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Resum 

Els plàstics són materials amb un temps de vida mitjana elevat present de forma ubiqua 

emprat en quasi tots els usos requerits per la societat. Aquests poden degradar-se en 

partícules més petites d’entre 100-5 nm anomenades microplàstics (MPs). Els 

microplàstics són contaminants emergents amb una alta capacitat d’ingressar a la 

cadena tròfica i provocar efectes perjudicials com disbiosi o modificació dels nivells de 

cèl·lules Th17 i Treg en rates en el cas del polietilè (PE). A més, poden contenir 

additius que modifiquen les seves propietats fisicoquímiques, un del més importants 

essent el BPA, disruptor endocrí conegut. En aquest TFG s’han realitzat tasques de 

comprovació de procediments i posta a punt del mètode per a l’anàlisi per 

cormatografia de gasos associada a espectrometria líquida de masses (LC-MS) de 

BPA i BPA adsorbit a partícules de PE (BPA-PE) emmarcat dintre el projecte PID2020-

117686RB-C33 com a part inicial d’aquest, en concret en procediments inclosos en 

l’estudi de la biodisponibilitat de BPA adsorbit a MPs. El protocol de neteja de material 

evita la contaminació per BPA. El mètode d’anàlisi per LC-MS optimitzat mitjançant un 

tampó per a una eficiència òptima de l’enzim ꞵ-Glucuronidasa, manté l’eficàcia 

d’aquest per a la detecció del BPA, a falta de resultats per a l’optimització de la 

concentració de l’enzim. Els vehicles més adequats per a l’administració per gavage de 

BPA i BPA-PE foren l’oli de blat de les índies i carboximetilcel·lulosa 5% (CMC), 

respectivament, i funcionant correctament en les proves d’administració en laboratori, 

no essent així a l’hora de l’experiment pilot en el cas del grup BPA-PE amb CMC. Es 

conclou que els protocols de neteja, anàlisi i vehicles són adequats per a l’experiment, 

havent d’optimitzar el vehicle CMC en quant a la seva concentració, així com la 

utilització de diferents instruments per a la seva administració, com cànules i xeringues 

de major diàmetre. 
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Abstract 

Plastics are materials with a high average life time present ubiquitously used in almost 

all the uses required by society. Plastics can degrade into smaller particles between 

100-5 nm called microplastics (MPs). Microplastics are emerging pollutants with a high 

capacity to enter the food chain and cause harmful effects such as dysbiosis or 

modification of Th17 and Treg cell levels in rats in the case of polyethylene (PE). In 

addition, they may contain additives that modify their physicochemical properties, one 

of the most important being BPA, a known endocrine disruptor. In this work, tasks have 

been carried out to check procedures and fine-tune the method for the analysis by gas 

chromatography associated with liquid mass spectrometry (LC-MS) of BPA and BPA 

adsorbed to PE particles (BPA- PE) framed within the project PID2020-117686RB-C33, 

as an initial part of it, more precisely in procedures included in the study of 

biodisponibility of BPA adsorbed in MPs. Material cleaning protocol prevents BPA 

contamination. The LC-MS analysis method optimized using a buffer for optimal 

efficiency of the ꞵ-Glucuronidase enzyme maintains its effectiveness for the detection of 

BPA, in the absence of results for the optimization of the concentration of the enzyme. 

The most suitable vehicles for gavage administration of BPA and BPA-PE were corn oil 

and 5% carboxymethylcellulose (CMC), respectively, and performing well in laboratory 

administration tests, not being so for the CMC vehicle with BPA-PE at the time of the 

pilot experiment. It is concluded that the cleaning and analysis protocols and vehicles 

are suitable for the experiment, needing an improvement of the CMC vehicle regarding 

its concentration and obtaining better instruments for its administration, such as larger 

cannulas and syringes.
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Introducció 

El plàstic és un material emprat en l’actualitat en gairebé tots els usos requerits per la 

societat des de la indústria tèxtil, construcció, enginyeria i electrònica fins al transport i 

emmagatzematge d’aliments i altres productes de consumició. El seu nombre d’aplicacions 

és tal gràcies a la varietat de formes que presenta, fet que fa que actualment no es pot 

pensar en un món sense ell (Herberz et al., 2020). 

Una de les característiques més marcades del plàstic és el seu allargat temps de vida 

mitjana, 450 anys en el cas del polietilè tereftalat (PET per les seves sigles en anglès), factor 

que contribueix a que en el període comprès entre 1950 i 2015 s’hagin produït 4.600 milions 

de tones de deixalles de plàstic (Qin et al., 2021). 

Segons passa el temps el plàstic es comença a desintegrar gràcies a l’acció de factors 

abrasius i llarga exposició als raigs de llum ultraviolada (UV) (Gregory & Andrady, 2003), així 

com per factors biòtics (Imhof et al., 2012) en fragments cada cop més petits. En arribar a 

mides d’entre 100 nm i 5 mm (Alimi et al., 2018) adopten el nom de microplàstics (MPs), 

terme adoptat per (Thompson et al., 2004). Destacar que existeixen microplàstics primaris, 

quan són fabricats expressament de mida petita, i secundaris, provinent de la fragmentació 

de plàstics de major mida. 

Els microplàstics són contaminants emergents que es troben en medi marí i més recentment 

s’han trobat també en suspensió a l’aire (Enyoh et al., 2019). Una de les formes d’exposició 

més comunes als microplàstics és a través dels aliments (Conti et al., 2020; Iñiguez et al., 

2017), actualment no existint una metodologia estàndard per al seu anàlisi en aliments 

(Rubio-Armendáriz et al., 2022), i tampoc essent tractats com a contaminants dels aliments 

per la Unió Europea (Rainieri & Barranco, 2019), encara que sí que hi ha legislació respecte 

als materials destinats al contacte amb aliments (Europea, U. Reglamento (UE) No 10/2011 

de la Comisión, de 14 de enero de 2011, sobre materiales y objetos plásticos destinados a 

entrar en contacto con alimentos. Diario oficial de la Unión Europea, 15, 1-89). 

