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RESUMEN

Lidia Runia Naccha Torres Fecha de Graduacion: Agosto, 2010

Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Biologicas

Titulo del Estudio: CUANTIFICACION DE DIOXINAS POR CROMATOGRAFIA DE
GASES/ESPECTROMETRIA DE MASAS DE BAJA RESOLUCION
(GC/LRMS) EN CARNES Y LECHES CONSUMIDOS EN NUEVO
LEON.

Numero de paginas: 169 Candidato para el Grado de Doctor en
Ciencias con Acentuacion en
Alimentos

Area de estudio: Ciencia de alimentos

Propdsito y Método del Estudio:

Las Policlorodibenzo-p-dioxinas (PCDDs) y los Policlorodibenzofuranos (PCDFs) son comudnmente
conocidos como “dioxinas”. Las dioxinas son consideradas como los compuestos més téxicos producidos
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toxicidad y esta clasificada como cancerigena para humanos. La principal via de exposicion a las dioxinas
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rapida y sensible de estos compuestos en alimentos, tampoco se tienen establecidos los limites maximos
permitidos del contenido de dioxinas en alimentos. El objetivo de este trabajo fue desarrollar, validar y
aplicar un método analitico para la determinacién y cuantificacion de dioxinas en carnes y leches por
Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas de Baja Resolucion (GC/LRMS). Para desarrollar el
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pg WHO-TEQ PCDDs/PCDFs /g grasa. Por otro lado, se analizaron 10 muestras de leche y los niveles
detectados estan comprendidos entre 0.16 y 2.81 pg WHO-TEQ PCDDs/PCDFs/g de grasa. Estos niveles
estan por debajo del limite maximo permitido por la Comunidad Europea, el cual es de 3 pg WHO-TEQ
PCDDs/PCDFs/g grasa. Los resultados obtenidos con el equipo de GC/LRMS permiten afirmar que se
puede realizar el rastreo de dioxinas en carnes de res y leches con este tipo de equipo. Por lo que
sabemos, este es el primer trabajo de investigacion acerca del andlisis de dioxinas en carnes y leches en
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known as "dioxins". Dioxins are considered the most toxic compounds produced by man. Within this group,
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) is the most toxic and is classified as carcinogenic to humans.
The main route to exposure of dioxins is ingestion of contaminated food of animal origin, especially meat
and dairy products. Mexico did not established an analytical methodology to allow rapid and sensitive
detection of these compounds in food. Moreover, no maximum permissible limits of dioxin in food are
available in Mexico. The aim of this study was to develop, validate and apply an analytical method for the
identification and quantification of dioxin in meat and milk by Low Resolution gas chromatography / mass
spectrometry (GC / LRMS). To develop the methodology, USEPA Method 1613 modified by the Dioxin
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European Community, which is 3 pg WHO-TEQ PCDDs / PCDFs / g fat. In addition, 10 samples of milk
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These levels are below the maximum allowed by the European Community, which is 3 pg WHO-TEQ
PCDDs / PCDFs / g fat. The results here presented, demonstrate that GC/LRMS can be used for the
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and milk in Mexico. Given the fact that in Mexico there is no legislation to control these pollutants, this study
contributes to the establishment of such legislation. The method developed could be used for monitoring
these contaminants in others meat products and dairy products.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Las dioxinas son contaminantes organoclorados persistentes ampliamente
dispersos en el medio ambiente y se encuentran acumulados en alimentos
grasos. Han sido consideradas como los compuestos mas téxicos producidos
por el hombre. El término “dioxinas” abarca un grupo de 75 policlorodibenzo-p-
dioxinas (PCCDs) y 135 policlorodibenzofuranos (PCDFs) congéneres, de los
cuales 17 son considerados de riesgo toxicologico (UNEP 1999; WHO 2001;
Huwe, 2002). El congénere mas toxico es la 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina
(TCDD), clasificado por el Centro Internacional de Investigaciones sobre el
Cancer y otras organizaciones internacionales de reconocido prestigio como

cancerigeno humano (Jensen et al. 2001; Steenland et al. 2004).

El estudio de las dioxinas es muy importante por los diferentes efectos toxicos
que produce en los seres humanos. Estos efectos dependen del grado de
exposicion, y pueden manifestarse como: cloracné, cambios metabolicos y
hormonales, alteraciones a nivel del sistema reproductor masculino y femenino,
efectos en el sistema cardiovascular, dafio en el sistema nervioso, dafos
hepaticos, alteraciones del sistema inmunitario, teratogenicidad vy
carcinogenicidad (Bertazzi et al. 2001; Kogevinas, 2001; Bodner et al. 2003;

Lundqvist et al. 2006).



La exposicion humana a los PCDDs/Fs puede ocurrir de varias maneras:
inhalacion del aire, absorcion dérmica y consumo de alimentos. La OMS estimoé
gue el 90% de los casos de exposicion humana a las dioxinas se da a través de
la ingesta de alimentos contaminados de origen animal, de los cuales las
fuentes predominantes son carnes, pescados y productos lacteos (Roeder et al.

