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Resumen

México es el principal consumidor mundial de agua embotellada en envases
de Tereftalato de Polietileno (PET), por lo que es importante que el envase garantice
la salud del consumidor. El PET es el polimero mas usado como envase para
bebidas no alcohdlicas. ElI PET libera una sustancia conocida como Bisfenol A
(BPA). Se ha encontrado que esta sustancia afecta la actividad hormonal de los
seres vivos, lo cual, aumenta el riesgo de obesidad, diabetes o paro cardiacos. En
los ultimos anos, se han investigado los distintos factores que contribuyen a que la
sustancia migre al agua durante su tiempo de almacenamiento. Sin embargo, se
han presentado contradicciones en cuanto a los factores que contribuyen a la
liberacién de la molécula. En esta investigacion se analizaron tres tipos de agua
embotellada, de las cuales los factores a evaluar fueron: la marca, tiempo,
temperatura de almacenado, volumen y peso de la botella. Los efectos de los
factores fueron analizados con ANOVA. Solo la temperatura y el tiempo de
almacenado contribuyen a que el BPA migre a el agua. Los dos factores, tuvieron
una relacion positiva con la concentracion de BPA en el agua. Posteriormente se
hizo una investigacion en situacién de la vida real donde dos tipos de envases
fueron colocados en un auto durante una semana para comprobar el efecto de las
variables significativas mencionadas, las mediciones se hicieron diariamente. La
temperatura resulto no ser un factor importante ya que no llego a ser tan alta como
en la investigacion previa. Sin embargo, se detectd que el compuesto continua
migrando a través del tiempo. Los resultados sugieren que la investigacion acerca
del tema debe continuar para poder definir las condiciones de almacenamiento de
los productos almacenados en PET o cualquier otro polimero para alargar su

periodo de vida de util.
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Summary

Mexico is the main consumer of polyethylene terephthalate’s bottled water,
worldwide, therefore, containers shall warrant the client’s health. PET is known to
release Bisphenol A (BPA). BPA is reported to have effects on the hormonal activity
of living beings, that increases the risks of obesity, diabetes and heart attack. Shelf
life impact of BPA released in bottled water remains a research subject. Its
importance has increased during the last years, where, some contradictions have
been found in regards to factors of the molecule migration. In this research three
brands of bottled water were analyzed, where the factors to evaluate were: brand,
time & temperature of storage and volume & weight of the bottle. The effect of the
factors was analyzed with ANOVA. The results showed that only the temperature
and the time were significant factors for the BPA migration. Both have a positive
relationship with the concentration of the molecule in the water, i. e., the higher is
the temperature and time, the quantity of the molecule will be higher in the product.
Later these two factors were analyzed on a real-life situation by storing two types of
bottled water on a car during one week, the measurements were done daily. The
temperature was not significant in this case because it was not high enough to
influence the migration of the molecule, as the previous investigation. Nevertheless,
the concentration of the BPA increased through the time. The results suggest to
continue the investigation about the subject to define the best storage conditions for
food products in PET or any other polymer in order to prolong as much as possible

its useful life

(Keywords: Water, PET, BPA, temperature, time, migration.)
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1. INTRODUCCION

1.1.La importancia del uso del plastico como empaque en la industria
alimenticia.

En la industria alimenticia existen diversas actividades que buscan garantizar
la calidad del producto que se elabora, de las cuales, al empaque no se le ha
prestado la atencion necesaria ya que se percibe una fuente de desperdicio y no
genera ningun valor para el producto final. Sin embargo, el verdadero rol de este es
el de contribuir a tener una mejor distribucién del producto al mercado y evitar que
se contamine, golpee y facilite el almacenaje del producto final (Coles, 2011). Por
tal razéon, es vital analizar bien el material que se va emplear, el disefio y
caracteristicas funcionales para poder asi maximizar la vida de los alimentos y

satisfacer al cliente final (Navia, 2014).

En la actualidad los principales polimeros usados para los empaques de
alimentos son: polietileno (PE) de alta densidad (HDPE) y baja densidad (LDPE),
polipropileno (PP), poliestireno (PS), cloruro de polivinilo (PVC), Tereftalato de
polietileno (PET), en algunas ocasiones el etileno vinil alcohol (EVOH) y las
poliamidas (PA) que normalmente se conocen como nylon. Estos materiales estan
formados principalmente de monoémeros, oligdmeros, aditivos y residuos de
solventes (tintas y adhesivos) que por lo general son los que tienden a transferirse
a los alimentos, siendo los dos primeros los encargados de hacer toxico el producto.
En la elaboracion de dichos materiales suele haber aditivos como, plastificantes,
antioxidantes, estabilizantes, colorantes, entre otros (Navia, 2014). Por otra parte,
el uso de los plasticos también genero un problema de contaminacién dentro de los
alimentos ya que con las grandes particulas de los polimeros iban acompafadas de
otros compuestos de menor tamano los cuales eran capaces de transmitirse a
través del material hacia el producto y finalmente incorporarse a él (Sarmiento,
2012). Los plastificantes usados en la industria han sido objeto de estudio ya que
se caracterizan por tener baja toxicidad, pero contribuyen de gran manera a tener

un efecto carcinogénico debido a las particulas que liberan (Navia, 2014).



El fendmeno mencionado en el parrafo anterior se conoce como migracion,
el cual se considera como una de las principales interacciones del empaque con el
alimento, este consiste en que algunos componentes del empaque se transfieran al
producto durante los procesos de almacenamiento y/o preparaciéon. Este evento
constituye un problema para la industria de alimentos, no solo organoléptico sino
también toxicolégico. El problema es inevitable ya que se presentan en todos los
tipos de empaque incluyendo el vidrio, papel, cartén y metal, aunque en los plasticos
es donde se detectd por primera vez por lo que origind la investigacion del fendmeno
(Navia, 2014). Los factores que contribuyen a la migracion de particulas

provenientes de los polimeros como son los siguientes:

e Tamafio del migrante: La velocidad de migracién depende de del tamafio
molecular de la sustancia migrante (Sarmiento, 2012).

e Tipo de alimento: Se da mas rapido en los alimentos ricos en lipidos
(Sarmiento, 2012).

e Temperatura: Entre mayor es la temperatura mayor es la transmisién de
particulas (Sarmiento, 2012).

e Tiempo: Entre mas tiempo transcurra mayor sera la transmision de elementos
(Sarmiento, 2012).

e Tipo de polimero: La velocidad de intercambio de particulas varia de polimero
a polimero, donde generalmente se presenta una disminucion de la velocidad
(Sarmiento, 2012).

e Concentracion de aditivo en el plastico: Entre mas se tenga de algun aditivo
en la fusién del polimero mas se presentara el intercambio de particulas
(Sarmiento, 2012).

1.2. El agua embotellada en PET y su relacién con el Bisfenol A y su efecto
en los seres vivos.

En México no se cuenta con un correcto manejo de los recursos hidricos y el
servicio es ineficiente, segun expertos de la materia, afirman que el suministro no
es suficiente, regular y tiene baja calidad. El agua se surte de tres maneras en el
pais: red de servicio publico, agua embotellada y pipas. En base a datos de la
consultora Euromonitor International, México es el principal consumidor de agua
embotellada donde cada habitante en promedio consumié 163.5 litros, sin contar

bares y restaurantes. Estas cifras resultan un gran negocio para tres grandes las



cuales concentran el 82% del mercado del producto: Danone, Coca-Cola y PepsiCo
(Paullier, 2015).

En la actualidad el material mas usado para el envase del agua es el PET
(C. Bach, 2013). Durante las ultimas décadas, debido al bajo costo de la materia
prima, facil transportacion, tamafo y fuerza (Petrelli, 2006). EI consumo de agua
embotellada en dicho material se ha incrementado sustancialmente a nivel mundial
y ha remplazado efectivamente el agua de grifo en varios paises desarrollados
(IBWA, 2009). Debido al incremento en la popularidad del consumo de agua
embotellada, varias preguntas han salido acerca de la posible migracion de
componentes quimicos de las botellas hacia el agua contenida y en su caso si esto
posee un riesgo para los consumidores (Zare Jeddi, 2015). Estudios recientes han
demostrado que las botellas de PET pueden liberar sustancias daininas tal como el
Bisfenol A (BPA) en el agua (Santhi, 2012). Este compuesto se utiliza en la
produccion de plasticos como plastificante para que logren endurecer y evitar el
desarrollo de bacterias (Visakh, 2015).

El Bisfenol A (BPA), 4,4'-(propano-2,2-diil) difenol, es un quimico compuesto
que pertenece al grupo de fenoles, el cual tiene un hidroxilo residuo ligado
directamente a los anillos aromaticos. La presencia de los grupos hidroxilos en el
BPA determina su reactividad. Similar a otros fenoles, el BPA se puede convertir a
éteres, esteres sales (Flint, 2012). Su estructura quimica se muestra en la Figura
1.2-1. Tiene peso molecular de 228.29 g/mol, es de color blanco cristalino solido
con punto de fusién a 156°C y su punto de ebullicion a 220°C (a presion de 5 hPa).
El coeficiente de octanol de agua del BPA expresado en forma logaritmica es 3.32,
lo cual nos muestra que tiene buena solubilidad en grasas y baja en agua (cerca de
200 mg/dm?3 a 25°C).

CH,
7N/
"o Q "
CH,

Figura 1.2-1 Estructura quimica de BPA (Michatowicz, 2014).




La historia del BPA empezé en 1891, cuando el quimico ruso Aleksandr
Dianin sintetizo bisfenol A por primera vez, pero no fue hasta 1905 que se mencioné
oficialmente en un articulo cientifico escrito por Thomas Zincke. En la década de los
30s, el quimico britanico Charles Edward Dodds reconocié el BPA como un
estrégeno artificial debido a que sus propiedades son similares. En 1953, se
inventaron las resinas de policarbonato, las cuales para su produccion tienen que
utilizar el Bisfenol A lo que dio lugar a que lo seres humanos se encuentren en
contacto con la molécula. En 1960 el organismo americano encargado de la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) aprobd el uso del BPA en
productos para el consumidor, tal como: agua embotellada, biberones,
contenedores de comida y revestimientos epodxicos para alimentos y bebidas
contenidas en algun empaque metélico. En 1992 el Dr. David Feldman de la
Universidad de Stanford descubrié que el Bisfenol A puede migrar de los tubos de
prueba de policarbonato. La sustancia se encontraba en los especimenes
contenidos pos lo tubos, por lo que podia imitar la actividad del estrégeno en las

muestras y causar una respuesta celular imprevista en bajas dosis (Caliendo, 2012).

El Dr. Feldman en sus investigaciones hechas cinco afios después en la
Universidad de Misuri Columbia, encontré que la exposicidon a bajos niveles de BPA
puede dafar la prostata. Dado que los consumidores y los cientificos tuvieron un
fuerte interés en el tema, durante la siguiente década se hicieron mas de 100
publicaciones acerca de los problemas causados a la salud por dicha sustancia
(Caliendo, History of BPA, 2012). Dichos estudios demostraron que el consumo de
BPA es capaz de unirse a varios tipos de receptores, incluyendo receptores de
estrégeno y androgeno, asi como receptor de aril hidrocarburos y receptor de
peroxisoma proliferado-activado que esta asociado con las hormonas del sistema
endocrino y otros sistemas del cuerpo (Ziv-Gal, 2013). También se demostrd que el
BPA interrumpe la funciéon de varias hormonas incluyen las sexuales, leptina,
insulina y tiroxina, ademas de tener efecto hepatotoxico, inmunotoxico, mutagénico
y carcinogénico (Zeinab, 2012). Informacién reciente sugiere que la exposicion

humana al BPA eleva el riesgo de obesidad, diabetes y paro cardiaco (Teng, 2013).



La exposicion a largo tiempo a niveles bajos (0.05 mg/kg bw/Day) de BPA tiene

consecuencias fisiolégicas negativas (Erler, 2010).

Las primeras medidas hechas por varios paises fue prohibir el uso del BPA
en productos alimenticios, principalmente buscando defender a la parte de la
poblacién mayormente afectada: los nifios. En 2008, la Union Europea y Turquia
fueron los primeros en prohibir el uso del BPA en la produccién de biberones, asi
como la importacion, venta y publicidad de los biberones de policarbonato que
contienen la sustancia (Caliendo, History of BPA, 2012). Esta misma contramedida
fue implementada en Canada en el mismo afo, donde también se publicaron los
resultados sobre el dafio que genera el BPA, por lo que fue declarado como “téxico”
debido a su dafio en el ambito reproductivo, desarrollo humano y dafio ambiental
(Erler, 2010). Dinamarca y China, de manera mas radical, optaron por prohibir el
BPA en todos los productos alimenticios para bebés, mientras que Japdn, lo hicieron
por cambiar las resinas epoxicas de las latas con revestimientos libre de BPA. En
Estados Unidos en tan solo 13 estados, el distrito de Columbia y unas pocas
jurisdicciones locales, se aprobd la prohibicion para contenedores de formula de
alimento para bebés. La FDA apoyé la implementacion de acciones en la industria
para remover el BPA de los biberones, copas de alimentacion, latas con formula u
otras comidas enlatadas, sin embargo, no se presentd evidencia de que se hayan
implementado (EWG, 2015). En Francia en el afio 2014 se opt6 por prohibir el BPA

de todos los empaques de alimentos (Caliendo, 2012).

Al dia de hoy, se han creado limites para la cantidad de BPA que puede tener
la comida empaquetada. Ejemplo de esto son los estados Maryland, Connecticut,
Minnesota, Nevada y Vermont de Estados Unidos de América que limitaron la venta
y distribucion de desechables para comida, latas y alimento para bebé a 0.5 partes
por billon (ppb). A pesar de estas medidas, la FDA o alguna agencia regulatoria del
pais americano han restringido la sustancia en el pais. Japon tiene un caso similar,
siendo la comida empaquetada limitada a 2,500 ppb. La Unién Europea tiene una
restriccion similar a pesar de haber prohibido el BPA en los biberones, estableciendo

un limite de la sustancia de 600 ppb por kilogramo. Ambos valores son muy altos



en comparacioén de los niveles detectados en comida empaquetada y muy elevados
como para proteger la salud o cambiar radicalmente los procesos de produccion
alimenticia (EWG, 2015).

La exposicion al BPA también ha sido limitada, siendo Francia el unico que
cuenta con esta restriccion donde se esta limitado el consumo de 0.0025 ppb por
dia. Aun asi, no se es seguro ya que a pesar de las investigaciones que se han
hecho, es dificil determinar el nivel de BPA que no posee riesgo para nifos, mujeres
embarazadas u otro tipo de poblacion o inclusive el medio ambiente (EWG, 2015).
Lo unico que esta claro es que el BPA causa riesgos potenciales y varios paises ya
han regulado sobre este tema. La mayoria de los reglamentos propuestos se
refieren a la exposicion humana a través de materiales y envases que entran en
contacto con alimentos, pero varias naciones han evaluado los riesgos de

exposicion ambiental al BPA, tal como se menciono anteriormente (T. Ozdal, 2014).

En el caso de México, aun no se tienen normas que regulen la cantidad de
BPA en los productos alimenticios, debido a que la investigacion es escasa en el
pais y en los paises desarrollados tiene muy poco tiempo. en la Tabla 1.2-1 se
muestra la cantidad de investigaciones hechas en tres continentes (Arnold, 2013).
En la primera columna se indica los paises de los cuales se sintetiza las
publicaciones hechas, mientras que de la segunda a la cuarta columna que tipo de
agua se analizé. Los numeros fuera de los paréntesis muestran la cantidad de

estudios publicados y en paréntesis el total de muestras analizadas en estos.



Numero de estudios (numero de muestras) *

Pais Fuente de agua Fuente de agua
Agua potable . o
superficial bajo tierra
Norte América
Canada 3 (130+) 4(130+) 1(5)
México 0 0 1(2)
E.UA. 10(288+) 14(612+) 10(451)
Total 13(418+) 18(742+) 12(458)
Europa 1(164) **
Francia 1(2) 1(2) 0
Alemania 1(10) 0(0) 0
Italia 1(6) 1(8) 1(2)
Noruega 0 1(12) 0
Espana 1(7) 7(46+) 1(3)
Suecia 1(34) *** 0 0
Reino Unido 1(4) 2(70+) 0
Total 6(63) 12(138+) 3(169)
Asia
China 9(25) 4(80) 0
Iran 1(1) 0(0) 0
Singapur 1(1) 0(0) 0
Corea del Sur 0(0) 2(486) 0
Taiwan 0(0) 1(120) 0
Total 11(27) 7(686) 0
Total General 30(508+) 37(1566+) 15(627)

*Los valores mostrados es el total de estudios seguido por el numero de
muestras entre paréntesis. El numero actual de muestras es mas grande que
el reportado dado que algunos estudios no especifican la cantidad.