Aquesta distribució al medi és desigual i depèn de les característiques, tan físiques mida, 

forma, color) com químiques (composició), pròpies dels diferents tipus de microplàstics 

(Zhang et al., 2022), els quals estan formats per polímers (del grec poly-, “moltes” i -mer, 

“parts”), macromolècules compostes per molècules més petites anomenades monòmers 

repetides. Els polímers més comuns són els de polipropilè (PP), polietilè (PE), clorur de 

polivinil (PVC) i poliestirè (PS), corresponent al 24%, 21%, 19% i 6% de la producció total el 

2007, respectivament (Andradi et al., 2011). Els MPs també poden contenir additius per 

modificar les seves propietats (antioxidants, estabilitzants del calor i protecció front als raigs 
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UV, plastificants i pigments), així com monòmers, catalitzadors o subproductes de la seva 

fabricació (Shim et al., 2018). 

Respecte a la seva possible biodisponibilitat, havent evidència d’acumulació en el contingut 

gàstric d’aus marines des de la dècada del 1960 (Kenyon & Kridler, 1969), ve determinada 

principalment per la mida, densitat, color i abundància. Com menors són els fragments, amb 

més facilitat són captats per organismes de nivells inferiors en la xarxa tròfica, que 

presenten poca selectivitat en les partícules que ingereixen; a més, els fragments poden ser 

captats passivament per organismes superiors (Moore, 2008). L’abundància d’aquests 

fragments en el medi va en augment i la seva presència segueix una tendència a l’alça 

(Barnes et al., 2009), fet que incrementa la biodisponibilitat a raó d’augmentar la probabilitat 

d’un organisme a trobar-se’ls, així com veure’s afectada per la fragmentació progressiva en 

trossos de menor mida (Browne et al., 2008). Aquesta biodisponibilitat també es pot veure 

afectada per interaccions biològiques tal com explica (Ward & Kach, 2009), permetent la 

introducció dels microplàstics a les xarxes tròfiques (Figura 1) (Wright et al., 2013). 

 

 

Els MPs poden contenir additius, que els doten de noves propietats o les modifiquen per 

millorar la seva finalitat (major resistència tèrmica, flexibilitat, etc.). Un dels més destacats és 

el Bisfenol A (BPA) [2,2-bis-(4-hidroxifenil)propà. CAS nº 80-05-7], el qual és emprat en la 

síntesi de plàstics de policarbonat (plàstics de tipus polièster degut a tenir un grup èster dins 

la seva estructura) i altres polímers com la resina epoxi (Scippo, 2011). Emprat com a 

Figura 1. Possibles rutes de transport de MPs i les seves interaccions biològiques (Wright et al., 2013). 
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component en productes com ampolles per a infants, recobriments per begudes i llaunes i 

estris emprats en medicina (Y. Q. Huang et al., 2012) fins que l’Autoritat Europea de 

Seguretat Alimentària (EFSA per les seves sigles en anglès) en va prohibir el seu ús en 

ampolles i envasos per a nadons i nens menors de 3 anys (“Commission Regulation (EU) 

2018/213 of 12 February 2018 on the use of bisphenol A in varnishes and coatings intended 

to come into contact with food and amending Regulation (EU) No 10/2011 as regards the 

use of that substance in plastic food contact materials”, 2018). Recentment, la EFSA ha 

publicat una revisió sobre els riscos de la presència de BPA en productes alimentaris, 

reduint la ingesta tolerable diària (TDI) a 0,2 ng/kg de pes corporal, 20.000 vegades inferior 

a l’anterior establert (“Re-Evaluation of the Risks to Public Health Related to the Presence of 

Bisphenol A (BPA) in Foodstuffs,” 2023). El BPA és un disruptor endocrí que presenta una 

estructura simètrica composta per C15H16O2 (Figura 2) (L. Li et al., 2015). Els dos grups 

benzè units als grups -OH permeten al BPA unir-se al receptor d’estrògen (ER) i actuant 

com un lligand clàssic dels ER-ɑ i ER-ꞵ (Ullah et al., 2018). 

 

 

En testicle de rata, l’activitat peroxidasa (POD) es veu minvada significativament, mentre 

que la peroxidasa lipídica (LPO) es veia augmentada; ROS també augmenta 

significativament (Ullah et al., 2018). En pulmó, el BPA augmenta significativament 

l’expressió del Factor de Necrosi Tumoral Alfa (TNF-ɑ ), marcador proinflamatori, així com 

també del gen codificant per a la colagenasa tipus IV (MMP2); histopatològicament, 

s’observa una lleugera inflamació dels alvèols i vasos sanguinis dilatats i congestionats a les 

6 setmanes; a les 12 setmanes, s’observa dany alveolar sever i una major congestió i 

infiltració nuclear greu (Rehman et al., 2021). En ratolins mascle recent nats, l’exposició a 

BPA prenatal i durant l’època perinatal causa un augment del pes total i fetge. S’observa un 

augment de l’activitat alanina-aminotransferasa (ALT), triglicèrids (TG) i malondialdehid 

(MDA) mentre que disminueixen l’activitat SOD, GSH-px, l’activitat catalasa (CAT) i els 

Figura 2. Estructura molecular del BPA (L. Li et al., 2015). 
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nivells de glutatió (GSH). En quant a histopatología, es veu una gran acumulació de lípids i 

expansió d’hepatòcits (Z. Meng et al., 2019). 

En quant als efectes dels microplàstics, en ratolins, per via oral, el PS causa una acumulació 

dosi dependent d’aquests en fetge, ronyons i intestí, presentant en aquest una major 

acumulació i canvis en l’estructura i gruix de la capa mucosa. Als tres teixits hi ha un 

augment de les espècies reactives d’oxigen (ROS) així com una major activitat de la 

superòxid dismutasa (SOD), que transforma superòxids en oxigen (Choi et al., 2021). En 

ronyó, a més, el PS pot causar necrosi, augment significatiu de marcadors inflamatoris, 

infiltració de cèl·lules inflamatòries i despreniment de l'epiteli tubular (X. Meng et al., 2022).  