1998; Galli et al. 1999).

El aporte nutricional de la carne, sobre todo como fuente de proteinas, hierro,
riboflavina y niacina, hace que este alimento sea indispensable en la dieta
humana. Ademas, la carne de bovino es rica en lipidos intramusculares, con un
contenido graso que puede oscilar entre 2 y 15% (incluso a veces un 20%), este
hecho explica que sea la carne de bovino uno de los principales portadores de
dioxinas en la alimentacibn humana. Estudios sefialan que la situacién
geografica puede influir en la concentracion de dioxinas en carne (Feil et al.
1998). Nuevo Ledn registra el consumo per capita anual de carne de res mas
alto del pais, 37 Kg (Diagnostico del Sector Agropecuario y Acuicola del Estado

de Nuevo Ledn, Sep. 2008).

Por otra parte, la leche es rica en calcio y vitamina D, entre otros nutrientes y
como alimento adquiere una importancia fundamental, dado el hecho de que
ésta va destinada en buena medida a categorias poblacionales mas vulnerables
a los efectos perniciosos de sustancias quimicas dafiinas, como son los nifios.
Por otro lado, el importante contenido graso de la leche materna, la convierte en

un vehiculo de transferencia de los contaminantes a la descendencia. Este



hecho ha originado una especial preocupacion, sobre todo teniendo en cuenta
la mayor vulnerabilidad de los sistemas inmunitarios de los recién nacidos

(Goldman 1999; Chao et al. 2004, Colles et al. 2008).

Debido a su alta estabilidad y caracter lipofilico, las dioxinas ingresan al cuerpo
humano en conjunto con alimentos grasos como son la carne y la leche. Por
tanto estos alimentos deben ser sometidos a controles rigurosos con el fin de
salvaguardar la salud humana, sobre todo el control de contaminantes tal como

son las dioxinas.

Debido a su complejidad y por el alto costo que implica la determinacion de
estos compuestos toxicos, principalmente por el empleo de equipos de alta
resolucién como lo es la Cromatografia de Gases de Alta Resolucion acoplada
a la Espectrometria de Masas de Alta Resolucion (HRGC/HRMS), solo algunos
paises industrializados han logrado el desarrollo de metodologias, asi como la
experiencia en la medicién y analisis de dioxinas provenientes de diferentes
fuentes. Posiblemente por esta razén en México existe poca informacion sobre
dioxinas. Jiménez et. al. (2005) publicaron un trabajo sobre contaminantes
organoclorados (incluyendo PCDDs/Fs), metales pesados y metaloides en aves
de Baja California, reportando concentraciones para PCDDs y PCDFs de 21
pg/g para las jaulas de las palomas y de 7,7 pg/g para las heces de las
palomas. Cafedo Lopez y Macias Zamora (2007) publicaron una nota de
investigacion sobre PCDDs/PCDFs en peces de cuatro regiones diferentes de

México, reportando que los peces de la zona de Patzcuaro presentaron mayor



contenido de PCDD/PCDFs con un promedio de 0,3 pg PCDDs/PCDFs/g grasa
peso humedo. Sin embargo, no se han efectuado estudios acerca de la
presencia de dioxinas, ni en matrices ambientales como el aire, agua, suelo o
sedimento, ni alimentos como lo son la carne y la leche de vaca, siendo estos

dos ultimos objeto de estudio del presente trabajo de investigacion.

Debido a la poca informacion que se tiene en México acerca de la presencia de
estos contaminantes en la poblacion, el ambiente o los alimentos, no ha sido
posible establecer niveles comparativos con otros paises. Sin embargo, el que
no haya datos, no quiere decir que los problemas de salud o medio ambiente

gue puedan ser provocados por dioxinas o compuestos similares no existan.

Por todo lo anterior, el presente trabajo de investigacion se enfoca en el
desarrollo, validaciéon y aplicacion de un método analitico econémico y confiable
para la determinacién y cuantificacion de dioxinas en carnes y leches que se
consumen en el estado de Nuevo Leodn, por medio de Cromatografia de
Gases/Espectrometria de Masas de Baja Resolucion (GC/LRMS). De este

modo con esta técnica se podria iniciar el monitoreo de Dioxinas en México.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo general
Desarrollar, validar y aplicar un método analitico para la determinacion y
cuantificacion de dioxinas en carnes y leches por Cromatografia de

Gases/Espectrometria de Masas de Baja Resolucion (GC/LRMS).

1.1.2 Objetivos especificos

1. Establecer un método analitico para la determinacion y cuantificacion
de dioxinas por GC/LRMS.

2. Validar el método analitico establecido para la determinacion y
cuantificacion de dioxinas por GC/LRMS.

3. Desarrollar un método de extraccion de dioxinas en carnes y leches.

4. Validar el método analitico desarrollado para la determinacion y
cuantificacion de dioxinas en carnes y leches por GC/LRMS.