** 23 paises son representados

***La informacién no final, no se concluyo ciertos estudios.

Tabla 1.2-1 Estudios de BPA en varios Paises (Arnold, 2013)




1.3. Analisis quimico para medir cantidad de BPA

La molécula de Bisfenol A es encontrada en concentraciones muy bajas ya
que su concentracidon esta en unidades de nanogramos por litro, tal como se puede
inferir en base a las investigaciones mencionadas en el apartado anterior, por lo que
su cuantificacién no puede ser llevado a como técnicas comunes y se debe recurrir
a la quimica analitica. Esta es una ciencia de medicién basada en un conjunto de
ideas y métodos que son utiles en los campos de la ciencia y la medicina. Los
resultados de un analisis cuantitativo tipico se calculan a partir de dos medidas: el
volumen y la cantidad proporcional a la del analito en la muestra (masa, volumen,
intensidad luminosa o carga eléctrica). Los métodos analiticos se clasifican en base
a la segunda medida. Los métodos gravimétricos determinan la masa del objeto a
analizar o de algun compuesto que esté relacionado quimicamente con él. Los
métodos volumétricos cuantifican el volumen de la solucién que tiene un reactivo,
con el cual, se obtiene una reaccion. Los métodos electro analiticos comprenden la
medicion de las propiedades eléctricas tales como la diferencia de la potencia, la
corriente, la resistencia y la cantidad de carga eléctrica. Los métodos
espectroscopicos se basan en la medida de la interacciéon de la radiacién
electromagnética con los atomos del analito o en determinar la produccion de tal
radiacion por el analito mismo. En una ultima instancia, hay un grupo de varios
métodos que miden la proporcion de masa sobre carga de las moléculas en la
espectrometria de masas, porcentaje de descomposicion radiactiva, calor que
generan las reacciones, porcentaje de reacciones, conductividad térmica de las

muestras, actividad optica o indice refractivo (Skoog D. A., 2015).

La cuantificacion de Bisfenol A en particular se ha hecho con la aplicacion de
distintas técnicas mencionadas anteriormente, de las cuales destacan aquellas de
separacion cromatograficas analiticas. La mas destacada es la Cromatografia
Liquida de Alto Rendimiento (HPLC). Esta técnica consiste en que un liquido (fase
movil) circula en contacto con un sélido u otro liquido inmiscible (fase estacionaria),
al introducir la mezcla de sustancias en el corriente de fase movil, cada analito
avanzara a lo largo del sistema con una velocidad diferente que dependera de su

afinidad por cada una de las fases. Se tiene el supuesto que al terminar el recorrido
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por la columna cada una de las substancias introducidas en el sistema eludiran en
tiempo diferente, por ende, separadas (Skoog D. A., 2015). En un articulo publicado
por los laboratorios Agilent (2011) se explica como cuantificaron la molécula
contenida en el agua que estuvo en biberones de policarbonato, estos fueron
calentados con agua hirviendo durante 30 minutos. Durante el analisis se utilizo el
equipo Agilent 1260 Infinita LC junto con una columna Agilent ZORBAX Eclipse plus
C18; de igual manera, se emple6 la Cromatografia de Liquidos de Ultra Alto
rendimiento (UHPLC) con el fin de comparar ambos métodos, en este caso se utilizd
un sistema Agilent 1290 Infinita LC. En el estudio se encontré que el limite de
cuantificacion detectado en las soluciones contenia 1.06 ng/ml de BPA, con este
método se consiguid recuperar el 80% de la sustancia en los estudios de
recuperacion de muestra. En el UHPLC se encontraron picos mas altos y delgados,
tiene mejor resolucién y evita mas ruido en las mediciones por lo que hace mas facil

la interpretacién de graficos.

La Cromatografia de Gases/Masas (GC-MS) es otra técnica de separacion
cromatografica que se usa para cuantificacién del Bisfenol A. Esta consiste en que
las moléculas de la muestra entran a la fuente de ionizacién por el sistema de
entrada, estas se convierten en iones y a menudo se fragmentan en la fuente. Los
iones pasan después del analizador, donde se separan segun su relacién
masal/carga. Por ultimo, los iones separados llegan al detector de iones, donde
producen una sefal eléctrica que se registra y se representa graficamente en el
sistema de datos. (Skoog D. A., 2015). Una aplicacion de GC-MS es un estudio
hecho a aguas en tres rios en la India. Se buscé analizar tres componentes dentro
de los cuales se encontraba el BPA. Los limites de deteccién fueron desde 2.8 hasta

136 ng/L en el 100% de las muestras (Kumar Selvaraj, 2014).

En otros estudios, se ha analizado la cantidad de BPA a través de
espectrometrias de absorcion molecular dado que las cromatografias son de alto
costo. Las técnicas se basan en radiaciones de rayos ultravioleta, visible e infrarrojo
para identificar distintas especies inorganicas, organicas o bioquimicas. Estas

técnicas utilizan instrumentos llamados espectrofotdmetro que conformados por un



monocromador o un policromador en combinacién de un transductor para convertir
las intensidades de radiacion en sefales eléctricas, permitiendo asi, medir la
relacion entre la radiacién de dos rayos para poder medir asi la absorbancia (Skoog
D. A, 2015).

La espectroscopia infrarroja, en particular, es una poderosa herramienta para
determinar la estructura de compuestos organicos e inorganicos, ademas,
desempefia una funcién importante en el analisis cuantitativo (Skoog D. A., 2015).
Es particularmente la técnica adecuada para investigar la interaccion entre
moléculas debido a que permite cuantificar las conexiones de hidrogeno (Bin Fei,
2003). La técnica consiste que la radiacion primero golpea a un divisor escinde el
haz de la luz en dos partes iguales. Estos dos haces son reflejados sobre otros dos
espejos: Uno dispuesto frente a la trayectoria del haz original y el otro perpendicular.
En esta trayectoria se dispone la muestra y a continuacion el detector IR. La
absorcién completa se muestra descrita para cada longitud de onda por la
correspondiente disminucion de intensidad luminosa. (FEUM, 2016). Una aplicacion
de lo que recién se acaba de mencionar es un estudio donde se buscé cuantificar
el BPA en mezcla con PHBV. Se utilizé la Espectrometria Infrarroja con
Transformada de Fourier (FTIR) para verificar la presencia intermolecular de ambas
moléculas en base a los enlaces de hidrégeno. El espectro de absorcion de C=0 se
encontro que tiene tres tipos de enlace: amorfa, cristalina y enlace de H (Bin Fei,
2003). Un segundo ejemplo, es el espectro y los picos de absorcion del BPA se
pueden observar en la grafica FTIR; en esta los picos muestran una reconciliacion
razonable con factor de escala de 0.9679, a excepcidon de las vibraciones de
estiramiento de C-H y O-H (Ramzan Ullah, 2016).

En el caso de las espectrometrias ultravioletas y visibles, es probable que
esta sean las técnicas mas utilizadas para hacer analisis cuantitativos de los
laboratorios quimicos y clinicos de todo el mundo ya que son casi tan precisas como
un HPLC y tienen bajo costo (Yafeng Zhuang, 2014). Esta técnica consiste en elegir
una longitud de onda (nm) en base a la molécula a investigar por lo que se debe

investigar previamente que variables intervienen en la absorbancia. En seguida con
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la ayuda de un estandar o patron, se consigue la calibracion para el andlisis
fotométrico (Skoog D. A., 2015). Un ejemplo de la aplicacion de esta técnica, es la
tesis de Benecyo de la Universidad Bautista de Ouachita en la cual utilizdé un
espectrofotometro UV/VIS para medir BPA. Se analizaron distintos empaques
utilizados en los productos cotidianos, estos fueron llenado con agua y metanol en
proporcion 1:1. Los rangos utilizados de absorbancia para medir la curva de
calibracién fueron 255.1 y 272.3 nm, las cuales resultaron con una correlacién de
0.9923 y 0.9988, respectivamente, midiendo con una precisién de 0.48-120 ug/ml.
En este caso se compard con un HPLC, con el cual, se obtuvieron resultados
similares lo cual indica que es un método razonable para la medicion de BPA con el
hecho de que este es muy rapido, con costo accesible y facil de manipular a

comparacién del HPLC (Benecyo, 2016).

1.4.Factores que contribuyen a la liberacién de BPA.

El andlisis y resultados de las fuentes del Bisfenol A que se han estudiado en
la actualidad han sido muy distintos. Una de estas es la teoria de que la molécula
proviene del agua antes de ser embotellada, como, por ejemplo, en el estudio hecho
por V.A. Santhi (2012) investigd la cantidad de BPA contenida en el agua potable,
el agua para tomar y el plasma humano en el rio Langat de Malasia. En el 93% de
las muestras de agua potable se presentd BPA variando entre los limites de
cuantificacion 1.3 a 215 ng/L, en el caso de las aguas cerca de zonas industriales y
comerciales los niveles fueron mayores 6 veces; este estudio es similar a uno hecho
por S.Y. Wu (2010) con los sedimentos el rio Amarillo en China donde se encontré
en promedio una concentracion de 46.7 ng/L de BPA. En el caso para el agua de
tomar hecho por Santhi se detect6 que el BPA estaba entre las cantidades de 3.5y
59.5 ng/L, siendo las muestras obtenidas de dispositivos conectados a tubos de
PVC vy filtros de agua las que presentaron los niveles mas altos. Con respecto al
tercer analisis, solo el 17% de las muestras de plasma tuvieron niveles detectables
de BPA entre el rango de 0.81 y 3.65 ng/L (Santhi, 2012).
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La temperatura es un factor de control que también se ha analizado para
saber si esta influye en la liberacion de BPA. En un estudio hecho por Casajuana
(2003) donde se cuantifico la cantidad de 5 esteres Ftalatos contenida en el agua
embotellada, asi como también durante su distribucion, dentro de las se incluyo el
Bisfenol A. El proceso consistid en colocar botellas de agua mineral y agua en PET
y PE a 30°C durante 10 semanas, las mediciones se hicieron al inicio y al final del
experimento. Se concluy6 que no todos los esteres estudiados se liberan gracias a
la temperatura, el BPA entre ellos. Caso similar se encontrdé en un estudio hecho
por T. Toyo'oka (2000) donde al agua mineral embotellada en PET se midi6 la
cantidad de la molécula antes y después se ser calentada durante 8 horas a 50°C;

las mediciones se mantuvieron entre 3y 10 ng/I.

Resultados contrarios se han presentado en otros estudios a los del parrafo
anterior, como por ejemplo, en un estudio donde S. H. Nam (2010) estudi6 la
cantidad de BPA liberada de biberones de policarbonato (PC) reutilizados mas de
100 veces con agua entre temperaturas de 40y 100 °C. La cantidad de la sustancia
encontrada fueron 0.03 ppb y 0.13 ppb a 40°C y 95°C, respectivamente. Sin
embargo, la cantidad encontrada después de 6 meses fue 0.18 ppb y 18.47 ppb a
40°C y 95°C, respectivamente. Los niveles de BPA incrementaron rapidamente

cuando se utilizé temperatura por encima de los 80°C.

Otros estudios obtuvieron resultados similares, como el caso de V.A. Santhi
(2012) quien analizé agua mineral embotellada de PET expuesta a 25°C y 50 °C.
Después de 3 dias las muestras almacenadas a temperatura ambiente mostro
niveles mas bajos (3.3+2.6 ng/L) en comparacion de aquellas almacenadas a
temperatura mas alta (11.3£5.3 ng/L) con una diferencia significativa entre las
medias de ambos niveles. Un tercer y ultimo ejemplo, es un estudio que hizo Y. Fan
(2014) en China en el cual se analizaron 16 marcas de agua embotellada en PET.
Los niveles de BPA detectados después de 1 semana de almacenado fueron 0.26-
18.7, 0.62-22.6 y 2.89-38.9 ng/L a 4, 25 y 70°C respectivamente. La liberacién de

Bisfenol A incremento considerablemente hasta haber tenido 4 semanas de
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almacenaje, después la tasa liberacién fue decreciendo por lo que se entendié que

esta se vuelve estable con el tiempo.

Existen otros factores en lo que se ha encontrado que también contribuyen a
la liberacién de BPA, uno de estos es el caso del estudio hecho por S.H. Nam donde
analiz6 si afecta el reutilizar la botella. Después de reutilizar 60 veces el envase,
cerca ser usado durante 3 meses, la liberacion de la sustancia incrementa con una
tasa de 4.6 x 10 2 ppb/vez (Nam, 2010). Y. Fan (2014) también investigo si el
gramaje o espesor de las botellas afectan en la liberacion de BPA tal como se
encontré en un estudio se encontré que la correlacion entre estas variables es
significativa (valor p < 0.02) en las primer y segunda semana de almacenamiento,
pero asi para para una cuarta. El color de la botella también ha sido evaluado para
la deteccion de sustancias cancerigenas, en un estudio P. Westerhoff (2008)
encontré que las botellas de color claro liberan cuatro veces mas que aquellas de
color azul, sin embargo C. Reimann (2012) encontré que las botellas azules y verdes

liberan mas que las claras.

En base a lo que se ha investigado hasta el dia de hoy, es importante tomar
en cuenta el tipo de envase en el que se produce agua embotellada con la finalidad
de garantizar el producto a los consumidores, principalmente en México como
principal consumidor de dicho producto (Paullier, 2015). Cabe destacar que la mayor
parte de este tipo de agua se distribuye en garrafones de PC, el cual es un material
conocido por liberar BPA en grandes cantidades (Guart A. W., 2013). Un ejemplo
de esto, es el estudio Nam (2010) mencionado anteriormente, en el cual, se
concluye que la tasa aumenta con la reutilizacion de los envases. Las condiciones
de almacenamiento son un factor clave para la interaccién entre el envase y el
producto contenido, por lo que también deben ser analizadas para asegurar la
calidad del producto. Dentro de los factores, la temperatura tiende a jugar el papel
mas importante ya que en la mayoria de los alimentos es un factor clave para la
preservacion de estos. Las caracteristicas de las botellas también son importantes
ya que pueden reducir la tasa liberacion de BPA debido a que estas son las

encargadas de lidiar con el medio donde se encuentra almacenado el producto.
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2. OBJETIVOS

2.1.HIPOTESIS

En la produccién y comercializacion de agua embotellada en México se usa
como material del envase el PET, el cual por ser un polimero, se sabe que en su
elaboracion se utiliza el Bisfenol A. Este compuesto durante el almacenamiento del
producto migra al contenido, generando un efecto contraproducente a la salud del
consumidor ya que afecta la actividad hormonal y aumenta el riesgo de tener
obesidad, diabetes o tener un paro cardiaco. Con el fin de controlar la ingesta de
este material al cliente, es necesario analizar los factores que interactuan con el

producto (temperatura, espesor del envase, color) durante su almacenamiento.

2.2.0BJETIVO GENERAL

Evaluar los factores de almacenamiento que contribuyen a la migracion de
Bisfenol A en el agua embotellada en PET en condiciones controladas y analizar el

efecto que tienen en condiciones de la vida real aquellas fuentes significativas.

2.3.0BJETIVO PARTICULAR

e Determinar y comparar los factores que contribuyen a la migracién de
BPA en el agua embotellada en PET.

e Medir la migracién de BPA hacia el agua a través del tiempo.

e Observar y analizar los efectos de los factores significativos en
condiciones de la vida real.

e Publicar un articulo acerca del tema para fomentar la investigacion
acerca del tema.
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3. METODOLOGIA

La investigacion de las variables que afectan a la contaminacion del agua
embotellada por Bisfenol A, inicié por seleccionar 3 tipos de botella de PET y ser
colocadas en a diferentes temperaturas de almacenado. Las diferencias entre las
distintas botellas de PET y las temperaturas permitieron definir los niveles para cada
nivel de las variables de control del experimento, tal como se establece en la Tabla
3-1. En la primera columna se muestra cada una, mientras que la segunda su
respectivo nivel. El disefio de experimentos (DoE) seleccionado fue un 33 ya que se
tomaron en cuenta tres tipos de botellas y tres temperaturas de almacenado,
teniendo asi un tamafo de muestra igual a 27. Las mediciones a las muestras
seleccionadas se hicieron semanalmente para poder medir la migracion de BPA

generada durante un mes.

