida del total de muestras cuantificadas fue 

Figura 2. BPA: búsqueda y comparación con espectro de biblioteca.
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de 5,7 ng/mL (Desviación estándar: 4,3 ng/mL), y 
de 5,7 ng/mg (DE: 5,0 ng/mg) (valores ajustados por 
creatinina). Sólo tres muestras resultaron por encima 
del límite superior de cuantificación (LSC). En la Ta-
bla I están resumidos los valores obtenidos con el mé-
todo validado.

Discusión y Conclusiones

Se utilizó un método analítico de alta sensibilidad y 
especificidad para la detección y cuantificación de tra-
zas de BPA-T presente en la orina de mujeres embara-
zadas en su primer trimestre de gestación. El principal 
metabolito de BPA en orina es el BPA-G (alrededor del 
70% del BPA-T), le sigue en proporción el BPA-S (15%) 
y el resto es BPA sin conjugar (BPA-L) (4). Para liberar 
al BPA conjugado y obtener BPA-L se utilizó la enzima 
beta-glucuronidasa, que además de hidrolizar al BPA-G 
posee acción de sulfatasa. A pesar de que el pH utiliza-
do en la hidrólisis era óptimo para la acción de glucuro-
nidasa, es posible que se haya hidrolizado algo del BPA-S. 
Por lo tanto, el BPA-L obtenido luego de la hidrólisis 
enzimática representaría al total de BPA que ingresó en 
el organismo y se lo debe considerar como el único bio-
marcador de exposición suficientemente confiable en 
los estudios basados en la población (6). Además, en el 
caso particular de mujeres embarazadas, serviría como 
marcador indirecto de exposición fetal.

Se detectó la presencia de BPA en el 87,2% de las 
muestras de orina analizadas. Esto demuestra la omni-
presencia de este compuesto en la vida cotidiana y la 
dificultad de hallar muestras que sirvan de control de 
no exposición para la comparación de resultados. En lo 
estrictamente analítico, se deben extremar las medidas 
tendientes a minimizar la contaminación de BPA en los 
materiales utilizados en todo el proceso, desde la toma 
de muestra hasta el análisis cuantitativo.

Se cuantificó el 66,4% de las muestras analizadas, y 
se obtuvo para la concentración de BPA-T una mediana 
de 4,3 ng/mg de creatinina y de 4,8 ng/mL (sin ajuste). 
La MG (ajustada por creatinina) fue de 4,7 ng/mg, y de 
4,8 ng/mL (sin ajuste), y la DEG para ambas fue de 1,7 
(Tabla II).

Las concentraciones de creatinina fueron utilizadas 
también para determinar si la muestra urinaria de mic-
ción espontánea era válida.

En la Tabla III se comparan los valores obtenidos en 
este estudio con los publicados en la bibliografía. En su 
mayoría existe un alto porcentaje de detección de BPA 
(mayor del 80%) en las muestras de orina de mujeres 
embarazadas. En cuanto a los valores de MG y mediana, 
los autores creen que resulta inadecuada su compara-
ción con otros trabajos, debido a la variabilidad existen-
te entre las técnicas de procesamiento de muestras (el 
uso o no de hidrólisis enzimática, derivatización, etc.), 
en el análisis cromatográfico (cromatografía líquida o 
gaseosa) y en los diferentes tiempos de gestación en los 
cuales se recolectaron las muestras. Además, existe evi-
dencia científica que demuestra una baja correlación 
entre las mediciones seriadas de BPA urinario de una 
misma persona durante el embarazo (12). Esto es de-
bido a la naturaleza de la exposición al BPA (consumo 
episódico de alimentos y uso de productos), y a la cor-
ta vida media biológica del mismo (13). Por lo tanto, 
resulta imprecisa la estimación de exposición a largo 
plazo al BPA con el solo uso de una muestra puntual de 
orina (14).

Los resultados de este trabajo son los primeros datos 
obtenidos de BPA-T urinario en una población de mu-
jeres embarazadas de la Argentina, y deben ser tomados 
como el punto de partida para futuros ensayos toxico-
lógicos y ambientales que evalúen la exposición a largo 
plazo al BPA, y a muy bajas concentraciones, tanto en 
niños recién nacidos como en la población en general 
de la Argentina.

Tabla I. Resumen de los resultados obtenidos de BPA total en orina 
de mujeres embarazadas.

BPA total Valor de BPA (ng/mL) Cantidad de muestras (n) % del total

<LD Menor de 0,8 19 12,8

≥LD y <LIC De 0,8 a 2,0 31 20,8

Cuantificable De 2,0 a 20,0 99 66,4

Tabla II. Valores de BPA total urinario en mujeres embarazadas 
(menos de 12 semanas de gestación).

BPA total MG (DEG) Mediana Media (DE)

Ajustado por creatinina (ng/mg) 4,7 (1,7) 4,3 5,7 (4,3)

No ajustado (ng/mL) 4,8 (1,7) 4,8 5,7 (5,0)
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