Per altra banda, els microplàstics de PE, essent el polímer més simple (CH2-CH2)n, de 

cadena no ramificada i químicament inert, provoquen disbiosi (alteracions en la microbiota 

intestinal), augmenten la quimiocina de regulació per activació expressada i secretada pels 

limfòcits T (RANTES) i les interleucines 1-alpha (Il-1ɑ) i 9 (Il-9), marcadors de resposta 

inflamatòria. A més, poden regular el nombre de cèl·lules Th17 i Treg (relacionades amb la 

resposta immunològica) alterant la diversitat de la microbiota intestinal (X. Li et al., 2020). 

De forma general, per via intranassal els MPs inferiors a 200 nm poden travessar la mucosa 

entrant en el sistema circulatori i causant toxicitat altres òrgans, mentre que els MPs de 200 

nm s’acumulen principalment en fetge i ronyons (J. Huang et al., 2022). L’exposició per via 

intratraqueal de microplàstics de PS indueix fibrosi pulmonar causant un augment dosi 

dependent de l’estrès oxidatiu (disminueix SOD, augmenta la glutatió peroxidasa (GHS-px) i 

s’activa el factor nuclear eritroide similar al factor 2 (Nrf2), relacionats amb la protecció i 

resistència front a l’estrès oxidatiu), així com augmentar marcadors de cèl·lules 

fibrogèniques activades com l’alpha SMA (ɑ-SMA) i augment de l’expressió de colàgen 

(Zhang et al., 2022). 

Segons els estudis esmentats anteriorment, es coneixen els efectes de MPs i BPA lliures, 

però no existeix bibliografia suficient a la qual s’analitzin els possibles efectes sobre la salut 

del BPA procedent de la lixiviació dels MPs, actuant aquests com a vector. 

Hipòtesi i Objectius 

En base a la exposició ubiqua als MPs i BPA, els equips del Dr. Josep Mercader Barceló 

(Dr. en Bioquímica) i Dr. Manuel Miró Lladó (Dr. en Química Analítica) treballen en un 

projecte col·laboratiu, amb títol “Plataformas analíticas fluídicas para evaluar la exposición 

humana y ambiental a contaminantes emergentes (PID2020-117686RB-C33)”, que tracta 

d’analitzar la biodisponibilitat i assimilació dels additius presents en els MPs. Aquest TFG 
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s'emmarca com a part inicial del projecte esmentat, en concret, en la preparació i posta a 

punt de varis procediments inclosos en l’estudi de la biodisponibilitat del BPA adsorbit a 

MPs. 

Objectius específics: 

1) Verificar l’eficàcia d’un protocol de neteja del material de laboratori per evitar la 

contaminació per BPA a les mostres biològiques. 

2) Optimitzar la quantificació del BPA a mostres de plasma de rata per LC-MS. 

3) Seleccionar els vehicles per administrar BPA lliure i BPA adsorbit a PE per gavage a 

rates. 

4) Dissenyar la fase I de l’experiment animal (pilot) i comprovar la viabilitat del 

procediment. 

Material i Mètodes 

Materials 

● BPA 

Bisphenol A Sigma Aldrich (CAS-No. 80-05-7) 99% puresa (239658-50g) 

● PE-BPA: proveïdor, concentració de BPA en les partícules de PE 

Bisphenol A in Polyethylene SPEX (Lot. NA230104002) Catalog number (SVO-CPUK-319-5) 

5g; Bisphenol A (CAS-No. 80-05-7) Puresa 99%, Labeled 1000 µg/g, Certified 1001 µg/g, 

Uncertainty ±26 µg/g 

Bisphenol A in Polyethylene SPEX (Lot. ND230418005) Catalog number (SVO-CPUK-477-

5G) 5g; Bisphenol A (CAS-No. 80-05-7) Puresa 99%, Labeled 3000 µg/g, Certified 3002 

µg/g, Uncertainty ±363 µg/g 

● Polietilè 

Polyethylene QC Standard Blank (Lot. CT170614030) Catalog number (CRM-PEBLK) 

● Carboximetilcel·lulosa 

Sodium Carboxymethyl cellulose Sigma Aldrich (Lot # MKCP3002) Mw ~90.0000 (419273-

100g) 
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● Oli de blat de les índies 

Corn oil Thermo Scientific Cat. No: 405435000 Lot: A0444160; 500g CAS: 8001-30-7 

● Aigua Mili-Q 

W6-212 Water; Fisher Chemical (Lot. 216534) 2,5 L; OptimaⓇ LC/MS; 0,03 micron filtered 

Neteja del material de laboratori 

Degut a la presència ubiqua del BPA en l’ambient, present també a material de laboratori 

(Ye et al., 2013b), i per tal de garantir la màxima neteja i evitar qualsevol possible 

contaminació, es va necessitar establir un protocol per a la neteja de material tant no 

volumètric com volumètric, emprant sempre que fos possible material de vidre o metall 

(excepte les puntes de micropipeta o taps). 

Per als materials volumètrics (matrassos aforats per exemple) o que eren de plàstic (com els 

taps dels vials), degut a la impossibilitat d'emprar mufla (un forn emprat en laboratori per a la 

calcinació o secat de substàncies ja que permet ajustar la temperatura), al nostre laboratori 

es va elaborar un protocol de neteja per polaritat seguint les indicacions del Dr. Manuel Miró 

Lladó, catedràtic de química a la UIB, essent aquest tipus de protocols comuns a la literatura 

(Baker et al., 1976). Es va decidir emprar els següents compostos per maximitzar la neteja: 

primer aplicar una mescla de diclorometà-hexà (50-50), ambdós essent dissolvent orgànics, 

emprats per a l’eliminació dels compostos més apolars degut a una major facilitat 

d’evaporació d’aquests tipus de compostos; destacar que el diclorometà-hexà és un 

compost tòxic de fàcil evaporació i per tant s’ha de realitzar el procés en campana, apart de 

per garantir una major netedat. Seguidament es va deixar eixugar a l’aire. Posteriorment es 

fer una neteja amb metanol pur i es va deixar assecar a l’aire. Finalment es va aplicar aigua 

Mili-Q pura (W6-212 Water; fisher chemical; OptimaⓇ LC/MS; 0,03 micron filtered) per 

arrossegar els compostos més polars, així com evitar possible toxicitat a les rates per 

compostos no evaporats, llavors es va eixugar a l’aire o amb nitrogen gas. Un cop eixut es 

tapava el material amb paper d’alumini i guardava en estufa a 37ºC. 