° A
Botella . B
. C
. . 250 ml
Contenido . 500 ml
Color y Azul
° Transparente
o 4°C
Temperatura o 25°C
. 60 °C
Masa Gramos

Tabla 3-1 Marcas y temperaturas seleccionadas para analizar la liberacién de BPA.

La cuantificacién de la molécula se hizo a través de un espectrofotémetro
UV/VIS con celdas de SUPRASIL. Las muestras fueron almacenadas en viales de
vidrio esterilizadas con la finalidad de evitar la contaminacién de las mismas. Para
la curva de calibracién fue necesario con el estandar de BPA provisto por Sigma-
Aldrich y metanol de 99+% de pureza, tal como lo hizo Jean Eudes Benecyo
(Benecyo, 2016). Con estos materiales se preparan soluciones con concentraciéon
conocida de la molécula en intervalos de 50 ng/L en el rango de 0 a 250 ng/L de

BPA. La absorbancia fue medida a una longitud de onda de 269 nm.
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Los datos obtenidos fueron analizados a través de la técnica de ANOVA con
su respectiva comprobacion de supuestos: normalidad, homogeneidad de las
varianzas, balanceo en tamano de muestra, independencia y prueba de poder.
Todos los supuestos se cumplieron a excepcion de la homogeneidad de las
varianzas, por lo que se procedid a analizar cada variable de control por separado
con la aplicacion de la prueba no paramétrica Kruskal-Walis, en el caso de la
variable numérica (masa) se hizo a través del coeficiente de correlacién de Pearson.
El resultado fue que solo el tiempo y temperatura de almacenamiento son factores

significantes para la migracion de BPA de la botella al agua contenida por el envase.

La experimentacién continuo analizando a través de un DoE general donde
se analiz6 la cantidad de BPA migrada en situaciones extremas de la vida diaria. En
este caso se utilizaron cinco botellas de color azul y cinco de color transparente con
el mismo contenido (ml), estas fueron colocadas en el auto del investigador en vez
de una incubadora de ambiente controlado. Las mediciones se hicieron diariamente
durante cinco dias. Esto se repiti6 dos veces para comprobar el efecto de la
temperatura, para la cual, en este caso se tomod en cuenta el promedio del dia. Los
resultados fueron analizados a través de un ANOVA, el cual cumplié con todos los
supuestos. La conclusion fue que solo el tiempo de almacenado es un factor

significativo para la migracion de BPA.

El diagrama de proceso del experimento se muestra en la Figura 3-1, en él
se puede apreciar de manera sintetizada cada uno de los puntos redactados
anteriormente. En el diagrama de la izquierda se observa el proceso que
corresponde a la fase 1, en la cual las botellas fueron almacenadas a temperaturas
controladas. El diagrama de la derecha muestra las etapas de la fase 2, siendo

expuestas las botellas a temperatura de la vida real dentro de un automovil.
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Figura 3-1 Diagrama de bloques del experimento.

3.1.DEFINICION DEL PROBLEMA.

El consumo de agua embotellada en México es una actividad la cual se lleva
a cabo dia a dia, siendo el pais el principal consumidor mundial de este producto
(Barragan, 2016). La mayor parte del agua comercial purificada se almacena en
envases plasticos, principalmente en presentaciones menores a 20 litros suele
utilizarse el PET. Sin embargo, los plasticos al ser sustancias quimicas sintéticas,
llevan diversas sustancias para su sintesis de las cuales durante los ultimos afios
se ha descubierto son dafinas para el consumo de los seres vivos. Una de las
sustancias mas estudiadas en los ultimos afos es el Bisfenol A, ya que se ha
demostrado que contribuye a que las personas tengan un paro cardiaco, generen
obesidad o diabetes y afecta la actividad hormonal de todos los seres vivos,

alarmante en los de temprana edad ya esta es intensa en ese periodo.

Las caracteristicas de la botella que almacena el producto es una causa raiz
que levanta sospechas. Se ha planteado que el BPA se encuentra ya en el agua

antes de ser envasada, lo cual lleva a los productores a verificar sus practicas de
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produccion; si esta aseveracion fuera la Unica verdadera, los niveles del Bisfenol A
en el producto embotellado no deben aumentar a través del tiempo. Hay otros
estudios que demuestran que la molécula es liberada gracias a la temperatura en la
que se encuentra almacenada la botella, pero otro lado, también existen evidencias
para afirmar lo contrario lo cual propone a continuar estudiando acerca de este
tema. El color del envase se encuentra en una situacién semejante. Por otra parte,
el espesor y la masa de la botella cuentan con un escaso analisis, demostrando que
estas caracteristicas significativas durante las primeras 2 semanas después de
haberse envasado el producto. Por ultimo, también se ha estudiado que el reutilizar
los envases plasticos aumenta la liberacién de BPA después de cierta frecuencia,
pero esta variable no deberia preocupar a los productores de agua embotellada ya

que el producto se comercializa para usarse una Unica vez.

Los hallazgos mencionados en el parrafo anterior, deben alertar a los
productores de agua embotellada en PET ya que el producto esta expuesto a la
contaminacion por diversas sustancias, dentro de las que destaca el BPA. Sin
embargo, los estudios deben continuar para tener mayor evidencia y determinar qué

caracteristicas de las botellas contribuyen a este fenébmeno.

3.2.LINEA BASE.

Esta investigacion se fundamenta en las publicaciones previamente
revisadas, en las cuales denotan la importancia del consumo del Bisfenol A en la
salud los seres humanos y de la relacién que tienen las caracteristicas de los
envases de PET y sus condiciones almacenamiento. Los factores de control que se
escogieron en la investigacion fueron aquellos que se considera que el producto se
encuentra en mayor interaccion. Estos son: la temperatura y el tiempo de

almacenado, el color y la masa del envase y el tipo de botella.
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3.3.TRATAMIENTOS Y DISENO EXPERIMENTAL.

Los tratamientos y el disefio experimental fueron definidos en base a la
revision de la literatura. El modelo experimental presentado en la Figura 3.3-1
resume las variables que se encuentran relacionadas entre las botellas de PET y la
liberacién de BPA. Como variables de entrada se tiene el agua (marca) y la botella
en la que esta esta almacenada. Las variables controladas en el experimento son
la temperatura de almacenamiento, la masa y color de la botella y el tiempo que
llevan almacenadas. Los rayos UV se clasifica como variable de ruido ya que en la
literatura se tiene como factor, pero por condiciones de disposicion de equipo no se
podra agregar al experimento. La variable respuesta a medir sera la cantidad de

BPA en nanogramos sobre litro (ng/L).

Variables de control
|

Temperatura Masa Color Tiempo

Agua Liberacién de BPA por parte de el .
Botella :> envase de PET Cam"zsglﬁf BPA

Rayos UV

Variables de ruido

Figura 3.3-1 Modelo general del proceso.

3.3.1. Tratamientos.

En este experimento se consideré 9 tratamientos obtenidos de un disefo
factorial 33, en el cual las variables de control son: tiempo, temperatura, color y masa
del envase y tipo de botella. En la Tabla 3.3.1-1 se muestra la tabla experimental en
la cual se detalla cada tratamiento; en la primera columna se especifica el nimero

de tratamiento correspondiente, a continuacién, se indica el tipo de botella que
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almacena el agua a analizar, seguido de la cantidad contenida en dicho envase. A
partir de la cuarta columna se detalla los tres niveles de temperatura. Como variable
cuantitativa se tiene el espesor, expresada en milimetros. Con respecto al ultimo
tratamiento, se indica el color de manera cualitativa. En cada tratamiento se

analizaron tres réplicas.

Contenido Temperatura Peso

Tratamiento Botella (°C) Q) Color Replicas
1 A 500 4 P1. Azul 3
2 A 500 25 P-. Azul 3
3 A 500 65 Ps. Azul 3
4 B 250 4 P4 | Transparente 3
5 B 250 25 Ps. | Transparente 3
6 B 250 65 Pe. | Transparente 3
7 C 250 4 P; | Transparente 3
8 C 250 25 Ps. | Transparente 3
9 C 250 65 Po. | Transparente 3

Tabla 3.3.1-1 Tabla experimental del planteamiento inicial.

El experimento requiri6 una segunda fase para comprobar la migracién de
BPA en una situaciéon extrema de la vida diaria. Esta situacion se definié por dejar
las botellas dentro del coche del investigador y medir la migraciéon de la molécula
durante cinco dias continuos, llevado a cabo en dos semanas distintas. En el nuevo
planteamiento eligieron tres factores de control: Tiempo de almacenado,
Temperatura promedio del dia y color de la botella; la temperatura promedio del dia
se tom6 como una variable numérica. Se seleccionaron botellas de color azul y
transparente que contuvieran 250 ml, tomando como muestra cinco de cada una
para cada semana. En la Tabla 3.3.1-2 se muestra la tabla experimental empleada
en este caso. En la primera columna esta representado el numero de muestra,
seguida del dia de la semana, la siguiente columna muestra la temperatura

promedio del dia y en la ultima el color de la botella.
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, Temperatura
Dia de la semana Promedio (°C) Color

n
1,2,3,4,5 L, M, Mi,J,V T1, T2, T3, T4, Ts Azul
6,7,8,9, 10 L, M, Mi, J,V Te, T7, Ts, To, T1o Azul

11,12, 13, 14,15 L, M, Mi, J,V Tq, T2, T3, T4, T5 Transparente

16, 17, 18, 19, 20 L, M, Mi, J,V Ts, T7, Ts, To, T1o Transparente

Tabla 3.3.1-2 Tabla experimental fase 2 del experimento.

3.3.2. Tamano de la muestra.

El tamano de la muestra quedo delimitado por la capacidad de las
incubadoras de temperatura controladas empleadas en el experimento y los viales
disponibles. Las incubadoras tuvieron espacio para un numero maximo de nueve
botellas mientras que los viales disponibles fueron 27 de 5 ml. Dadas estas
condiciones se decidié tener un tamafio de muestra igual a tres por cada
tratamiento. En el caso de estudio de situacién de la vida real, se defini6 como cinco
ya que en el analisis de los datos de la primera semana se obtuvo un poder de la

prueba con valor igual a 1.

3.3.3. Diseiio Experimental.

El experimento se desarroll6 de la siguiente manera:

1. Un dia antes del inicio del experimento, se configuraron las tres incubadoras
disponibles a las tres temperaturas especificadas por cada nivel del
tratamiento: 4, 25 y 65 °C.

2. Eldia delinicio de la experimentacion, se compraron las aguas embotelladas
que serian objeto de estudio y se colocaron en las incubadoras con un
tamano de muestra igual a tres.

3. Una semana después de haber colocados se tomé las botellas en la
incubadora, se tom6 3 ml de cada envase con la ayuda de una micropipeta y
se coloco en los viales de vidrio. Las botellas volvieron a ser colocadas en
las incubadoras una vez que el experimentador haya obtenido la muestra.

4. Los viales fueron analizados con el espectrofotometro UV/VIS en las
instalaciones de la U.N.A.M Campus Juriquilla del Centro de Ciencia de
Fisica y Tecnologia aplicada.

5. Los resultados fueron almacenados digitalmente en Excel.
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Las actividades del punto tres al cinco fueron repetidas hasta obtener las
mediciones de la cuarta semana después de haber iniciado el experimento.
Los resultados fueron almacenados en Excel para su analisis en R.

Al analizar los resultados, se desed observa la cantidad de migracién de BPA

en situaciones extremas de la vida diaria. La investigacion continuo q través de

colocar botellas de los dos colores seleccionados con la misma cantidad de liquido

en el auto del investigador durante dos semanas. Por lo que el experimento siguio

de la siguiente manera:

8. Se compraron las botellas de 10 botellas de color azul y 10 botellas de color

transparente. Se seleccionaron 5 de cada una y fueron llevadas al en el
mismo espectrofotometro utilizado anteriormente.

Las botellas azules contenian 500 ml por lo que con la ayuda de un matraz
aforado de 250 ml se les retiro dicho volumen. De esta manera las muestras
color azul contenian el mismo volumen que aquellas de color transparentes.
El resto de las botellas quedaron almacenadas en sombra en el area de
becarios de la Maestria en Ingenieria en Calidad y Productividad de la U.A.
Q.

10.El agua fue analizada durante 5 dias laborales consecutivos (lunes a
viernes). Cada dia se tomé 3 ml para la medicion por triplicado.

11.Los pasos 8 y 9 fueron repetidos con el resto de las botellas que quedaron

pendientes de monitoreo.

12.Las mediciones fueron almacenadas en Excel para su analisis en R. Los

datos acerca de la temperatura promedio diaria fue obtenida en el sitio de
meteored.mx (Meteored, 2017).

3.4.MUESTRAS.

3.4.1. Muestras seleccionadas para su medicidn.

Las botellas seleccionadas se tomaron botellas en presentacion de 250 y 500

ml producidas en la Universidad Auténoma de Querétaro. En el caso de la marca

comercial, se compraron las muestras en presentaciones de 250 ml un dia antes de

ser introducidas en el ambiente controlado. Para la segunda fase del experimento,

se compraron diez botellas de la marca comercial analizada anteriormente y diez

botellas de la UAQ azules llanadas Unicamente con 250 ml.
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3.4.2. Preparacion de las muestras.

Las muestras utilizadas en este proyecto fueron agua embotellada en
distintos envases con finalidad de comparar distintas caracteristicas del envase de
PET que contribuyen a la liberacion de BPA en el agua. Cada tipo de envase se
colocd en ambientes controlados a 4, 25 y 65 °C por triplicado para dar una mayor
fiabilidad a los resultados. Las incubadoras fueron estabilizadas un dia antes de su
medicién siendo monitoreadas cada dos horas con el fin de asegurar su estabilidad.
Al obtener muestras de cada envase el contenido fue modificado para tener una
proporcion 1:1 metanol:agua con la finalidad de disolver el BPA y facilitar su lectura
en el espectrofotometro UV (Benecyo, 2016). El uso de metanol es necesario ya

que es el soluto de la molécula a estudiar.

En el caso del estudio de vida real, los envases fueron colocados en una caja
de cartdon atras del asiento del piloto. Las muestras de agua se tomaron

directamente sin tener que usar los viales como anteriormente se habia hecho.

3.5.EXPERIMENTACION.

3.5.1. Lugar del experimento y materiales.

Lugar

Las muestras fueron almacenadas en las incubadoras ubicadas en la
Facultad de Quimica con direccion Cerro de Las Campanas, s/n, Las Campanas,
Centro Universitario, C. P. 76010 Santiago de Querétaro, Qro. Se encuentra en la
latitud Norte 20° 35’ 29.467" y la longitud Oeste 100° 24’ 39.368” a una altura del
nivel del mar de 1828 m. Las mediciones fueron hechas en las instalaciones de la
U.N.A. M. Campus Juriquilla en las instalaciones del Centro de Fisica Aplicada y
Tecnologia Avanzada (C.F. A. T. A.). La direccion de las instalaciones es Blvd.
Juriquilla 3001, Juriquilla La Mesa, C. P. 76230 Juriquilla, encontrandose en la
latitud Norte 20° 42’ 4.961” y la longitud Oeste 100° 26’ 48.366” a una altura del

nivel del mar de 1930 m.
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Materiales

e 9 botellas de 250 ml de la U.A.Q.

* 19 botellas Bonafont de 250 ml.

* 19 botellas de 500 ml de la U.A.Q.

» Bisfenol A de grado HPLC (99%+) CAS No.: 80-05-7
* Metanol de grado HPLC (99%+).

* Agua destilada.

Equipo

* Espectrofotometro UV/VIS Perkin Elmer Lambda 35.
* 2 celdas de SUPRASIL de 10 mm.

* 3 Incubadoras de temperatura controlada.
* Bascula (precision de 0.001 gr).

* Probetas graduadas.

e Matraz aforado de 500 ml.

* Matraces aforados de 100 ml.

* Micropipeta (precision de 100 a 1000 pl).
* Viales de viales de muestreo (5 ml).

e Capsula de porcelana

* Gotero.

* Guantes.

e Cubreboca.