El material no volumètric de vidre o metall pot ser sotmès a la mufla, per tant es netejava 

amb aigua i sabó en la pica, es va rentar amb aigua Mili–Q i aclarar amb acetona. 

Posteriorment s’assecava a l’aire. Tot aquest procés es duia a terme per evitar fer malbé el 

material a l’hora de muflar. Un cop el material era eixut completament es tapava amb paper 

d’alumini i es muflar a 400ºC entre 1:30 h i 2:00 h. Finalment es conservava en estufa a 

37ºC. 
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Cromatografia líquida-espectrometria de masses (LC-MS) 

La cromatografia líquida amb espectrometria de masses (LC-MS) (Figura 3) és una tècnica 

analítica que combina la resolució de la cromatografia líquida (LC) que permet separar, amb 

la capacitat de detecció selectiva de l’espectrometria de masses (MS), que permet 

identificar, quantificar i caracteritzar mescles complexes de compostos químics. LC-MS 

funciona de la següent manera: 

1. Cromatografia líquida (LC): la mostra s'injecta en el sistema de cromatografia líquida, que 

consisteix en una columna de cromatografia líquida d'alta pressió (HPLC). La columna conté 

una fase estacionària, com un sòlid amb porositat o una superfície recoberta de líquid, en el 

nostre cas essent una C-18 porosa (Luna Omega) de 2,6 µm de mida de partícula i 3 mm 

d’altura. 

2. Separació: conforme la mostra travessa la columna, els components interactuen amb la 

fase estacionària en funció de les seves propietats fisicoquímiques, la qual cosa condueix a 

la seva separació. Els compostos amb interaccions més fortes queden més temps retinguts 

a la columna, mentre que els compostos amb interaccions més febles hi passen més 

ràpidament. 

3. Ionització: després de la separació, els components individuals entren en l'espectròmetre 

de masses. A la font de ionització, les molècules es converteixen en ions en fase gasosa. 

4. Anàlisi de masses: les molècules ionitzades s'introdueixen en l'analitzador de masses, 

que sol basar-se en una de diverses tècniques, i separa els ions en funció de la seva relació 

massa-càrrega (m/z). 

5. Detecció i anàlisi de dades: els ions separats són detectats per un detector que genera un 

senyal elèctric proporcional a l'abundància de cada ió. Les dades són processades i 

analitzades per un sistema informàtic, que produeix un espectre de masses representant les 

abundàncies d'ions en funció dels seus valors m/z. 

6. Identificació del compost: l'espectre de masses obtingut es compara amb una base de 

dades d'espectres de masses coneguts per a identificar els compostos presents en la 

mostra. La identificació es basa en el mesurament precís de la massa i en el patró de 

fragmentació dels ions. 

7. Quantificació: la LC-MS també pot utilitzar-se per a l'anàlisi quantitativa comparant la 

intensitat dels senyals iònics de la mostra amb les de patrons coneguts, poguent determinar 

la concentració o abundància relativa de compostos específics. 
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● Recta de calibratge 

La recta de calibratge consistia en una recta de 10 mostres en dilució seriada ½ en vials 

amb inserts. Al primer vial (P9) s’afegiren 80 µL de solució intermitja de dopatge (mescla de 

compostos explicada més endavant a la memòria) a 100 parts per bilió (ppb) (1 ppb = 0,001 

mg / L) i 120 µL de metanol (concentració final dopatge = 40 ppb). A la resta de vials (P8-P0) 

s’afegiren 100 µL de metanol. Es va vortejar i es realitzaren dilucions seriades fins a P1 

passant 100 µL del vial anterior vortejant entre cada pas. Finalment s’afegiren a tots els vials 

5 µL de la solució intermitja a 100 ppb de patró intern (descrit més endavant). També es va 

preparar un vial amb 1 mL de metanol per netejar entre mostres. 

 

 

Anàlisi de BPA en plasma de rata per LC-MS 

En proves realitzades en la posta a punt d’aquest protocol d’anàlisi, va sorgir la idea de 

baixar el pH del plasma per a millorar l’eficiència de l’enzim emprat a l’hora d’analitzar les 

mostres (explicat més avall en aquest apartat), ja que els resultats previs obtinguts pel grup 

no eren satisfactoris pel fet de no observar-se correctament la desglucuronització del BPA-

glucuronidat (BPA-G) en BPA (explicat més endavant), per tant, es va contemplar l’ús d’un 

Figura 3. Imatge de LC-MS emprat per a l’anàlisi de les mostres de plasma (Serveis Cientificotècnics, UIB). 
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tampó d’Acetat d’Amoni 5 mM (pH = 6,6) + Àcid Fòrmic 1% (pH = 2) per baixar el pH del 

plasma fins a un pH òptim per a l’esmentat enzim, ja que les proves anteriors es realitzaren 

a pH del plasma (pHplasma ≈ 8). 

Es retolaren vials marrons de vidre d’1,5 mL amb els grups experimentals: Blanc sense 

tampó (BS), Blanc amb tampó (BT), Dopat sense tampó (DS) i Dopat amb tampó (DT). Es 

pipetejaren 100 µL de plasma de rata Wistar (BW) per vial (pHplasma = 8). Les mostres sense 

tampó es congelaren a -20ºC per al dia següent degut a la durada d’una de les passes del 

protocol. A les mostres amb tampó s’afegiren 40 µL de tampó Acetat d’Amoni 5 mM (pH = 

6,6) per baixar el pH del plasma. Posteriorment s’afegiren 17 µL d’Àcid fòrmic 1% (pH = 2) 

per un pHplasma ≈ 5. Seguidament es sotmeteren els vials a ultrasons durant 5 minuts per 

acabar de disgregar i alliberar els compostos i les possibles restes cel·lulars que podrien 

romandre al plasma. S’afegiren 5 µL de dopatge a les mostres no congelades que ho 

precisaven, així com es pipetejaren 5 µL de patró intern a totes les mostres (elaboració 

explicada més avall). Es va vortejar i s’incubà 1 h. Es va afegir l’enzim ꞵ-Glucuronidasa 

(Helix Pomatia, pH òptim segons la casa comercial Sigma Aldrich de l’activitat glucuronidasa 

= 5), que catalitza la reacció d’hidròlisi de residus d’àcid ꞵ-D-glucurònic, als grups amb 

tampó. Degut a que l’enzim venia en una solució mare a 100.000 unitats catalítiques (u.c.) 

es va realitzar una solució intermitja a 400 u.c. en 5 mL i d’aquesta es pipetejaren 10 µL en 

els vials amb tampó per a obtenir 23 u.c. finals (Marciniak et al., 2006) per evitar una mala 

detecció dels compostos per excés d’enzim. Es va vortejar suaument i es va deixar incubar a 

37ºC 24 h. 