* Plumas

e Marcador permanente.

e Computadora.

» Software: Lambda 35, R, Microsoft Office.

3.6.Condiciones del experimento.

Los reactivos utilizados fueron almacenados a temperatura ambiente en el
laboratorio sin corriente de aire. Todos los objetos de cristal fueron calentados en
un horno a 120°C durante 2 horas para asegurar que estos estén secos. Las
muestras seleccionadas fueron por triplicado en el refrigerador a 4°C, en la primera
incubadora a 25 ° C y en la segunda a 65°C, tal como se indicé en la tabla

experimental.
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Las botellas en la segunda fase del experimento fueron colocadas detras del
asiento del piloto del investigador para simular un comportamiento en la vida real.
Las semanas seleccionadas para hacer el analisis fueron: la primera, del 18 al 22
de Septiembre de 2017, y la segunda, del 25 al 29 de Septiembre de 2017.

3.7.Condiciones del equipo.

La cantidad de BPA se determind con el Espectrofotometro UV/VIS Perkin
Elmer Lambda 35 y empleando el software Lambda 35, el cual fue provisto por el
mismo proveedor del equipo utilizado. El espectrofotometro tiene una resoluciéon en
el rango de longitud de onda de 225 a 800 nm. En el caso del experimento solo se
utilizo los valores de absorbancia entre 240-300 nm dado que esta es el area donde

se presenta la absorcion del Bisfenol A.

Las celdas utilizadas fueron de SUPRASIL del mismo proveedor del equipo
utilizado, no se pudo utilizar otro material dado que absorbe el rayo UV tal como se
muestra en la Figura 3.7-1. Esta grafica fue compartida por el proveedor, en la cual
se observa que los unicos materiales que no absorben el UV en el rango a utilizar
son el SUPRASIL y el SUPRASIL 300.

Transmision de celdas vacias de distintos materiales

Longitud de onda 1 (nm)
Nimero de onda (cm™')

03 4200 5000
13 2500 2000

Figura 3.7-1 Rango de absorcién de los materiales para celdas para espectrofotdmetros UV/VIS.
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3.8.SISTEMA DE MEDICION.

3.8.1. Medicidn en el espectrofotometro UV/VIS.

La cuantificacion del Bisfenol A se hizo a través de utilizar un
espectrofotometro UV/VIS Perkin EImer Lambda 35 y celdas de SUPRASIL de 10
mm, las cuales pueden contener 3 ml de muestra. Al inicio del dia en el cual se
midieron las muestras, se prepararon dos celdas de metanol:agua destilada en
proporcion 1:1; esto se hizo con la finalidad de poder definir la linea base. Se analiz6
que la variacion de porcentaje de transmitancia se encontrara en el rango de 99.5%
y 100.5%.

Una vez establecida la linea base, el siguiente paso fue retirar la celda que
contenia la muestra preparada, dejando una de las que se habia preparado
anteriormente como blanco en el espacio sefialado en la Figura 3.8.1-1. La
extraccion del liquido contenido anteriormente se hizo a través de utilizar un gotero.
Esto tuvo la finalidad de evitar de que el liquido se derrame en las paredes de la
celda lo cual causa que el investigador tenga que limpiar de nuevo la celda pudiendo
causar un poco de ruido. Enseguida, se tomé con la micropipeta 1 ml de la muestra
de agua que se desed medir y se coloco en el espacio designado para la lectura de
la muestra sefalado en la Figura 3.8.1-1; de igual manera con el metanol para

obtener asi una proporcion 1:1. Este proceso se repitido en cada medicion.

7.

Blanco

Figura 3.8.1-1 Lugar donde se colocan la celda del blanco y la celda de la muestra que se desea

medir.
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3.8.2. Determinacién del punto de absorcion del BPA en el

espectrofotometro UV/VIS.

La forma de cuantificar al emplear el Espectrofotometro UV/VIS es a través
de comprobar el punto donde la molécula absorbe el rayo de luz que pasa a través
de celda. Dicho punto se obtuvo al preparar muestra saturada (sin cantidad
conocida) de BPA (99%+) en metanol (99%+). Se tom6é 1 ml de la solucion
preparada y se colocoé en la celda para su medicidon. Se hizo una lectura de
transmitancia en el rango de 220 a 400 nm, después se extrajo con la ayuda de la
micro pipeta 1 ml de la celda que contenia la mezcla saturada y se le agrego 500 pl
de agua destilada y 500 pl de metanol 99%+; esto se repitié durante 10 veces hasta
llegar a la proporcidon 1:512 de la medicién inicial. Las curvas obtenidas de las
distintas diluciones se muestran en la Figura 3.8.2-1, las cuales estan denotadas
con un color diferente especificado en el cuadro de acotaciones. En el eje x se
coloco la longitud de onda emitida por el espectrofotometro UV/VIS y en el eje y el
porcentaje de transmitancia que pasa a través del vial que contiene la muestra. En
la mezcla saturada inicial (1:1), el rango de longitud de onda (nm) donde se observé
que la transmitancia fue muy amplia, pero al irse diluyendo la concentracion este
fue reducido. En la Figura 3.8.2-2, se muestras las curvas de las ultimas tres
diluciones hechas, en esta se observé que el BPA tiende a tener su punto de

absorcién en la longitud de 269 nm (denotado con la linea vertical de color azul).
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Mezcla Saturada
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Figura 3.8.2-1 Curvas obtenidas de la dilusién de una mezcla saturada de BPA 99%+ en Metanol
99%+ y Agua Destilada.

Mezcla Saturada

100
L
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nsmitar
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1:256
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Figura 3.8.2-2 Zona donde la transmitancia se reduce debido al BPA.

3.8.3. Cuantificacion en espectrofotometro UV/VIS.

Todas las mediciones que se hicieron fueron por triplicado con el fin de
mejorar la precision. La celda utilizada para el espectrofotémetro fue llenada a dos
terceras partes de su capacidad, aproximadamente 2 ml de contenido. Utilizando
del software Lambda 35 se llevo a cabo la lectura de porcentaje de transmitancia en

el rango de longitud de onda de 240-300 nm.
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3.8.4. Analisis del sistema de medicion.

La validacion del sistema de mediciéon se llevd a cabo por el proveedor del
espectrofotometro UV-VIS dado que debido a la precision del instrumento es
necesario llevarlo por un laboratorio especializado y no validarlo por técnicas como
el R&R cruzado. En el apartado 6.1 se muestra el certificado de calibraciéon emitido,
en el cual se demuestra que el equipo cuenta con la sensibilidad necesaria. Por otra
parte, la practica en este tipo de mediciones se sugiere hacer por triplicado debido
a que al basar los resultados en una sola medicion existe un error relativo que va
del 1 al 5%, haciéndolo de esa manera ese porcentaje se reduce a solo unas
décimas (Skoog D. A., 2015).

3.8.5. Curva de calibracion.

Las concentraciones para la curva de calibracion se prepararon en el
laboratorio. El primer paso fue tomar una capsula de porcelana y colocarla en la
bascula para tararla. Una vez tarada se tomo el estandar de BPA 99%+, se
seleccién una particula y se colocé en la capsula, pesando 1.5 mg. La particula fue
colocada en el matraz aforado de 500 ml junto con metanol 99%+ y agua destilada
en proporcién 1:1 para preparar la solucidbn madre cuya concentracion fue de
300,000 ng/L.

Los niveles de la curva de calibracion fueron definidos en base las cantidades
encontradas en la revision de la literatura efectuada en los Antecedentes. Estas se
encuentran resumidas en la Tabla 3.8.5-1. La primera columna hace referencia la
fuente bibliografica, la segunda y tercera columna la cantidad minima y maxima de
BPA encontrada en cada estudio, respectivamente. En el experimento de Santhi se
encontré la cantidad maxima de BPA, de la cual fue 215 ng/L (Santhi, 2012)
mientras que en el experimento de Nam se encontra la menor cantidad, 0.03 ng/L
(Nam, 2010). Por lo tanto, los niveles seleccionados para obtener la curva de

calibracién fueron los siguientes: 250, 200, 150, 100 y 50 ng/L.
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Cantidad de BPA (ng/L)

Bibliografia Min. Max.
Toyo'oka, 2000 3 10
Wu, 2010 N/A 46.7
Nam, 2010 0.03 0.18
Nam, 2010 0.13 18.47
Santhi, 2012 0.7 5.9
Santhi, 2012 6 16.6
Santhi, 2012 1.3 215
Santhi, 2012 3.5 59.5
Santhi, 2012 0.81 3.65
Fan, 2014 0.26 18.7
Fan, 2014 0.62 22.6
Fan, 2014 2.89 38.9
Kumar Selvaraj, 2014 2.8 136

Tabla 3.8.5-1 Cantidad de BPA (ng/L) encontrada en las diversas bibliografias.

Los niveles fueron preparados en matraces aforados de distinta capacidad
ya que la cantidad de la solucion madre a diluir en el Metanol 99%+ tenia que estar
entre 0.1 a 1 ml debido a la capacidad de la micropipeta utilizada. Con la aplicacion
de la ecuacion de dilucion [1] se estimo las cantidades para cada nivel, donde: V2
corresponde a la capacidad del matraz, C1 la concentracion de la solucién madre y

C2 la concentracion a preparar para la curva de calibracion.
1V = GV, [1]

En la Tabla 3.8.5-2 se muestran las condiciones para preparar cada nivel de
la curva. Estos estan sefialados en la primera columna, mientras que en la segunda
de indica la cantidad de solucion madre tomada para preparar cada nivel de la curva.
En la tercera columna se muestra la capacidad del matraz aforado utilizado. El
procedimiento se llevd a cabo de la siguiente forma: El investigador us6 la
micropipeta para tomar el volumen de la solucién madre acorde a la concentracion
y lo vacio en el su respectivo matraz, después este fue llenado con metanol 99%+
y agua destilada en proporcidon 1:1 hasta tener completar el volumen

correspondiente.
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Concentracion Cantidad de solucién madre Capacidad del Matraz

(ng/L) ) l)
250 0.21 250
200 0.17 250
150 0.13 250
100 0.17 500
50 0.17 1000

Tabla 3.8.5-2 Concentraciones para la preparacion de los niveles de la curva de

calibracion.

Las concentraciones fueron medidas por triplicado para disminuir la
incertidumbre de las mediciones. Una vez que se obtuvieron todas las curvas de
transmitancia, se tomaron los valores obtenidos en 269 nm los cuales estan
indicados en la Tabla 3.8.5-3. En la Figura 3.8.5-1 se muestra el diagrama de
dispersion de los datos obtenidos, en el cual, el eje de la abscisa representd la
concentracion de BPA (ng/L) y en el eje de la ordenada el porcentaje de absorcion.
El siguiente paso fue trazar una recta de regresion con los datos obtenidos, de la
cual su ecuacioén es esta es: y= 99.9446 — 0.0065x + ¢. Las comprobaciones de los

supuestos de regresidon se encuentran mas adelante.

Concentracion Transmitancia (%)
(ng/L) 2

0 99.99 99.94 99.97
50 99.65 99.59 99.66
100 99.28 99.28 99.23
150 98.92 98.89 98.95
200 98.71 98.64 98.67
250 98.34 98.32 98.35

Tabla 3.8.5-3 Transmitancia obtenida de concentraciones conocidas para obtener la curva de

calibracion.
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Curva de Calibracion

100.0

985

Figura 3.8.5-1 Curva de Calibracion.

3.8.6. Medicion de las muestras.

La cantidad de BPA fue determinada por el porcentaje de transmitancia
detectado en el espectrofotometro, estas hechas por triplicado y en base al punto
seleccionado para fijar la curva de calibracion. Con la micro pipeta se tomd6 1 ml de
la muestra a medir y se coloco en la celda del espectrofotometro, después se tomé
1 ml de metanol 99+% y se verti6é en la misma celda. El siguiente paso fue colocar
la celda para la medicién asegurando que esta esté libre de suciedad y burbujas.
Una vez hecha la medicion, se retir6 el contenido con la ayuda de un gotero para
evitar que el contenido se derrame en las paredes y permita continuar con la
siguiente medicion. Al obtener los tres valores de transmitancia se estimo un

promedio y con la curva de calibracion se determind la cantidad de BPA (ng/L).

3.9. ANALISIS ESTADISTICO.

3.9.1. Curva de Calibracion.

La curva de calibracion obtenida en el apartado 3.8.5, es una recta que se
ajusta a las nubes de puntos obtenidos con la finalidad de minimizar el error medio
al hacer los prondsticos. La cantidad de BPA se estim6 en base al porcentaje de

transmitancia. Por lo tanto, es necesario comprobar los supuestos que debe cumplir
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cualquier recta de regresion. En la Tabla 3.9.1-1 se muestra el resumen numérico
de la curva obtenida. La recta cuenta con coeficiente de R? igual a 0.9953 y R?-
ajustada a 0.9950, lo cual, nos dice que la recta es predictiva y muy precisa lo que
permite pronosticar la cantidad de BPA (ng/L) en base al porcentaje de
transmitancia obtenido por el espectrofotometro UV/VIS. En referencia la
significancia del modelo, se hizo una prueba F multiple a los factores de la ecuacion,

en la cual las hipdtesis son:
Ho: Bo= P4
Ha: Bo # P1

La hipdtesis alternativa Ho se rechaza con un 95% de confianza ya que se
tiene una probabilidad menor a 2.2 x 10-'® de que los coeficientes no pronostiquen

la cantidad de BPA cuando esta es cierta.

Coeficientes:
Estimados Est. Error t Valor-p
(Intercepto) 99.9446032 0.0169165 5908.1 <2e-16
concentracion -0.006499 0.0001117 -58.16 <2e-16

Error estandar de residuales: 0.04048 con 16 grados de libertad
R? multiple: 0.9953, R? ajustada: 0.995

Tabla 3.9.1-1 Resumen numérico de la curva de calibracion.

Los residuales se muestran graficados en la Figura 3.9.1-1. La
independencia de estos se puede observar en las graficas donde se encuentran los
valores ajustados (ambas representadas en el lado izquierdo). Por otra parte, la
normalidad no se aprecia muy bien de manera grafica dado que los puntos que se
ubican cerca del cuantil tedrico O estan alejados de la curva de normalidad. Dado
esta situacion, la normalidad se comprobd con la prueba no paramétrica de

normalidad Shapiro-Wilk, en la cual las hipotesis son:
Ho: Los residuales se distribuyen de manera normal

Ha: Los residuales no se distribuyen de manera normal
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El resultado de la prueba se muestra en la Tabla 3.9.1-2, con el cual, se tiene
suficiente evidencia estadistica para no rechazar con 95% de confianza la hipétesis
nula ya que el valor-p es de 0.7215. Esto demuestra que los datos se distribuyen de
manera normal. Con esta prueba queda demostrado que la normalidad se cumple

en los residuos del modelo de regresion.

Figura 3.9.1-1 Residuales de la curva de calibracion.

Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk

w 0.96608

Valor-p 0.7215

Tabla 3.9.1-2 Prueba de normalidad Shapiro-Wilk para los residuales de la curva de

calibracion.

3.9.2. Efectos de los Factores.

Los resultados obtenidos al medir la cantidad de BPA en las botellas
almacenas se presentan en la Tabla 3.9.1-2. En la primera columna se indica el
numero del sujeto experimental, seguido del contenido que tienen el envase, la
temperatura de almacenado, el tipo de botella y el color de la botella. La botella A

corresponde a el agua producida por la U.A.Q. en presentacion de 500 ml, la botella
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B es la presentaciéon de 250 ml y la botella C hace referencia a la marca comercial
Bonafont en presentacion de 250 ml. Cada botella fue pesada con la ayuda de una
bascula con precision de centésimas de gramo, estos valores se indican en la sexta
columna. La columna con en el encabezado “Sem” se indica la semana en que se
hizo la medicion, en la cuales, cada semana corresponde a 7 dias después de
haberse almacenado. Las columnas con mediciones, estas son las mediciones
hechas por triplicado como se especificd anteriormente. Por ultimo, al final se

muestra el promedio de las tres mediciones hechas.

n  Cont(ml) | Temp (°C) | Bot Color Peso(g) | Sem Mediciones

1 500 4 A | Azul 20.04 1 69.38 | 64.69 | 63.12 | 65.73
2 500 4 A | Azul 19.95 1 6156 | 63.12 | 67.81 | 64.16
3 500 4 A | Azul 20.2 1 2719 | 31.87 | 30.31 | 29.79
4 250 4 B | Trans | 17.96 1 31.87 | 24.06 | 17.81 | 24.58
5 250 4 B | Trans | 18.17 1 0 3.75 0 1.25

6 250 4 B | Trans | 18.22 1 19.37 | 17.81 6.87 14.68
7 250 4 C | Trans 16.95 1 8.44 219 0 3.54

8 250 4 C | Trans | 16.91 1 3.75 13.13 | 11.56 9.48

9 250 4 C | Trans | 16.75 1 0 10 6.87 5.62

10 500 25 A | Azul 20.2 1 33.44 | 39.69 35 36.04
11 500 25 A | Azul 20.12 1 4281 | 41.25 | 45.94 | 43.33
12 500 25 A | Azul 20.02 1 74.06 | 75.62 | 64.69 | 71.46
13 250 25 B | Trans | 17.99 1 2719 | 25.63 | 38.13 | 30.32
14 250 25 B | Trans | 17.97 1 25.63 22.5 24.06 | 24.06
15 250 25 B | Trans | 18.03 1 24.06 | 25.63 | 27.19 | 25.63
16 250 25 C | Trans | 16.94 1 35 33.44 | 31.87 | 33.44
17 250 25 C | Trans | 16.81 1 20.94 | 20.94 | 16.25 | 19.38
18 250 25 C | Trans | 16.79 1 8.44 5.31 0 4.58

19 500 60 A | Azul 19.4 1 20.94 | 24.06 | 33.44 | 26.15
20 500 60 A | Azul 19.72 1 55.31 | 55.31 | 67.81 | 59.48
21 500 60 A | Azul 20.19 1 30.31 | 31.87 | 30.31 | 30.83
22 250 60 B | Trans | 18.13 1 81.88 | 78.75 | 86.56 82.4

23 250 60 B | Trans | 18.26 1 81.88 | 88.12 | 74.06 | 81.35
24 250 60 B | Trans | 18.25 1 80.31 | 89.69 | 94.37 | 88.12
25 250 60 C | Trans | 16.94 1 66.25 | 77.19 | 70.94 | 71.46
26 250 60 C | Trans | 16.38 1 125.63 | 124.06 | 122.5 | 124.06
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27 250 60 C | Trans | 16.98 1 99.06 | 100.62 | 105.31 | 101.66
1 500 4 A | Azul 20.04 2 80.31 | 81.88 | 86.56 | 82.92
2 500 4 A | Azul 19.95 2 74.06 | 7719 | 81.88 | 77.71
3 500 4 A | Azul 20.2 2 30.31 | 31.87 35 32.39
4 250 4 B | Trans | 17.96 2 38.13 35 31.87 35

5 250 4 B | Trans | 18.17 2 25.63 | 33.44 | 28.75 | 29.27
6 250 4 B | Trans | 18.22 2 28.75 | 38.13 | 33.44 | 33.44
7 250 4 C | Trans | 16.95 2 0 8.44 5.31 4.58
8 250 4 C | Trans | 16.91 2 17.81 | 20.94 | 13.13 | 17.29
9 250 4 C | Trans | 16.75 2 14.69 8.44 6.87 10
10 500 25 A | Azul 20.2 2 4594 | 39.69 | 41.25 | 42.29
11 500 25 A | Azul 20.12 2 81.88 | 89.69 | 89.69 | 87.09
12 500 25 A | Azul 20.02 2 74.06 72.5 74.06 | 73.54
13 250 25 B | Trans | 17.99 2 35 41.25 | 42.81 | 39.69
14 250 25 B | Trans | 17.97 2 41.25 | 49.06 | 44.37 | 44.89
15 250 25 B | Trans | 18.03 2 44.37 | 49.06 47.5 46.98
16 250 25 C | Trans | 16.94 2 36.56 | 38.13 | 49.06 | 41.25
17 250 25 C | Trans | 16.81 2 56.31 | 56.88 | 64.69 | 58.96
18 250 25 C | Trans | 16.79 2 31.87 | 36.56 | 30.31 | 32.91
19 500 60 A | Azul 19.4 2 86.56 85 89.69 | 87.08
20 500 60 A | Azul 19.72 2 85 85 77.19 82.4
21 500 60 A | Azul 20.19 2 105.31 | 97.5 97.5 100.1
22 250 60 B | Trans | 18.13 2 86.56 | 83.44 | 92.81 87.6
23 250 60 B | Trans | 18.26 2 91.25 | 9437 | 92.81 | 92.81
24 250 60 B | Trans | 18.25 2 94.37 | 89.69 | 91.25 | 91.77
25 250 60 C | Trans | 16.94 2 136.56 | 127.19 | 128.75 | 130.83
26 250 60 C | Trans | 16.38 2 125.63 | 127.19 | 124.06 | 125.63
27 250 60 C | Trans | 16.98 2 156.87 | 156.87 | 167.81 | 160.52
1 500 4 A | Azul 20.04 3 91.25 | 86.56 | 91.25 | 89.69
2 500 4 A | Azul 19.95 3 92.81 | 99.06 | 89.69 | 93.85
3 500 4 A | Azul 20.2 3 42.81 | 4594 | 41.25 | 43.33
4 250 4 B | Trans | 17.96 3 135 135 127.19 | 132.4
5 250 4 B | Trans | 18.17 3 70.94 | 56.88 | 61.56 | 63.13
6 250 4 B | Trans | 18.22 3 91.25 | 100.62 | 99.06 | 96.98
7 250 4 C | Trans | 16.95 3 3.75 8.44 2.19 4.79
8 250 4 C | Trans | 16.91 3 22.5 10 25.63 | 19.38
9 250 4 C | Trans | 16.75 3 22.5 13.13 | 20.94 | 18.86
10 500 25 A | Azul 20.2 3 117.81 110 114.69 | 114.17
11 500 25 A | Azul 20.12 3 102.19 | 105.31 | 102.19 | 103.23
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12 500 25 A | Azul 20.02 3 135 138.13 | 130.31 | 134.48
13 250 25 B | Trans | 17.99 3 114.69 | 114.69 | 116.25 | 115.21
14 250 25 B | Trans | 17.97 3 114.69 | 113.13 | 117.81 | 115.21
15 250 25 B | Trans | 18.03 3 86.56 | 86.56 | 89.69 87.6

16 250 25 C | Trans | 16.94 3 70.94 | 75.62 | 77.19 | 74.58
17 250 25 C | Trans | 16.81 3 78.75 | 70.94 | 75.62 75.1

18 250 25 C | Trans | 16.79 3 52.19 | 58.44 60 56.88
19 500 60 A | Azul 19.4 3 147.5 | 149.06 | 145.94 | 147.5
20 500 60 A | Azul 19.72 3 163.13 | 163.13 | 155.31 | 160.52
21 500 60 A | Azul 20.19 3 164.69 | 172.5 | 167.81 | 168.33
22 250 60 B | Trans | 18.13 3 145.94 | 144.37 | 147.5 | 145.94
23 250 60 B | Trans | 18.26 3 160 147.5 | 145.94 | 151.15
24 250 60 B | Trans | 18.25 3 117.81 | 130.31 | 113.13 | 120.42
25 250 60 C | Trans | 16.94 3 180.31 | 188.12 | 189.69 | 186.04
26 250 60 C | Trans | 16.38 3 177.19 | 180.31 | 186.56 | 181.35
27 250 60 C | Trans | 16.98 3 181.88 | 189.69 | 181.88 | 184.48
1 500 4 A | Azul 20.04 4 92.81 | 92.81 | 95.94 | 93.85
2 500 4 A | Azul 19.95 4 111.56 | 102.19 | 102.19 | 105.31
3 500 4 A | Azul 20.2 4 53.75 | 58.44 | 58.44 | 56.88
4 250 4 B | Trans | 17.96 4 147.5 | 136.56 | 145.94 | 143.33
5 250 4 B | Trans | 18.17 4 106.88 | 119.37 | 114.69 | 113.65
6 250 4 B | Trans | 18.22 4 135 130.31 | 133.44 | 132.92
7 250 4 C | Trans | 16.95 4 4437 | 39.69 | 45.94 | 43.33
8 250 4 C | Trans | 16.91 4 31.87 | 39.69 | 17.81 | 29.79
9 250 4 C | Trans | 16.75 4 38.13 | 36.56 | 28.75 | 34.48
10 500 25 A | Azul 20.2 4 175.62 | 170.94 | 169.38 | 171.98
11 500 25 A | Azul 20.12 4 178.75 | 178.75 | 178.75 | 178.75
12 500 25 A | Azul 20.02 4 1563.75 | 139.69 | 149.06 | 147.5
13 250 25 B | Trans | 17.99 4 122.5 | 120.94 | 130.31 | 124.58
14 250 25 B | Trans | 17.97 4 131.87 | 130.31 | 131.87 | 131.35
15 250 25 B | Trans | 18.03 4 120.94 | 122.5 | 130.31 | 124.58
16 250 25 C | Trans | 16.94 4 92.81 | 102.19 | 95.94 | 96.98
17 250 25 C | Trans | 16.81 4 103.75 110 100.62 | 104.79
18 250 25 C | Trans | 16.79 4 100.62 | 95.94 | 92.81 | 96.46
19 500 60 A | Azul 19.4 4 239.69 | 2475 | 238.13 | 241.77
20 500 60 A | Azul 19.72 4 235 236.56 | 236.56 | 236.04
21 500 60 A | Azul 20.19 4 225.63 | 227.19 | 219.37 | 224.06
22 250 60 B | Trans | 18.13 4 210 217.81 | 214.69 | 214.17
23 250 60 B | Trans | 18.26 4 217.81 | 203.75 | 208.44 | 210
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24 250 60 B | Trans 18.25 4 163.13 | 163.13 | 163.13 | 163.13
25 250 60 C | Trans 16.94 4 217.81 | 213.13 | 220.94 | 217.29
26 250 60 C | Trans 16.38 4 228.75 | 242.81 | 227.19 | 232.92
27 250 60 C | Trans 16.98 4 203.75 | 208.44 | 211.56 | 207.92

Tabla 3.9.2-1 Resultados de la primera fase de la investigacion.

Los datos obtenidos fueron analizados a través de un Analisis de Varianza
(ANOVA). Las variables independientes seleccionadas para medir la cantidad de
BPA fueron: la temperatura, el tiempo, la botella, peso y el color; cabe destacar que
el contenido y el color son covariantes ya que sus variables respuesta es la misma.
En el analisis se utilizé una confianza del 95% (o= 0.05) en el que las hipétesis son

las siguientes:
Ho: El factor de control es significativo
Ha: El factor de control no es significativo

El primer ANOVA se muestra en la Tabla 3.9.2-2. En este las interacciones

no fueron analizadas ya que los factores no estan relacionados entre si.

F.V GL SC CM F Valor-p

Color 1 5883 5883 6.5 0.0123
Temp 2 145985 72992 80.648 <2e-16
Botella 1 2676 2676 2.957 0.0886
Peso 1 123 123 0.136  0.7128

Tiempo 3 161016 53672 59.301 <2e-16
Residuales 99 89602 905

Total 107 405285 136251
Tabla 3.9.2-2 ANOVA del primer modelo.

El ANOVA muestra que el peso de la botella no tiene influencia significativa
en la migracion de BPA en el agua embotellada, esta afirmacion tiene 71.28%
(representado por el valor-p) de que sea verdad. Esta situacion requirié hacer un
segundo analisis en el cual no se encuentre dicha variable. EIl ANOVA del segundo

modelo se muestra a continuacion en la Tabla 3.9.2-3.
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F.V GL SC CM F Valor-p

Color 1 5883 5883 6.557 0.0119
Temp 2 145985 72992 81.351 <2e-16
Botella 1 2676 2676 2.983 0.0872

Tiempo 3 161016 53672 59.818 <2e-16
Residuales 100 89726 897

Total 107 405286 136120
Tabla 3.9.2-3 ANOVA del segundo modelo.

El nuevo analisis muestra que la botella no es significancia en la liberacién
de BPA dado que su valor-p es 0.0872, lo cual, es mayor al a utilizado en la
investigacion. Esto conllevd a volver a hacer el ANOVA, el siguiente paso se hizo

sin tomar en cuenta la botella; en la Tabla 3.9.2-4 se presenta el nuevo analisis.

F.V G.L SC CM F  Valor-p
Color 1 5883 5883 6.43 0.0128
Temp 2 145985 72992 79.78 <2e-16
Tiempo 3 161016 53672 58.67 <2e-16

Residuales 101 92402 915

Total 107 405286 133462
Tabla 3.9.2-4 ANOVA del tercer modelo.

En la tabla anterior se presenta el efecto cada variable, en este se demuestra
que el color de la botella, la temperatura y el tiempo de almacenaje son significativos
en la migracion de BPA en el agua embotellada. Para validar esta afirmacion es
necesario comprobar los supuestos que debe cumplir un ANOVA: normalidad en los
residuos, independencia, balanceo en los niveles de cada tratamiento, poder de la

prueba (error tipo 1) y homocedasticidad (Box, 2008).

En la Figura 3.9.2-1 se muestran graficados los residuales del ANOVA
obtenido, en las dos gréficas situadas a la izquierda estan representados los valores
ajustados con respecto a su respectivo residual (grafica superior) y raiz cuadrada
del residual estandarizado (grafica inferior). En ambos casos se observa que no se
presenta algun patrén en el comportamiento de los puntos, por lo que de manera
grafica se observa evidentemente la independencia en el modelo obtenido. En la

grafica inferior derecha se representa la distancia de Cook para los residuales
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estandarizados, en la cual se aprecia que no existen datos atipicos ya que ningun
punto pasa los limites calculados por el software, lo cual no hace necesario volver

a hacer el analisis eliminando dichos puntos.

La normalidad parece cumplirse de manera grafica, ya que en la curva de
normalidad representada en la grafica superior derecha de la Figura 3.9.2-1, los
residuales se ajustan a la recta a excepcion de los puntos marginales. El supuesto
en cuestion también fue validado con la Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk
aplicada a los residuales, los resultados se muestran en la Tabla 3.9.2-5. Las
hipétesis y nivel de confianza son los mismos de la prueba hecha en la pagina 32,
por lo tanto, con un 95% de confianza no se rechaza la hipétesis nula ya que el
valor-p es mayor a 0.05. De esta manera se demuestra estadisticamente que los

residuales se distribuyen de manera normal.

Residuals vs Fitted Normal Q-Q

Figura 3.9.2-1 Residuales del ANOVA del tercer modelo.

Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk

w 0.98158

Valor-p 0.1406
Tabla 3.9.2-5 Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk para modelo final del ANOVA.

Los tratamientos significativos no estan balanceados en su totalidad, solo
cumplen con esta condicion las variables de Tiempo y de Temperatura con 27 y 36
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datos por cada nivel, respectivamente. La variable de Color fue analizada con 36
muestras de color Azul y 72 de color Transparente, lo cual, puede obtener diferentes
probabilidades de cometer el error tipo Il () en las inferencias. En la Tabla 3.9.2-6
se muestran los datos necesarios para hacer la prueba de poder para cada variable.
En ella se puede observar que todas las variables tienen una probabilidad igual a 0
de no rechazar la hipotesis nula cuando esta es falsa. Por lo tanto, no existe

problema por el desbalanceo de datos y el andlisis tiene el suficiente poder para no

cometer el error tipo Il.

Variable Varianza Varianza del error Poder
Tiempo 4 27 53672 2349 1 0
Temperatura 3 36 72992 2470 1 0
36" 1* 0*
Color 2 7o 5882.9 3768 1% | o
*Valor para el nivel “Azul” de la variable
**Valor para el nivel “Transparente” de la variable

Tabla 3.9.2-6 Valores del poder de la prueba de las variables significativas.