El dia següent es retiraren les mostres sense tampó del congelador i se’ls hi varen aplicar 

ultrasons durant 5 minuts. Posteriorment es va realitzar el dopatge a les mostres que ho 

precisaven i es va afegir el patró intern preparat. Es vortejaren les mostres i es va deixar en 

repòs 1 h. Es varen retirar totes les mostres de la incubadora i es varen passar per la 

màquina Visiprep (Figura 4), una màquina de filtració per buit, on s’empren guies (tubs de 

plàstic que connecten les columnes amb els vials) i columnes de filtració (Agilent Captiva 

EMR-Lipid, 1 mL 40 mg 100/pk). Es va desenroscar el tap i es van col·locar en les guies 

amb precaució degut a la seva fragilitat, es tornaren a tapar i es col·locaren vials nous 

prèviament retolats dintre la visiprep. Es va tapar i es posicionaren les columnes de filtració 

a sobre. A les columnes es va afegir tot el contingut dels vials i un volum d’acetonitril (ACN) 

amb àcid fòrmic a l’1% en proporció 80:20 equivalent a tres cops el volum del vial 

(individualitzat per cada vial) i es va deixar reaccionar 5 minuts. Un cop passat el primer filtre 

s’assecaren els vials amb gas nitrogen i es van tornar a passar per la columna de filtració, 

tot i que ara l’ACN es va mesclar amb aigua Mili-Q en proporcions 80:20 i es va deixar 
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reaccionar 5 minuts previs a l’activació de la bomba de buit. S’assecaren els vials amb gas 

nitrogen i es va realitzar la preparació de les mostres per LC-MS. 

 

 

● Dopatge 

Es va preparar el dopatge consistint en una mescla de BPA i BPA-G en metanol, partint 

d’una solució mare a una concentració d’1 part per milió (ppm) (1 ppm = 1 mg/L) de cada 

component, volent obtenir una solució final a 5 parts per bilió (ppb) de cada component de la 

mescla (1 ppm = 1000 ppb). Primer es va realitzar una solució intermitja a 100 ppb en 1 mL 

de metanol degut a no poder pipetejar el volum necessari per a realitzar la solució requerida; 

d’aquesta s’agafaren 5 µL i es dissolgueren en 100 µl de metanol per a la solució final. 

● Patró intern 

Es va preparar un patró intern que portaven totes les mostres per corregir-les, consistent en 

una mix de BPA deuterat (BPAD) (BPA al qual s’han substituït els àtoms d’hidrogen per 

deuteri, un hidrogen amb un protó i un neutró al seu nucli amb el doble de massa atòmica), i 

BPA-G C13. El patró intern provenia d’una solució mare a la mateixa concentració que el 

dopatge, realitzant els mateixos càlculs per a una concentració final a 5 ppb. 

● Lectura de les mostres per LC-MS 

Als vials s’afegiren 100 µL de metanol. Es va vortejar 1 minut i s’aplicaren ultrasons 15 

minuts. Als vials originals es va retirar tot el volum restant, s’afegiren inserts i es va tornar a 

Figura 4. Màquina Visiprep amb les columnes de filtració a sobre i les guies a l’interior. 
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addicionar el contingut dels vials. Es mantingueren els vials en gelera a 4ºC per el seu 

anàlisi per LC-MS. 

Un cop es rebien les dades, un membre del laboratori les analitzava amb el programa 

TraceFinder, de la casa comercial Thermo Fisher, que interpreta els arxius, i orbitrap, un 

mòdul d’anàlisi, integrant les àrees generades per cada compost, comprovant prèviament les 

mostres, la recta del patró intern i la recta de calibratge (Figura 5). 

 

 

● Influència de la concentració de B-glucuronidasa en la identificació de BPA a mostres 

de plasmes 

Degut als resultats obtinguts a l’anàlisi de BPA en plasma de rata en afegir el tampó, es va 

realitzar una comprovació de l’eficàcia de la ꞵ-Glucuronidasa a diferents concentracions 

d’unitats catalítiques amb mostres: blanc amb plasma, i enzim a 25, 50, 100, 200 i 400 u.c. 

Aquesta comprovació es va dur a terme seguint el mateix protocol per l’anàlisi de BPA en 

plasma de rata, modificant el volum afegit d’àcid fòrmic 1% de 17 µL a 21 µL per un pHplasma 

final = 5. Finalment es va realitzar la preparació de les mostres per al LC-MS i la recta de 

calibratge de la mateixa forma que s’esmenta anteriorment. 

 

 

Figura 5. Mostra de la disposició del programa TraceFinder (Crèdit: Alberto Fuster Aparisi). 
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Avaluació de la idoneïtat dels vehicles per administrar PE-BPA i BPA lliure per 

gavage a rates 

Com a vehicle per a la dispersió del BPA-PE es va elegir carboximetilcel·lulosa (CMC), es 

van realitzar proves a diferents concentracions de CMC per analitzar com canviava el temps 

de retenció després d’haver agitat del BPA-PE en el vehicle ja que el PE és hidrofòbic i no 

soluble en CMC. 

S’empraren concentracions de CMC a 0,5%, 2%, 4,5% i 5%. La preparació es mostra a 

continuació: 

En un vas de precipitats muflat, es dissolgueren 0,5 g de CMC en pols en 100 mL d’aigua 

Mili-Q pura en agitació i calor (evitant sempre l’ebullició). Es prepararen seguint l’anterior 

procediment les concentracions de 2% i 4,5%. 