El ultimo supuesto a evaluar para que el analisis sea valido es la
homocedasticidad. La comprobacion de este supuesto se llevé a cabo con tres
pruebas para no tener algun riesgo en hacer una afirmacion falsa, dichas pruebas

fueron: Bartlett, Levene y Fligner; de las cuales las hipotesis son las siguientes:
Ho: of= of=...=a} ; donde k es el nimero de niveles de la variable
Ha: of # o para al menos un par (i,j)

En la Tabla 3.9.2-7 se indica el resultado de las tres pruebas de
homocedasticidad para cada variable. En la primera columna se muestra cada
variable a analizar, en la segunda se muestra el estadistico de prueba y el valor-p
de la prueba de Bartlett, en la siguiente ambos indices de la prueba de Levene y de
igual manera en la ultima con la prueba de Fligner. La confianza para inferir acerca
de la hipodtesis nula fue del 95%. La variable Color fue la unica que no rechazo Ho
en las tres pruebas, cumpliendo asi el supuesto de homocedasticidad. Los datos de
la Temperatura solo cumplen con el supuesto en la prueba de Bartlett, en el caso

hipotético de inferir con un 99% de confianza la condicion se cumpliria en los tres
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casos. Por ultimo, los niveles de la variable tiempo definitivamente no cumplen con

el supuesto ya que en ninguna prueba presentan un valor-p mayor a 0.05.

Bartlett ‘ Levene Fligner
Variable

K2  Valor-p ‘ F Valor-p v Valor-p

Temperatura | 5.5061 | 0.0637 | 3.9129 | 0.0230 | 6.8996 | 0.0318
Color 0.1393 | 0.7090 | 1.1267 | 0.2909 | 0.8758 | 0.3494
Tiempo 13.408 | 0.0038 | 4.5304 | 0.0050 | 11.794 | 0.0081

Tabla 3.9.2-7 Pruebas de homogeneidad de varianzas

El ANOVA obtenido no es valido ya que no se cumple con el supuesto de
homocedasticidad, por lo tanto, el efecto de las variables se debe llevar a cabo de
distinta manera. La técnica seleccionada para el nuevo analisis fue la prueba de
Kruskal-Walis ya que a diferencia del ANOVA, esta toma en cuenta la media y no la
varianza suponiendo que los datos provienen de una distribucién parecida (Corder,
2014). El analisis realizado fue efectuado por separado para cada variable inicial
con excepcion al peso ya que esta es numeérica, su analisis se explica mas adelante.

La hipétesis para esta prueba son las siguientes:
Ho: La p1=p2=...=uk; donde k es el numero de niveles de la variable
Ha: yi # j para al menos un par (i,j)

El efecto de las variables factoriales analizadas por la prueba de Kruskal-
Walis mencionadas en el parrafo anterior, se muestran en la Tabla 3.9.2-8. En ella
se indica en la primera columna la variable, en la siguiente el coeficiente de chi-
cuadarada de la prueba, seguido por los grados de libertad correspondiente a cada
una y por ultimo el valor-p. El tipo de Botella y Color resultaron no tener suficiente
evidencia estadistica para ser significantes ya que su valor-p es mayor a 0.05, lo
cual, se puede inferir con un 95% para no rechazar Ho. Por otra parte, la
Temperatura y el Tiempo de almacenado resultaron ser significativos con un valor-
p muy cerca de 0, lo cual quiere decir que sin temer a equivocarse estan variables

definitivamente contribuyen con la migracién de BPA a el agua embotellada.
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Kruskal-Walis Grados de

Variable .2 livertad Valor-p
Botella 3.7402 2 0.1541
Color 1.9001 1 0.1681

Temperatura 35.231 2 0.0000

Tiempo 42.852 3 0.0000

Tabla 3.9.2-8 Prueba de Kruskal-Willis para las variables factoriales.

El efecto del peso, como ya se menciond, no fue verificado con el método
anterior debido a que la variable es numérica y no factorial como el resto. Para esta
situacion el efecto fue verificado con una prueba de correlacion con un 95% de

confianza usando el coeficiente de Pearson, las hipétesis para esta prueba son:
Ho: La correlacion es igual a 0
Ha: La correlaciéon no es igual a 0

Los resultados de la prueba se muestran en la Tabla 3.9.2-9. En ella se
presenta el estadistico de prueba en la primera columna, seguido por los grados de
libertad, después por el valor-p y para finalizar el porcentaje de correlacion entre el
peso y la cantidad de BPA migrada. El anadlisis da evidencia estadistica para no
rechazar Ho, lo cual quiere decir que no existe correlacion positiva o negativa entre
el peso y la concentracién de BPA contenido en el agua embotellada. Por lo tanto,
de esta manera queda demostrado que el peso no es factor significativo para la
liberacién de BPA.

Coeficiente de correlacion de Pearson

Estadistico de pruebat Grados de libertad Valor-p Correlacion (%)
1.2435 106 0.2164 11.99

Tabla 3.9.2-9 Coeficiente de correlacion de Pearson para el peso de las botellas.

3.9.3. Migracion del BPA en condiciones de la vida real

Los resultados de la segunda fase de la experimentacion donde se comprobo

la migracién de BPA en condiciones de la vida diaria, se muestran en la Tabla
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3.9.3-1. Las 20 botellas seleccionadas estan indicadas en la primera columna. En
la segunda columna se indica el dia de la semana, donde 1 representa el dia Lunes,
el 2 el Martes, el 3 el Miercoles, 4 el Jueves y 5 el dia Viernes. La tercera columna
indica el dia de la medicion, las semanas seleccionadas para su medicién fueron
del 18/Sep — 22/Sep y del 25/Sep — 29/Sep. En la siguiente columna se indica la
temperatura promedio del dia (Meteored, 2017), seguida del color de la botella. Las
mediciones por triplicado se encuentran sefialadas en las siguientes tres columnas

mientras que en la ultima el promedio de estas.

n Diadela semana\ Fecha °C Botella BPA1 BPA2\BPA3 BPA

1 18/09/17 | 18.5 Azul 0.71 | 225 | 225 | 1.73
19/09/17 | 19.3 Azul 6.86 | 84 | 0.71 | 5.32
20/09/17 | 21.4 Azul 19.17(13.02|14.56 | 15.58

21/09/17 | 20.2 Azul 20.71|25.33| 28.4 |24.81
22/09/17 | 20.2 Azul 39.18140.71|39.18 | 39.69

18/09/17 | 18.5 Azul 3.79 | 0.71 | 2.25 | 2.25
19/09/17 | 19.3 Azul 19.17(22.25|14.56 | 18.66
20/09/17 | 21.4 Azul 17.63| 28.4 |14.56| 20.2

21/09/17 | 20.2 Azul 22.25|22.25(19.17 121.22
22/09/17 | 20.2 Azul 33.02|29.94 |129.94 |30.97

18/09/17 | 18.5 Azul 11.48| 9.94 [17.63|13.02
19/09/17 | 19.3 Azul 19.17| 8.4 [19.17]15.58
20/09/17 | 21.4 Azul 20.71|19.17| 16.1 |18.66
21/09/17 | 20.2 Azul 16.1 [19.17(22.25|19.17
22/09/17 | 20.2 Azul 23.79(17.63|20.71|20.71
18/09/17 | 18.5 Azul 13.02| 2.25 | 0.71 | 5.32
19/09/17 | 19.3 Azul 84 | 379 | 84 |6.86
20/09/17 | 21.4 Azul 16.1 | 9.94 | 9.94 |11.99
21/09/17 | 20.2 Azul 11.4820.71|11.48 | 14.56
22/09/17 | 20.2 Azul 20.71|23.7922.25|22.25
18/09/17 | 18.5 Azul 3.79 | 9.94 | 3.79 | 5.84
19/09/17 | 19.3 Azul 19.17| 9.94 {19.17| 16.1
20/09/17 | 21.4 Azul 17.63(20.71|14.56 |17.63

21/09/17 | 20.2 Azul 34.56|17.63 | 28.4 |26.87
22/09/17 | 20.2 Azul 23.79| 36.1 |23.79|27.89
25/09/17 | 18.6 Azul 11.48| 16.1 |13.02|13.53
26/09/17| 19 Azul 14.56 (14.56 | 13.02 | 14.04

N2 WIN2OA[R|IWOIN2OA[RWOIN,IO|DROIN_,OI|BLOIN

1
1
1
1
1
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2
2
2
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3
3
3
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3
4
4
4
4
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5
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6
6
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6 3 27/09/17 | 18.3 Azul 14.56|17.63| 9.94 (14.04
6 4 28/09/17 | 18.9 Azul 20.71| 16.1 |14.56 |17.12
6 5 29/09/17 | 171 Azul 25.33(20.71|29.94 | 25.33
7 1 25/09/17 | 18.6 Azul 11.48| 2.25 | 0.71 | 4.81
7 2 26/09/17| 19 Azul 532 | 5.32 | 3.79 | 4.81
7 3 27/09/17 | 18.3 Azul 84 | 84 |6.86 | 7.89
7 4 28/09/17 | 18.9 Azul 9.94 (13.02| 16.1 |13.02
7 5 29/09/17 | 171 Azul 19.17114.56 | 14.56 | 16.1
8 1 25/09/17 | 18.6 Azul 0.71 | 0.71 | 3.79 | 1.73
8 2 26/09/17| 19 Azul 20.71| 16.1 |11.48| 16.1
8 3 27/09/17 | 18.3 Azul 25.33(34.56 |20.71 | 26.87
8 4 28/09/17 | 18.9 Azul 20.71(26.87|40.71 |129.43
8 5 29/09/17 | 171 Azul 25.33(33.02|29.94 |129.43
9 1 25/09/17 | 18.6 Azul 3.79 | 9.94 | 532 | 6.35
9 2 26/09/17| 19 Azul 3.79 | 6.86 [17.63| 9.43
9 3 27/09/17 | 18.3 Azul 13.0217.63|13.02 | 14.56
9 4 28/09/17 | 18.9 Azul 11.48(19.17|22.25|17.63
9 5 29/09/17 | 171 Azul 23.79|26.87 | 23.79 | 24.81
9 1 25/09/17 | 18.6 Azul 14.5611.48| 6.86 |10.97
10 2 26/09/17| 19 Azul 9.94 | 16.1 | 9.94 | 11.99
10 3 27/09/17 | 18.3 Azul 13.02|14.56 | 22.25 | 16.61
10 4 28/09/17| 18.9 Azul 20.71(13.02|22.25 | 18.66
10 5 29/09/17 | 171 Azul 19.17 [17.63|20.71 |19.17
11 1 18/09/17 | 18.5 |Transparente| 2.25 | 5.32 | 2.25 | 3.27
11 2 19/09/17 | 19.3 | Transparente| 3.79 | 3.79 | 3.79 | 3.79
11 3 20/09/17 | 21.4 |Transparente| 2.25 | 9.94 | 3.79 | 5.32
11 4 21/09/17 | 20.2 | Transparente|13.02|13.02|11.48| 12.5
11 5 22/09/17 | 20.2 |Transparente | 14.56 | 20.71| 6.86 |14.04
11 1 18/09/17 | 18.5 |Transparente| 3.79 | 84 | 8.4 | 6.86
11 2 19/09/17 | 19.3 |Transparente|11.48| 3.79 | 9.94 | 84
12 3 20/09/17 | 21.4 |Transparente| 9.94 | 5.32 |11.48| 8.91
12 4 21/09/17 | 20.2 |Transparente | 14.56 | 13.02| 5.32 [10.97
12 5 22/09/17 | 20.2 | Transparente| 9.94 | 16.1 | 16.1 |14.04
13 1 18/09/17 | 18.5 | Transparente| 0.71 | 3.79 | 84 | 4.3
13 2 19/09/17 | 19.3 | Transparente| 3.79 | 0.71 | 9.94 | 4.81
13 3 20/09/17 | 21.4 |Transparente| 3.79 [11.48|11.48| 8.91
13 4 21/09/17 | 20.2 |Transparente| 8.4 [13.02| 8.4 | 9.94
13 5 22/09/17 | 20.2 | Transparente|11.48 |17.63|11.48|13.53
14 1 18/09/17 | 18.5 | Transparente| 8.4 | 9.94 |14.56|10.97
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14 2 19/09/17 | 19.3 | Transparente | 14.56| 8.4 |11.48|11.48
14 3 20/09/17 | 21.4 | Transparente|11.48|11.48|11.48|11.48
14 4 21/09/17 | 20.2 | Transparente|11.48 |17.63 |17.63|15.58
14 5 22/09/17 | 20.2 |Transparente| 16.1 |25.33|14.56 | 18.66
15 1 18/09/17 | 18.5 | Transparente| 3.79 | 2.25 | 0.71 | 2.25
15 2 19/09/17 | 19.3 |Transparente| 0.71 | 84 | 9.94 | 6.35
15 3 20/09/17 | 21.4 | Transparente| 6.86 | 16.1 |11.48|11.48
15 4 21/09/17 | 20.2 | Transparente|11.48| 16.1 | 9.94 | 12.5
15 5 22/09/17 | 20.2 | Transparente | 22.25|26.87 | 20.71|23.28
16 1 25/09/17 | 18.6 | Transparente|13.02|11.48|14.56|13.02
16 2 26/09/17| 19 |Transparente|13.02|23.79|17.63|18.15
16 3 27/09/17 | 18.3 | Transparente | 14.56 | 20.71 | 22.25|19.17
16 4 28/09/17 | 18.9 | Transparente|22.25|17.63 | 26.87 | 22.25
16 5 29/09/17 | 17.1 | Transparente | 25.33 |23.79 | 17.63 | 22.25
17 1 25/09/17 | 18.6 | Transparente|22.25| 8.4 |11.48|14.04
17 2 26/09/17| 19 |Transparente|19.17| 9.94 |13.02|14.04
17 3 27/09/17 | 18.3 | Transparente|14.56|19.17 | 26.87 | 20.2
17 4 28/09/17 | 18.9 | Transparente|23.79|31.48| 16.1 |23.79
17 5 29/09/17 | 17.1 |Transparente | 31.48|39.18 |31.48 | 34.05
18 1 25/09/17 | 18.6 | Transparente|20.71/13.02| 8.4 |14.04
18 2 26/09/17| 19 |Transparente|14.56|19.17|19.17|17.63
18 3 27/09/17 | 18.3 | Transparente|17.63|17.63|19.17|18.15
18 4 28/09/17 | 18.9 | Transparente|25.33|22.25| 16.1 |21.22
18 5 29/09/17 | 17.1 | Transparente | 23.79|22.25|25.33|23.79
19 1 25/09/17 | 18.6 | Transparente|17.63| 8.4 |11.48| 12.5
19 2 26/09/17| 19 |Transparente|13.02| 84 | 16.1 | 12.5
19 3 27/09/17 | 18.3 |Transparente | 14.56 | 14.56 | 17.63 | 15.58
19 4 28/09/17 | 18.9 |Transparente |14.56| 16.1 | 16.1 |15.58
19 5 29/09/17 | 17.1 | Transparente| 16.1 [19.17|14.56 | 16.61
19 1 25/09/17 | 18.6 |Transparente| 9.94 [ 19.17|17.63|15.58
20 2 26/09/17| 19 |Transparente|14.56|11.48|23.79|16.61
20 3 27/09/17 | 18.3 | Transparente|22.25/23.79| 8.4 |18.15
20 4 28/09/17 | 18.9 | Transparente|17.63|17.63 |22.25|19.17
20 5 29/09/17 | 17.1 | Transparente | 20.71|29.94 | 17.63 | 22.76

Tabla 3.9.3-1 Resultados de la segunda fase de la investigacion.

El primer analisis hecho a los datos fue un ANOVA donde la variable

dependiente fue la cantidad de BPA liberada (ng/L), y las variables independientes

fueron el dia de la semana, el color de la botella y la temperatura promedio del dia;
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esta ultima se estudié como variable numérica. En la Tabla 3.9.3-2 se muestra el
analisis mencionado. El nivel de confianza utilizada y las hipétesis son las mismas

que el apartado 3.9.2.

F.V G.L SC CM F Valor-p

Dia 4 2656.6 664.2 22.587 4.69E-13
Temperatura 1 96.1 96.1 3.267 0.0739
Color 1 86.2 86.2 2932 0.0901

Residuales 93 2734.7 294

Total 99 5573.6 875.9
Tabla 3.9.3-2 ANOVA del primer modelo de la segunda fase del experimento.

En el primer modelo de los datos de vida real, se aprecia que el dia es una
variable significativa dado que su valor-p es muy cercano a 0. Por otra parte, las
variables de Temperatura y Color no lo son ya que su valor-p es mayor a 0.05, por
lo que es necesario hacer un modelo nuevo quitando la variable con mayor valor-p.
En este caso es la variable de color. En la Tabla 3.9.3-3 se muestra el nuevo
ANOVA.

. Valor-p
Dia 4 2656.6 664.2 22.132 6.78E-13
Temperatura 1 96.1 96.1 3.201 0.0768
Residuales 94 2820.9 30

Total
Tabla 3.9.3-3 ANOVA del segundo modelo de la segunda fase del experimento.

En el nuevo analisis se puede observar que el dia sigue siendo significativa,
mientras que la temperatura sigue sin serlo. Esto conlleva a que sea analizado un
tercer modelo donde solo se estime la cantidad de BPA liberado en base al dia
transcurrido después de su envasado y expuesto a temperaturas irregulares.

Enseguida se muestra la Tabla 3.9.3-4 que muestra dicho ANOVA.

F.V GL SC CM F Valor-p
Dia 4 2657 664.2 21.63 1.04E-12
Residuales 95 2917 30.7

Total 99 5574 694,9

Tabla 3.9.3-4 ANOVA del tercer modelo de la segunda fase del experimento.
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El efecto del dia sigue siendo significativo, inclusive su valor disminuy6 lo
cual confirma que la concentracion de BPA inevitablemente sigue siendo mayor a
través del tiempo. Esta conclusién es la misma que la obtenida en el apartado
anterior. Sin embargo, es necesario validar los supuestos de un ANOVA para que

el analisis pueda tomarse en cuenta.

La independencia puede apreciarse en la Figura 3.9.3-1. En las gréficas de
la izquierda, en ellas se representa el en el eje de las x el valor ajustado y en el eje
y los valores de los residuales y residuales ajustados en la grafica superior e inferior,
respectivamente. Se puede apreciar que los datos no siguen un patrén, tiene una
distribucién similar y ninguno de ellos estda mas alld de los limites de Cook,
mostrados en la grafica inferior derecha, por lo tanto, se infiere que la independencia

se cumple.

Residuals vs Fitted Normal Q-Q
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Figura 3.9.3-1 Residuales del ANOVA final de los resultados de las muestras de vida real.

Los residuales representados en la Figura 3.9.3-1 en la parte superior
derecha corresponden a una grafica de normalidad de los residuales. En ella se
puede apreciar que los datos que los datos ubicados al centro de la recta se apegan
a esta, por otro lado, lo datos en las orillas estan distantes lo cual pone en duda que
se cumpla la normalidad. En la Tabla 3.9.3-5 se muestra los resultados de la prueba
de normalidad de Shapiro-Wilk para poder determinar si los datos se distribuyen de

manera normal. La prueba obtuvo un valor-p de 0.0603, lo cual, da evidencia para
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inferir con un 95% de confianza de que los residuales del modelo obtenido se

distribuyen de manera normal.

Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk

w 0.97595

Valor-p 0.0603
Tabla 3.9.3-5 Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk para los residuales del modelo final del ANOVA

de los datos de la vida real.

Los cinco niveles de la variable de control “Dia” fueron medidos de manera
balanceada, teniendo un tamafio de muestra igual a 20 en cada nivel. En la Tabla
3.9.3-6 se presentan los datos para analizar el poder de la prueba para evitar que
se tenga el error tipo Il mencionado anteriormente. Se puede observar que los datos
recolectados son los suficientes para evitar esa situacion, por lo que no es necesario

prolongar la toma de datos.

Variable \ No. de grupos \ n Varianza \ Varianza del error Poder \ B \
Dia 5 20| 664.2 30.7 1 0

Tabla 3.9.3-6 Valores del poder de la prueba de las variables significativas de los datos de la vida

real.

El dltimo de los supuesto a evaluar es el de la homogeneidad de varianzas
en las muestras. La evaluacion se llevo a cabo de la misma manera que el apartado
anterior, donde este supuesto se comprob6 a través de tres pruebas. En la Tabla
3.9.3-7 se encuentra resumido los resultados, en los tres casos se puede inferir con
un 95% de confianza que las varianzas en los cinco niveles del dia son homogéneas

ya que el valor-p es mayor a 0.05.

Bartlett | Levene Fligner

Variable

K2 Valor-p| F  Valor-p v Valor-p
Dia 3.2682 | 0.514 |0.394 | 0.8125 | 1.8379 | 0.7655

Tabla 3.9.3-7 Pruebas de homogeneidad de varianzas para el ANOVA final de los datos de la vida

real.
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Los analisis hechos demuestran que se cumplen los supuestos para que un
ANOVA sea la técnica adecuada para demostrar el efecto de los niveles de las
distintas variables de control. Por lo tanto, las inferencias sobre los resultados de la

migracion de BPA con respecto a las variables de control del experimento son
validas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En la investigacion se presentan varios analisis para los factores que
contribuyen a la migracion de BPA en el agua embotellada en PET durante su
almacenaje antes de que llegue al consumidor. En base a la revision de la literatura
hecha, las variables tomadas en cuenta fueron: el tipo de botella, peso y color de la
botella y tiempo y temperatura de la botella. En el caso de la primera variable se
control se decidié estudiar con el fin de ver si existe diferencia entre cada una, en
cuanto respecta al color y temperatura se debe a que existen estudios en los cuales
los resultados son contradictorios entre si. El peso de la botella fue seleccionado ya
que en el estado del arte se encontré que existe una correlacion positiva entre la
masa de la botella y la migracion de BPA. Por ultimo, la variable tiempo fue
seleccionado con la finalidad de ver si existe la migracion de la molécula durante el

periodo de almacenamiento del producto.

El efecto de cada uno fue analizado a través de la técnica estadistica de
analisis de varianza (ANOVA), en el caso de que no cumplir los supuestos se
procedié a utilizar la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis de una via. Esta
metodologia se siguié con las dos fases del experimento, donde en la primera se
desed comprobar en un ambiente controlado el efecto de las variables mencionadas
en el parrafo anterior, mientras que, en la segunda se demostro la importancia de
aquellas variables significativas resultantes de la fase anterior en una situacion real.
Las condiciones de la ultima prueba mencionada fue colocar las botellas dentro de

un vehiculo durante cinco dias.

En la Metodologia se presenta el analisis estadistico hecho en las dos fases
de la investigacion, en este se demuestra que, de las variables seleccionadas en la
primera parte del experimento, el peso es la menos significativa para la migracién
de BPA en el agua embotellada. En la Figura 4-1 se muestra una grafica de
correlacién entre el peso de cada botella con la migracién de BPA detectada durante
las 4 semanas de medicion. En ella se aprecia que no existe alguna correlacion
importante entre ambas variables, lo cual ya se tenia indicios por el porcentaje

obtenido en el analisis estadistico hecho anteriormente cuyo valor fue de 11.99%.
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Este resultado es contradictorio a los hallazgos hechos por Y. Fan (2014), en
el cual encontré6 que existe correlacion positiva entre ambas variables. Una
caracteristica que se observa en la figura mencionada es que se aprecia los grupos
de producto en base a su peso, donde con un 95% de confianza las muestras del
producto A pesaron 19.98 + 0.08 gr, aquellas del producto B 18.11 £ 0.04 gry las
del producto C 16.83 + 0.06 gr. Este ultimo fue el que presento el envase mas ligero
mientras que el A fue el mas pesado; esto ya se esperaba dado que el envase
contenia el doble de agua a comparacién de los otros dos modelos. Esto ayuda a
comprobar que el peso no es factor significativo ya que en los tres grupos los datos
se distribuyen de manera similar a pesar de la diferencia de pesos. Por esta razén,

este factor de controlo no se tomé en cuenta en la segunda fase del experimento.

Peso VS BPA

Figura 4-1 Correlacion entre el peso de la botella y el BPA migrado.

La variable que tampoco resulto ser significativa fue el Color de la botella, la
distribucién de los datos se muestra en la Figura 4-2. En ella se aprecia con un valor
o de 0.05 que el agua de los envases de color Azul contenian 100.10 £ 20.10 ng/L
de Bisfenol A, mientras que las muestras de color Transparente presentaron 84.45
t+ 14.68 ng/L. De manera gréafica se aprecia que no existe diferencia significativa
entre ambos niveles, esto queda sustentado con una prueba de Tukey cuyas

hipbtesis son las siguientes:
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Ho: pi=pk
Ha: Wi # j
Donde iy j son distintos niveles de tratamientos

Intervalo
Inferior | Superior

Trans Azul -15.66 |-4450| 9.19 0.21
Tabla 4-1 Prueba de Tukey para el color de la botella

Comparacion (color) Diferencia

Valor-p

Los resultados de la prueba de Tukey se muestran en la Tabla 4-1, donde en
las primeras dos columnas se muestran los tipos de producto comparados, seguido
de la diferencia entre cada uno y la estimacion un intervalo para esta a través de la
distribucion t. En la ultima columna se muestra el valor-p de cada comparacién en
las cuales en ningun caso se rechaza Ho. La prueba estima una diferencia entre -
40.50 y 9.19 ng/L entre los envases azules con respecto a los transparentes, lo cual
da un valor-p de 0.21. Por lo tanto, no se puede rechazar lo hipétesis nula lo cual
quiere confirma que no existe evidencia estadistica para demostrar diferencia que
el color del envase es factor clave para la migracion del Bisfenol A. Sin embargo, se
aprecia que las botellas transparentes presentaron menos concentracion de la
molécula sin tener una diferencia significativa. Esto apoya la investigacién hecha
por C. Reimann (2012) el cual establecié que las botellas claras liberan menor
cantidad compuesto. Por otra parte, estos resultados contradicen los hallazgos
hechos por P. Westerhoff (2008) quien establecié una diferencia de casi cuatro
veces entre ambas caracteristicas, pero en sentido contrario, es decir, el agua en
envases transparentes contenia mayor concentracion de BPA que aquellos de color
azul o verde. Con la finalidad de comprobar una vez mas este factor, el color del
envase se consideré para la investigacion llevada a cabo con condiciones de la vida

real.
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Resultados: Color

BPA (nglL)

Color

Figura 4-2 BPA migrado en la primera fase del experimento segun el color del envase.

La tercer y ultima variable no significativa en la primera fase de la
experimentacion, fue el tipo del producto. Las muestras del tipo A presentaron
concentracion de BPA en el intervalo («=0.05) de 100.10 + 20.10 ng/L, mismo valor
que presentado en los envases de color Azul ya que este fue el unico con esas
caracteristicas, lo cual, dio mas bases para tener muestras balanceadas en la
segunda fase del experimento. Los productos B y C presentaron concentracion de
96.54 + 18.32 y 78.35 + 23.71 ng/L, respectivamente. En la Figura 4-3 estan
representados lo intervalos mencionados, en ella se aprecia de manera grafica que
no existe diferencia significativa entre los tipos de producto. Esta afirmacion se
demuestra con los resultados de la prueba de Tukey mostrados en la Tabla 4-2.
Estos resultados dieron evidencia para no tomar en cuenta esta variable en el
experimento de condiciones de la vida real, por lo que se descarté el factor de
control. También estos hallazgos dan indicios de que todos los estudios hechos
acerca del BPA pueden aplicarse a cualquier tipo de agua embotellada sin importar

SU marca.
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Resultados: Producto

120

Figura 4-3 BPA migrado segun el tipo de producto.

. : . Intervalo
Comparacion (productos) Diferencia Inferior Superior Valor-p
A B -9.56 |-44.00| 24.88 0.79
A C -21.75 |-56.20| 12.69 0.29
B C -12.19 | -46.64 | 22.25 0.68

Tabla 4-2 Prueba de Tukey para el tipo de producto.

Un factor frecuentemente mencionado en los estudios fue la temperatura,
este factor resulto ser significativo en la primera investigacion donde fue constante
y controlado. En la Figura 4-4 se muestran cada nivel de temperatura seleccionado
con su respectiva estimacion de la cantidad de BPA migrado en el agua. Se puede
observar que entre mayor es la temperatura, mayor es la concentracion del
compuesto. A primera instancia se observa que hay una clara diferencia entre cada
nivel, sin embargo, en los resultados de la prueba de Tukey mostrados en la Tabla
4-3 demuestran que con un 95% de confianza una diferencia no es significativa
entre las muestras almacenadas a 4°C con respecto aquellas que se encontraban
a 25 °C. Por otra parte, con los datos obtenidos se puede demostrar que claramente
los envases almacenados a 60°C, migraron mayor cantidad de BPA al agua

contenida, en comparacion a los otros dos niveles.
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Resultados: Temperatura

Grados Centigrados

Figura 4-4 BPA migrado en la primera fase del experimento segun la temperatura de

almacenamiento.

Comparacion (temperaturas) Diferencia I.ntervaloil Valor-p
Inferior | Superior
4 25 26.44 -1.41 | 54.29 0.07
4 60 87.78 59.93 | 115.62 | 0.00
25 60 61.33 33.49 | 89.18 0.00

Tabla 4-3 Prueba de Tukey para las temperaturas de almacenamiento.

El efecto de la temperatura de 4 y 25 °C fue similar al obtenido por Casajuana
(2003) ya que ella coloco los envases a 30 °C y no encontré diferencia en la
migracion de la molécula. Sin embargo, los hallazgos obtenidos también
contradicen a los de T. Toyo'oka (2000) ya que en su experimento no se detecto
alguna diferencia significativa en la concentracion del BPA cuando los envases se
calentaron a 100°C durante 8 h, a pesar de que el tiempo de exposicién es mucho
menor a del experimento hecho y solo detecto de 3 a 10 ng/L. Por otra parte,
conclusiones parecidas se obtuvieron en el estudio hecho por S. H. Nam (2010)
demostréo que si existe un diferencia significativa en la migracion de BPA al
colocarse a temperatura de 40 y 95 °C, al igual que V.A. Santhi (2012) quien
encontro de igual manera un diferencia significativa al comparar los resultados de
botellas expuestas a 25 y 50 °C. Por esta comparacién se tomé como factor de
control la temperatura en el experimento de la vida real, con la finalidad de

establecer de las temperaturas del dia al dia son factor importante para estimar la

56



liberacién del compuesto. El estudio hecho por Y. Fan (2014) fue muy parecido al
realizado, ya que en su caso colocaron las botellas a 4, 25 y 70°C durante cuatro
semanas, aunque encuentra también diferencia significativa entre el nivel mas alto
de temperatura con respecto a los otros dos, en sus conclusiones menciona que la

tasa de liberacion de BPA decrece después de ese lapso.

En el analisis estadistico se encontrd el Tiempo como variable significativa,
los resultados se muestran en la Figura 4-5, ddnde se aprecia que la concentracion
de la molécula en el agua fue detectada en cantidades de 43.43 + 13.09, 64.78 *
15.30, 106.84 + 20.33 y 143.62 + 25.52 ng/L para cada semana en el orden
mencionado. Se puede apreciar que existe un incremento en la concentracion del
compuesto, dado que entre mas pasa el tiempo mayor es la cantidad que liberaron
los envases. También se aprecia que la varianza se va incrementando lo cual fue
factor para no poder analizar el efecto con la técnica de ANOVA. En Tabla 4-4 se
muestran los resultados obtenidos para esta variable, en los cuales se aprecia que
no existe diferencia significativa entre la primera y segunda semana. Por otro lado,
las diferencias al comparar todos los otros pares de semanas son significativos
tomando como alfa a 0.05. Este factor también se consideré importante de
monitorear en la préxima parte del experimento, pero fue analizado diariamente en

vez de semanalmente.

Resultados: Tiempo

150
I

BPA (ng/L)
100

Semana

Figura 4-5 BPA migrado en la primera fase del experimento segun la semana de

almacenamiento.
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Intervalo
Inferior Superior
21.35 |-13.09| 55.79 0.37
63.41 28.97 | 97.85 0.00
100.19 | 65.75 | 134.63 | 0.00
42.06 7.62 76.50 0.01
78.85 4441 | 113.29 | 0.00
3 4 36.79 2.35 71.23 0.03

Tabla 4-4 Prueba de Tukey para el tiempo de almacenamiento en la primera fase del experimento.

Comparacion (semanas) | Diferencia

Valor-p

NINDN| A
AIWIAIWIN

La segunda fase del experimento que fue llevada a cabo en condiciones de
la vida real, como se menciond anteriormente, se tomaron como variables de control
el color del envase, la temperatura del dia y el tiempo de almacenamiento. El
analisis de cada una de estas se pudo llevar a cabo a través del ANOVA ya que
este cumplié todos los supuestos para esta técnica. La temperatura en este caso
fue analizada como variable numérica ya que no puede ser controlada con en la
fase anterior. El experimento se llevo a cabo durante dos semanas, la primera fue
a partir del 18 al 22 de Septiembre y la segunda del 25 al 29 de Septiembre, ambas
del afo 2017. En cada semana se colocaron en un automovil cinco botellas

transparentes y cinco de color azul conteniendo 250 ml cada una.