Per a la concentració al 5%, es dissolgueren 2,5 g en 50 mL d’aigua Mili-Q pura. 

Per al BPA lliure es van intentar solubilitzar en CMC, etanol, aigua i oli de blat de les índies. 

Tot el material emprat s’ha netejat prèviament seguint els protocols establerts. 

● Viabilitat de les cànules per a l’administració del vehicle amb BPA-PE en rates 

Per a la comprovació que les cànules (d’acer inoxidable i 1,50 mm de calibre) i les xeringues 

(3 xeringues de 2 mL, 5 mL i 10 mL de capacitat i 1,50, 0,87 i 1,50 mm de calibre a la part 

més estreta) eren adequades per administrar la dispersió de BPA-PE integrada en CMC es 

va realitzar una prova amb PE integrat en CMC 5% en agitació constant en un vas de 

precipitats de 50 mL. Es va realitzar sobre un agitador sense calor agafant amb una de les 

xeringues 2 mL de solució sobre la meitat del vas de precipitats. La neteja de la sonda es va 

realitzar segons el protocol de neteja per polaritat prèviament descrit. 

● Simulació de les condicions experimentals 

Per a comprovar si el PE quedava integrat en el vehicle de CMC, es va realitzar una prova 

en agitació amb 9 mL de CMC a la qual es van administrar 1,6 mg de PE. Aquesta 

administració es va dur a terme sobre un agitador. La CMC es va realitzar mitjançant el 

mateix protocol establert anteriorment al 5%. 
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Administració dels compostos per gavage a rates 

Aquest estudi fou aprovat pel CEEA i autoritzat per la Conselleria d'Agricultura, Pesca i 

Alimentació amb el codi de referència: 2021/02/AEXP. 

Els compostos (4 grups experimentals: Control Oli de blat de les índies, Control CMC al 5%; 

BPA lliure en Oli; BPA-PE (1000 µg de BPA / gPE + CMC al 5%) foren administrats per 

gavage directament a l'estómac de rates (Wistar) (n=20, 10 femelles i 10 mascles) d’entre 

10-12 mesos d’edat (nascudes entre el 18/05/22 i el 13/07/22). La quantitat de BPA  que es 

va administrar a les rates fou de 2 mg / kg de pes corporal de BPA lliure i 2 mg / kg de pes 

corporal de BPA adsorbit a PE, implicant una administració de 2 g de PE / kg de pes 

corporal. 

Es pesaren totes les rates i es va calcular la quantitat necessària de BPA i BPA-PE per a les 

rates que precisaven, llavors, s’administraren els compostos segons el grup experimental 

(Figura 6). 

 

 

Les extraccions de sang per el futur anàlisi de biodisponibilitat es realitzaren dia 29/05/2023 

a totes les rates com a temps 0, i els dies 30/05/2023 i 31/05/2023 en els punts 30 min, 1 h, 

2 h, 4 h, 6 h, 24 h a partir de la safena de la cama, recollida en microvette de 250 µL de 

Figura 6. Taula amb el pes, sexe i càlculs de dosificació de les rates per a cada grup experimental. En 
color es veuen les agrupacions per a les extraccions de sang als diferents temps (en hores). 
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capacitat, i es conservaren en gel fins el moment de l’aïllament del plasma. Per aïllar el 

plasma es centrifugaren les microvette 10 min a 3600 rpm i finalment es congelaren a -20ºC. 

El dia 31/05/2023 es va dur a terme el sacrifici per sobredosi anestèsica amb isoflurà, amb 

confirmació per tall de l’aorta, extracció de sang per punció cardíaca emprant tubs amb i 

sense EDTA (ainticoagulant) i l’extracció de teixits. Els teixits que es van extreure foren: 

femta, contingut del cècum, intestí jejú, teixit adipós blanc (TAB) mesentèric, TAB 

retroperitoneal, TAB inguinal, ovari, testicles, úter, pulmó, fetge, ronyó, cervell, cor, melsa i 

múscul. Les mostres es dividiren en 1-4 porcions, foren congelades en nitrogen líquid i 

posteriorment congelades a -80ºC. L’obtenció del  plasma es va fer centrifugant la sang 20 

minuts (T = 4ºC) a 3500 rpm. Per al sèrum es va centrifugar la sang dels tubs sense 

anticoagulant 10 minuts a temperatura ambient a 1400 rpm. 

Resultats 

1) Neteja del material de laboratori 

Els resultats dels blancs amb aigua indiquen que els nivells de ppb acumulats al llarg dels 

protocols emprats per anàlisi del BPA lliure després d’haver emprat el protocol de neteja per 

als materials de vidre són propers a 0, únicament essent superiors a 0,1 ppb en els nivells 

de BPA lliure, suposant una molt baixa contaminació que es resta als resultats obtinguts en 

l’anàlisi de BPA lliure (Figura 7).  
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2) Concentració de BPA a plasma de rata 

Al grup BS (100 µL de plasma de rata i 5 µL de patró intern) s’aprecien prop de 0 ppb de 

BPA i 13 ppb de BPA-G corresponent a les concentracions bassals que hi havia al plasma. 

Al grup BT (plasma, patró intern, 57 µL de tampó Acetat d’Amoni 5 mM + Àcid fòrmic 1% i 10 

µL d’enzim ꞵ-Glucuronidasa), es podia veure una disminució del BPA-G proporcional a 

l'augment del BPA (≈ 5 ppb), segurament degut a l’incorporació del tampó, baixant el pH a 

nivells òptims per a la ꞵ-Glucuronidasa. En el grup DS (plasma, patró intern i 10 µL de 

dopatge) es pogueren observar les quantitats basals del plasma amb l’addició de les 5 ppb 

de BPA i BPA-G afegides mitjançant el dopatge, no observant activitat enzimàtica alguna. 

En el darrer grup, el DT (plasma, patró intern, tampó, dopatge i enzim), es podia veure com 

amb el tampó la ꞵ-Glucuronidasa va començar a realitzar la seva funció, desglucuronitzant 

el BPA-G en BPA, observant una disminució de 10 ppb dels nivells de BPA-G respecte a DS 

i un augment de 7 ppb en quant al BPA lliure, essent una desglucuronització de BPA-G en 

BPA en el grup DT inferior a l’esperada (Figura 8). Observem que, tot i que les sumes de 

BPA lliure i BPA-G en els grups DS i DT haurien de ser iguals, el grup DT presenta 3 ppb 

Figura 7. Gràfica on es representen les mitjanes i desviacions estàndard dels nivells de BPA (n = 10), BPAD (n = 10) i  

BPA-G (n = 10) en ppb dels blancs provinents de l’anàlisi de les dades obtingudes a partir dels arxius generats per el LC-
MS. 
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menys, possiblement degut a un error de pipeteig en aquest grup ja que no s’observa 

pèrdua en comparar els grups BS i BT, ambdós sumant 13 ppb. 

 

 

● Eficàcia òptima de l’enzim ꞵ-Glucuronidasa 

Degut a una avaria del LC-MS no ha sigut possible l’anàlisi dels resultats a temps de 

l’entrega d’aquesta memòria. 

3) Idoneïtat dels vehicles per administrar PE-BPA i BPA lliure 

● Proves de vehicle per al BPA-PE amb CMC 

Es pot observar a la figura 9 que a la concentració de CMC 0,5% hi ha una nul·la capacitat 

de retenció, augmentant aquesta capacitat de forma pronunciada segons s’augmenta la 

concentració de CMC. Degut a que per administrar el gavage es necessiten almenys 2 

minuts (preparació de la rata, preparació de la cànula i administració), el temps de retenció 

desitjat havia de ser superior. A la figura 10 es pot observar la separació de fases (PE verge 

i CMC) segons els temps de retenció de les concentracions de CMC 2 %, 4,5 % i 5 %. 

 

Figura 8. Gràfica on es representen les mitjanes i desviacions estàndard dels nivells de BPA i BPA-G en ppb dels grups 
experimentals Blanc sense tampó (BS) (n = 3), Blanc amb tampó (BT) (n = 3), Dopat sense tampó (DS) (n = 3) i Dopat 

amb tampó (DT) (n = 3) provinents de l’anàlisi de les dades obtingudes a partir dels arxius generats per el LC-MS. 
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Figura 9. Taula on es poden observar els temps de retenció del PE en CMC segons la concentració en tant per cent (%) 
d’aquesta. 

Figures 10. Imatges dels vials amb PE verge en: CMC 2% als t = 0 s (A) i t = 39 s (B); CMC 4,5 % 
als t = 0 s (C) i t = 2 min 19 s (D) i vas de precipitats amb PE verge en CMC 5 % als t = 0 s (E) i t = 5 

min (F). 
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● Proves de vehicle per al BPA lliure 

Per al BPA lliure es va fer una revisió bibliogràfica on es va trobar una gran quantitat de 

vehicles emprats (CMC, acetona, etanol, aigua, oli de blat de les índies, etc.) (Choi et al., 

2021; Rehman et al., 2020; Z. Meng et al., 2019; X. Li et al., 2022). D’aquests se’n van 

seleccionar 4 (CMC etanol, aigua Mili-Q i oli). 

Es va preparar un vehicle de CMC (5%) dissolent poc a poc 2,5 g de CMC en 50 mL d’aigua 

en un vas amb aplicació de calor i agitació. Posteriorment es van afegir 20 mg de BPA lliure. 

No es va dissoldre. 

L’etanol fou suggerit com a vehicle intermig per al BPA lliure (ja que aquest darrer és 

soluble) per a després tractar-ho de incorporar a una solució de CMC (5%) i així només tenir 

un sol grup control. Es va realitzar una dissolució a 0,12 g / mL de BPA en etanol 96% i es 

va remenar amb vareta de vidre. Posteriorment es va incorporar al CMC (5%) on no es va 

integrar correctament. 

Es va fer una dissolució a 0,0004 g / mL de BPA lliure en aigua Mili-Q en agitació sense 

aplicació de calor, de nou com a vehicle intermig per incorporar-ho amb CMC. No hi va 

haver dissolució. 

Per a la prova amb oli es dissolgueren 0,01 g / mL de BPA lliure en oli de blat de les índies 

amb agitació i calor. El BPA es dissolgué en 30 minuts. 

4) Administració dels compostos durant la fase pilot de l’experiment 

● Vehicles del BPA-PE i BPA lliure 

Davant els resultats obtinguts es va elegir com a vehicle per al BPA-PE la dissolució de 

CMC al 5%. 

Per a la prova pilot es decidiren emprar com a vehicle del BPA lliure l’oli, obligant així a tenir 

dos grups control en el disseny de l’experiment ja que l’oli lixivia el BPA del PE (K. E. 

Gonsalves et al., 1992) (Figura 11). 
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● Prova en agitació per simular condicions experimentals 

Del vas de precipitats en agitació constant es canularen 2 mL de dispersió de CMC (5%) 

amb BPA-PE amb xeringa de vidre de 2 mL de capacitat i diàmetre = 1,50 mm a la part més 

estreta de la punta en un vial de vidre. No hi hagué cap mena de problema i el BPA-PE 

quedava integrat per a una canulació adequada (temps de retenció referit a resultats de la 

prova de vehicle per al BPA-PE amb CMC) (Figura 12). 

 

 

El gavage per als 4 grups experimentals (mencionats a l’apartat de materials i mètodes) de 

la prova pilot es va dur a terme el dia 30/05/2023 a l’estabulari de la UIB per un usuari 

autoritzat. 

Figura 11. Imatge dels vehicles i els seus controls ja preparats emprats per l’administració a la fase pilot 

de l’experiment realitzada el dia 30/05/2023. 

Figura 12. Imatge del vial en el qual es descartar el contingut de la cànula de la prova d’agitació. 
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La quantitat de BPA administrada a les rates fou de 2 mg / kg BW de BPA lliure i 2 mg / kg 

de pes corporal de BPA adsorbit a PE, implicant una administració de 2 g de PE / kg pes 

corporal. Aquesta dosi fou seleccionada ja que de forma idònia s’administrarien 10 mg BPA / 

kg BW (dosi més emprada en estudis de toxicologia), no obstant, implicaria l’administració 

de 10 g de PE / kg BW, essent excessiva. Per tant es va reduir la dosi per tal d’administrar 

un quantitat raonable de PE des del punt de vista ecotoxicològic. 