Los resultados obtenidos confirmaron que el color no es una variable
significativa para la migracién del BPA. Sin embargo, en la Figura 4-6 se observa
que los resultados son muy parecidos a los del experimento anterior. Se puede
observar que el agua de las botellas de color transparente tenia menor
concentracion de Bisfenol A con respecto aquellas de color azul. Se espera que las
primeras muestras mencionadas tengan una concentracién de Bisfenol A al final de
cinco dias de estar en un auto de 12.47 a 16.11 ng/L, mientras que las otras se
espera que este en el rango de 13.75 a 18.54 ng/L. De esta manera, queda
confirmado el hallazgo de C. Reimann (2012) quien afirma que las botellas de color

azul liberan mayor cantidad de BPA que aquellas que son transparentes.
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Resultados: Color

18

BPA (ng/L)

14

Azul Transparente

Figura 4-6 BPA migrado en la segunda fase del experimento segun el color del envase.

Una de las variables significantes de la fase anterior, lo cual no se cumplié
en esta parte de la investigacion fue la temperatura. En la Figura 4-7 se muestra la
concentracion de BPA con respecto a la temperatura. Se observa que no existe
alguna correlacion entre ambas variables, el calculo esta que el valor de esta es de
-8.23% cuyo valor es decreciente, contrario a la relacion que se menciona en la
literatura y se encontré en la fase anterior al experimento. Un factor que se deba a
la inexistencia del efecto en base a los hallazgos de Casajuana (2003), Y. Fan
(2014)y la fase uno de la investigacion, la temperatura no es factor para la migracién
de la molécula cuando esta por debajo de 25 °C; en ningun dia se sobre paso ese

valor.
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Temperatura VS BPA
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Figura 4-7 Correlacion entre el peso de la botella y el BPA migrado.

La ultima variable en ser analizada fueron los resultados con respecto al dia
de medicion, esta variable fue la unica significativa en base al ANOVA. El intervalo
con un 95% para la concentracién del compuesto detectada para cada dia en orden
creciente fue: 8.12 + 2.29, 11.62 + 2.36, 15.07 + 2.42, 18.30 + 2.53 y 22.97 + 3.25
ng/L, cada uno se encuentra representado en la Figura 4-8. Al igual que en el
experimento pasado, se observa que entre mas pasa el tiempo mayor es la cantidad
de BPA detectada en el agua. También se observa que la variacion de va
aumentando con el transcurso del almacenamiento ya que los intervalos van siendo
cada vez mas grandes. Al igual que en el analisis del efecto del tiempo de
almacenamiento anterior, se elaboré una prueba de Tukey la cual se muestra en la
Tabla 4-5. En ella se observa que la diferencia es no significativa con un 95% de
confianza con respecto de un dia con el siguiente de haberse almacenado la botella,
es decir, al comprar el dia1conel2,el2conel 3,el3conel4yel4conel5nose
puede rechazar la hipétesis nula; para el resto de las comparaciones no existe duda
de que la diferencia es significativa. Este hallazgo puede confirmar al consumidor
que, si alguna vez dejo su botella en el coche, la concentracién del Bisfenol A no es

muy distinta a la del dia anterior.
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Resultados: Dia de la semana

BPA (ng/L)

Dia de la semana

Figura 4-8 BPA migrado en la segunda fase del experimento segun el dia de almacenamiento.

Intervalo
Inferior Superior
3.51 -1.36 8.39 0.27
6.95 2.08 11.82 0.00
10.18 5.31 15.05 0.00
14.85 9.98 19.72 0.00
3.44 -1.44 8.31 0.29
6.67 1.79 11.54 0.00
11.34 6.46 16.21 0.00
3.23 -1.64 8.10 0.36
7.90 3.03 12.77 0.00
5 4.67 -0.20 9.54 0.07

Tabla 4-5 Prueba de Tukey para el tiempo de almacenamiento en la segunda fase del

Comparacion (dia) Diferencia Valor-p

AR OARIWOIRIWIN EE

BIWIWININDNIN2a|~

experimento.

Los resultados obtenidos en ambas fases del estudio sugieren que la
investigacion acerca del tema debe seguir creciendo como en los ultimos afos, ya
que se debe empezar a concientizar a la poblacién acerca de la cantidad ingerida
de BPA dado que el consumo en dosis excesivas conlleva a dafos a la salud,
derivado de la afectacion a la actividad hormonal. Un camino que puede tomar es
acerca de los garrafones de policarbonato comercializados en México, ya que esta

es la manera en la que principalmente se vende el agua purificada y el material es
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conocido por contener altas cantidades de Bisfenol A (Paullier, 2015) (Guart A. W.,
2013).

El trabajo hecho concluyé que el tiempo y la temperatura extrema tienen un
rol muy importante en la migracién del compuesto en agua embotellada en PET,
esto debe tenerlo en cuenta el productor y el organismo encargado de regular los
productos del mercado para asegurar la salud del consumidor. Por otra parte, el
color de los envases seleccionado para la distribucién del producto también tiene
un rol importante, pero sin ser tan significativo como los otros dos mencionados

anteriormente.

El agua embotellada en PET debe tener una limitacion en su exposicién al
calor por parte del encargado de su distribucion, como por ejemplo las tiendas de
autoservicio, para que el consumidor no llegue a tener una afectacion a su salud.
Esto debe ser regulado por el organismo gubernamental encargado de controlar los
requisitos para la produccion de cualquier producto alimenticio. Esto obligaria a que
el productor tenga que asegurar a través de alguno estudio como el presentado que
su producto no sera contraproducente para el consumidor, ya que si bien este no

se echa a perder si es contaminado por las moléculas migradas del envase.
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6. APENDICE

6.1.Certificado de calibracion del equipo.

PerkinElmer Life and Analytical Sciences,
28 Ayer Rajah Crescent, #04-01/08,
Singapore 139959, Singapore

[ Ba

PerkinElmer’

precisely.

Lambda 35 UV-Vis Spectrometer

Product Configuration and Test Certificate

General Information

Product Line:

Product:

Serial Number:
Software Revision:
Electrical Safety Test

Configuration

Main PCB Serial Number:
Power Supply Serial Number:

Performance Verification

Resolution

Photometric Accuracy
Photometric Accuracy
Photometric Repeatability
Stray Light

Wavelength Accuracy
Wavelength Repeatability
Photometric Noise RMS
Baseline Flatness
Photometric Stability (Drift)

uv Date:

Lambda 35
502513081306
6.0.0.0718
Pass

1324145057
131221230

Test
Toluene in Hexane (Visual)
K2Cr207 Solution
NIST 930D Filter 1A
NIST 930D Filter at 546.1nm 1A
KCl at 200nm
Nal at 220nm
NaNO; at 340nm
NaNO; at 370nm
Deuterium Line at 656.1nm
Deuterium Line at 656.1nm
500nm 0A
100%T 190-1100nm
500nm 1A

Instrument Part Number:
Final Test Version:
Firmware Revision:

Specification
<0.5nm
+0.01 A
+0.001 A
<0.001 A
<1.0%T
<0.01 %T
<0.01 %T
<0.01 %T
+0.1 nm
<0.05 nm
<0.00005 A
+0.001 A
<0.00015 A’h

Monday, September 02,
2013

L600000C

L602 8005 Rev A
Lambda 35 1.27

Result
Passed
Passed
Passed
Passed
Passed
Passed
Passed
Passed
Passed
Passed
Passed
Passed
Passed

This instrument has been produced, aligned and tested in the UV production cell.

Signed:

Test Engineer: Simon Yeo
Date: Monday, September 02, 2013

Issue Date: October 2007

Copyright 2007 PerkinElmer, Inc.

PerkinElmer is a registered trademark of PerkinElmer, Inc.
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6.2.Cédigo de R.

library(car); library (effects); library (gplots); library (Rmisc)
#Mezcla saturada

mezsat=read.table(file.choose(),sep=",",header=T)

Saturada" xlab="nm",

ylab="Transmitancia (%)",type = "I",lwd=3)
lines(x= mezsat[,1],y= mezsat[,3],col=2,lwd=3
lines(x= mezsat[,1],y= mezsat[,4],col=3,lwd=3
lines(x= mezsat[,1],y= mezsat[,5],col=4,lwd=3
lines(x= mezsat[,1],y= mezsat[,6],col=5,lwd=3
lines(x= mezsat[,1],y= mezsat[,7],col=6,lwd=3
lines(x= mezsat[,1],y= mezsat[,8],col=7,lwd=3
lines(x= mezsat[,1],y= mezsat[,9],col=8,lwd=3)
lines(x= mezsat[,1],y= mezsat[,10],col="orange",lwd=3)
lines(x= mezsat[,1],y= mezsat[,11],col="purple",lwd=3)
lines(x= mezsat[,1],y= mezsat[,12],col="brown",lwd=3)
legend("bottomright”,

)
)
)
)
)
)

c("Blanco","1:1","1:2""1:4""1,8","1:16","1:32","1:64","1:128","1:256","1:512"),

fill=c(1:8,"orange","purple","brown"))

main="Mezcla Saturada",xlab="nm",
ylab="Transmitancia (%)",type ="I",,Iwd=3)

lines(x= mezsat[,1],y= mezsat[,10],col="orange",lwd=3)

lines(x= mezsat[,1],y= mezsat[,11],col="purple",lwd=3)

lines(x= mezsat[,1],y= mezsat[,12],col="brown",lwd=3)

lines(x= c(rep(269,100)),y= c(1:100),col="blue",type=)

fill=c(1,"orange","purple","brown"))
#Curva de calibracion
cc=read.table(file.choose(),sep=",",header=T)

conc<-ccl[,1]
t<-cc[,2]

cclr<-Im(t~conc); cclr
summary(cclr)
par(mfrow=c(2,2))

plot(x = mezsat[,1], y= mezsat[,2],ylim = ¢(0,100), main="Mezcla

plot(x = mezsat[,1], y= mezsat[,2],ylim = ¢(96,100),xlim=c(245,285),

legend("bottomright", c("Blanco","1:128","1:256","1:512"),
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plot(cclr)

par(mfrow=c(1,1))

plot(conc, t, main="Curva de Calibracion",xlab="Concentracion (ng/L)",
ylab="Transmitancia (%)",pch=16)

abline(cclr,col="red")

shapiro.test(cclr$residuals)
#Analisis de datos
datos<-read.table(file.choose(),sep=",",header=T)

y<-datos[,11]
Color<-as.factor(datosl[,5])
Temp<-as.factor(datos|,3])
Botella<-as.factor(datos[,4])
Tiempo<-as.factor(datos|,7])
Peso<-as.numeric(datosl[,6])

# 1st model
m1 <- Im (y~Color+Temp+Botella+Peso+Tiempo)
summary (aov(m1))

# 2nd model
m2 <- Im (y~Color+Temp+Botella+Tiempo)
summary (aov(mz2))

# 3rd model - FINAL
m3 <- Im (y~Color+Temp+Tiempo)
summary (aov(m3))

summary (m3)
ef1 <- allEffects(m3)
plot (ef1)

#COMPROBACION DE SUPUESTOS

#Independencia y Normalidad
par(mfrow=c(2,2))

plot(m3)
shapiro.test(m3$residuals)

#Poder y balanceo
#temperatura
atemp<-Im(y~Temp)
anova(atemp)

69



power.anova.test(groups=3, n=36, between.var = 72992, within.var
2470,power = NULL)

#color

acol<-Im(y~Color)

anova(acol)

power.anova.test(groups=2, n=c(36,72), between.var = 5882.9 , within.var
3768.0 ,power = NULL)

#tiempo

atiempo<-Im(y~Tiempo)

anova(atiempo)

power.anova.test(groups=4, n=27, between.var = 53672, within.var = 2349
,power = NULL)

#Homogeneidad de varianzas
#Temperatura
bartlett.test(y~Temp)
leveneTest(y~Temp)
fligner.test(y~Temp)

#Color
bartlett.test(y~Color)
leveneTest(y~Color)
fligner.test(y~Color)

#Tiempo
bartlett.test(y~Tiempo)
leveneTest(y~Tiempo)
fligner.test(y~Tiempo)

# Kruskal-Wallis

cor.test(y,Peso)
cor.test(y[1:27],Peso[1:27])
cor.test(y[28:54],Peso[1:27])
cor.test(y[55:81],Peso[1:27])
cor.test(y[82:108],Peso[1:27])

par(mfrow=c(2,2))

plot(x = Peso[1:27], y = y[1:27], main = "Semana 1: Peso VS BPA",xlab = "Peso
(gr)", ylab = "BPA (ng/L)")

plot(x = Peso[1:27], y = y[28:54], main
"Peso (gr)", ylab = "BPA (ng/L)")

plot(x = Peso[1:27], y = y[55:81], main = "Semana 3: Peso VS BPA"xlab =
"Peso (gr)", ylab = "BPA (ng/L)")

"Semana 2: Peso VS BPA" xlab =
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plot(x = Peso[1:27], y = y[82:108], main = "Semana 4: Peso VS BPA" xlab =
"Peso (gr)", ylab = "BPA (ng/L)")

kruskal.test(y~Botella)
kruskal.test(y~Color)
kruskal.test(y~Temp)
kruskal.test(y~Tiempo)

#2do Analisis, vida real
drl<-read.table(file.choose(),sep=",",header=T)

yri<-dri[,9]
day<-as.factor(drl[,2])
trl<-as.numeric(drl[,4])
crl<-as.factor(drl[,5])

# Interaction Model- Only interaction sig.
mrl1 <- Im (yrl~crl)
summary (aov(mrl1))

mrl2 <- Im (yrl~day+trl)
summary (aov(mrl2))

mrl3 <- Im (yrl~day)
summary (aov(mri3))
summary (mrl3)

# Supuestos

#Independencia y Normalidad
par(mfrow=c(2,2))

plot(mrl3)
shapiro.test(mri3$residuals)

#Poder la prueba
power.anova.test(groups=5, n=20, between.var = 664.2, within.var =
30.7,power = NULL)

#balanceo

par(mfrow=c(1,1))

plotmeans(yrl~day,main="Resultados por dia",xlab = "Dia de la semana",ylab
= "BPA (ng/L)")

#homogeneidad
bartlett.test(yrl~day)
leveneTest(yrl~day)
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fligner.test(yrl~day)
# Resultados y discusion

plot(x = Peso, y =y, main = "Peso VS BPA",xlab = "Peso (gr)", ylab = "BPA
(ng/L)")

plotmeans(y~Color,n.label = F,ci.label = F, digits = 2, main="Resultados:
Color",ylim=c(65,125),mean.labels = F,ylab = "BPA (ng/L)")
plotmeans(y~Botella,n.label = F,ci.label = F, digits = 2, main="Resultados:
Producto",ylim=c(50,125),mean.labels = F,ylab = "BPA (ng/L)"xlab =
"Producto")

plotmeans(y~Temp,n.label = F,ci.label = T, digits
Temperatura",ylim=c(20,170),mean.labels = T,ylab
"Grados Centigrados")

plotmeans(y~Tiempo,n.label = F,ci.label = F, digits = 2, main="Resultados:
Tiempo",ylim=c(20,180),mean.labels = F,ylab = "BPA (ng/L)",xlab="Semana")

2, main="Resultados:
"BPA (ng/L)", xlab =

TukeyHSD(aov(y~Color))
TukeyHSD(aov(y~Botella))
TukeyHSD(aov(y~Temp))
TukeyHSD(aov(y~Tiempo))

# Datos vida real

TukeyHSD(aov(mrl3))

par(mfrow=c(1,1))

plotmeans(yrl~crl,n.label = F,ci.label = F, digits = 2, main="Resultados:
Color",ylim=c(12,20),mean.labels = F,ylab = "BPA (ng/L)")

plot(x = trl, y = yrl, main = "Temperatura VS BPA",xlab = "Grados Centigrados",
ylab = "BPA (ng/L)")

cor(trl,yrl)

plotmeans(yri~day,n.label = F,ci.label = F, digits = 2, main="Resultados: Dia
de la semana",mean.labels = F,ylab = "BPA (ng/L)", xlab = "Dia de la semana")

TukeyHSD(aov(yrl~day))
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