Per als dos grups control, consistint un amb oli i l’altre amb CMC al 5%, així com per al grup 

al qual s’administrar BPA lliure dissolt en oli, no hi hagué complicacions (Figura 13). 

Al grup que va rebre BPA-PE en CMC (5%), degut a una mala dispersió del BPA-PE en 

CMC, així com problemes amb la cànula i la xeringa (en aquest cas es va emprar inicialment 

la xeringa de 5 mL de capacitat i 0,87 mm de diàmetre a la seva part més estreta i 

posteriorment es va intentar amb la xeringa de 10 mL i 1,50 mm de diàmetre), es va decidir 

suspendre l’administració per evitar perjudicar a les rates (rates 18, 19 i 20 no 

administrades). 

 

Figura 13. Tècnica d’administració del gavage a les rates dia 30/05/2023. A la imatge es pot 

veure el moment en el que s’administra una de les rates control amb oli. 
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Discussió 

Gràcies als resultats dels blancs amb aigua un cop analitzats amb LC-MS es pot apreciar 

com el protocol de neteja és efectiu, ja que s’observa molt poca quantitat de renou, que es 

pot atribuir a la contaminació generada pels materials de plàstic emprats durant el procés 

d’anàlisi (guies de la visiprep o taps dels vials) i a la pròpia brutícia del LC-MS. 

En quant a les proves d’anàlisi del BPA lliure en plasma, on es volia comprovar l’eficàcia del 

tampó Acetat d’amoni 5 mM + Àcid fòrmic 1 % front a no emprar cap mena de tampó. Al 

grup BS es podien observar les concentracions basals del plasma de rata. Al grup BT, on hi 

va haver un augment proporcional del BPA en detriment del BPA-G (≈ 5 ppb), corresponent 

a l’activitat enzimàtica de la ꞵ-Glucuronidasa. En el grup DS, on es van afegir l’enzim (a 23 

u.c.) i dopatje (5 ppb de BPA i 5 ppb de BPA-G), no s’observar pèrdua de compostos en 

l’anàlisi ja que es mantenien els nivells observats en BS amb l’addició dels nivells de 

dopatge, podent-lo comparar amb el grup DT, observant-se en aquest una gran disminució 

dels nivells de BPA-G respecte a DS, no obstant, aquesta conversió no fou del 100% com 

en el cas de BT, ja que s'observava una disminució de BPA-G de 10 ppb mentre que 

l’augment de BPA va ser de 7 ppb. Davant aquests resultats, apart del possible error humà, 

es va plantejar la possibilitat que la dilució intermitja a 100 ppb no fos correcta, no obstant, 

de ser així els nivells de BPA i BPA-G al grup DS no haurien sortit com s’esperaven. Per 

tant, es va hipotetitzar que l’eficiència de la ꞵ-Glucuronidasa no era del 100 % o es trobava 

saturada (degut als baixos nivells emprat), motiu pel qual es van decidir realitzar les proves 

sobre la concentració de u.c. òptimes per a la detecció del BPA i BPA-G (resultats no 

obtinguts per trencament del LC-MS). 

Per a les proves de vehicle per al BPA-PE, es va observar que, tot i que la literatura 

emprava majoritàriament CMC (0,5%), en el nostre cas era inviable degut a les propietats 

hidrofòbiques del PE, motiu pel qual es decidir augmentar la concentració de CMC fins a 

trobar un temps de retenció dels MPs en el vehicle que permetés administrar a les rates la 

concentració de MPs desitjada, últimament escollint la concentració de CMC al 5% amb un 

temps de retenció de 5 minuts. El dia de l’administració no va funcionar correctament, essent 

diversos motius possibles l’experiència i velocitat d’administració dels encarregats i la 

tècnica emprada, així com no haver realitzat proves amb xeringues de volums superiors a 2 

mL, a partir dels quals en l’administració les cànules s’obstruïren, i per evitar administrar 

quantitats incorrectes de PE (i per tant de BPA) es va decidir aturar l’administració al grup 

amb CMC (5%) + BPA-PE. La resta de grups foren tots correctament administrats sense 

problemes. En quant al per què de tenir dos grups control, un d’oli per al BPA lliure i un amb 

CMC dissolt en aigua, es va decidir degut a les propietats de lixiviació que l’oli presenta en 
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front al BPA-PE (K. E. Gonsalves et al., 1992), resultant en la impossibilitat d’administrar 

ambdós grups (BPA lliure i BPA-PE) amb el mateix vehicle. 

Com s’ha comprovat a l’experiment pilot, hi ha limitacions presents en el procediment que 

s’han de resoldre per abordar la fase 2. Es planteja obtenir partícules a una càrrega major 

de BPA (3000 µg BPA / gPE) que permetria minvar en tres cops la quantitat de PE per 

administrar a les rates, així com la possibilitat d’administració mitjançant una cànula amb 

major diàmetre (dues cànules de 4 mm i dues de 6,4 mm, ambdues d’acer inoxidable) evitar 

obstruccions d’aquesta i realitzar més proves de canulació tractant de replicar els temps i la 

tècnica d’administració que s’emprarà. 

Conclusions 

1) Els protocols de neteja per polaritat amb diclorometà-hexà, etanol i aigua, i 

mitjançant calcinació per mufla eliminen la contaminació de les mostres biològiques. 

2) L’ús d’un tampó apunta a una millora de l’eficàcia de la ꞵ-Glucuronidasa en la 

quantificació del BPA en plasma de rata. 

3) Els vehicles més adequats per a l’administració per gavage a rates per al BPA lliure i 

BPA-PE són l’oli de blat de les índies i CMC, respectivament. 

4) Es necessita millorar la viabilitat del procediment en quant a preparació del vehicle 

per al BPA-PE i els instruments emprats a l’hora d’administrar a les rates. 
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