5. Aplicar el método desarrollado en muestras de carnes y leches que

se consumen en el Estado de Nuevo Ledn.

1.2 HIPOTESIS
El uso de Cromatografia de Gases acoplada a la Espectrometria de Masas de
Baja Resolucion (GC/LRMS) permitira cuantificar niveles de Dioxinas en carnes

y leches a nivel de picogramos.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Definicion y estructura quimica

Las dioxinas son contaminantes organicos persistentes (COPs) ampliamente
dispersos en el medio ambiente y se encuentran acumuladas en alimentos
grasos. El término “dioxinas” abarca dos clases de compuestos: las
Policlorodibenzo-p-dioxinas (PCCDs) y los policlorodibenzofuranos (PCDFs),
gue engloban un total de 210 compuestos, 135 son PCDDs y 75 son PCDFs.
Presentan estructuras moleculares muy similares que se caracterizan por la
planaridad que confiere la union de dos anillos bencénicos a través de dos
atomos de oxigeno, en el caso de las dioxinas, o de un atomo de oxigeno, en el
caso de los furanos (figura 1a) (UNEP, 1999; WHO, 2001; Huwe, 2002).

Dibenzofuranos policlorados (PCDFs) Dibenzo-p-dioxinas policlorados (PCDDs)
1
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Figura 1. (a) Formula general de los PCDFs y las PCDDs.
(b) 2, 3, 7, 8 - Tetraclorodibenzo-p-dioxina (2, 3, 7, 8 - TCDD).



Cada uno de los anillos puede presentar diferentes grados de cloracion, de
manera que el numero de atomos de cloro unidos a una molécula varia entre
uno (monoclorados) y ocho (octaclorados), ademas los atomos de cloro pueden
estar en diferentes posiciones de la molécula, denomindndose congénere a
cada uno de estos isémeros. Se denomina homélogo al conjunto de
congéneres que presentan el mismo grado de cloracién. En la tabla I, se

presenta el numero de congéneres de cada homologo de PCDDs y PCDFs.

Los compuestos que se consideran téxicos son aquellos que se encuentran
sustituidos en la posicion 2, 3, 7, 8. So6lo 10 congéneres de furanos y 7
congéneres de dioxinas se consideran de riesgo toxicoldgico. EI congénere mas
toxico es la 2, 3, 7, 8 — tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) (figura 1b) (Baron et

al. 2005).

Tabla I. Namero de congéneres de PCDDs y PCDFs

Homoélogo PCDDs PCDFs
Monoclorado 2 4
Diclorado 10 16
Triclorado 14 28
Tetraclorado 22 38
Pentaclorado 14 28
Hexaclorado 10 16
Heptaclorado 2 4
Octaclorado 1 1
Total 75 135




Para nombrar cada uno de los diferentes congéneres se indica el nombre del
homologo precedido de los nimeros que indican la posicion de los atomos de
cloro en la molécula. Las abreviaturas normalmente utilizadas para designar los
distintos congéneres de las PCDDs y los PCDFs se resumen en la tabla I

(Fernandez et al. 2005).

Tabla Il. Abreviaturas comunmente utilizadas para PCDDs yPCDFs

D Congénere de dibenzo-para-dioxina
F Congénere de dibenzofurano
M Monohalogenado
D Dihalogenado
Tr Trihalogenado
T Tetrahalogenado
Pe Pentahalogenado
Hx Hexahalogenado
Hp Heptahalogenado
0] Octahalogenado
CDD Dibenzodioxina clorada
CDF Dibenzofurano clorado

2.2  Propiedades fisico-quimicas
La similitud estructural entre las dos familias de sustancias hace que los

compuestos presenten también propiedades fisico-quimicas similares. En
general, las PCDDs y los PCDFs son solidos cristalinos e incoloros a
temperatura ambiente que se caracterizan por una elevada estabilidad térmica y
quimica, con puntos de fusion y ebullicion relativamente elevados, estables en
medio acido y basico, e incluso frente a la accion de algunos agentes oxidantes

(Abad, 1999). La solubilidad de estos compuestos en agua es muy baja y




disminuye con el grado de cloracién, mientras que su solubilidad en disolventes
organicos y lipidos aumenta con el grado de cloracién, como lo demuestran los
coeficientes de particion n-octanol/agua (Kow). Esta marcada afinidad por los
lipidos es la responsable de su acumulacién en el tejido adiposo de los
animales. En la tabla Ill se muestran las propiedades fisicas mas importantes

de las dioxinas y furanos (Abad, 1999).

Tabla Ill. Propiedades fisicas de PCDDs yPCDFs

Punto Punto ., .
., S, Solubilidad
COMPUESTO| Fusién |Ebullicion Presion de Log Kow
°C) °C) Vapor (Pa) (ng/L)
PCDDs
(mono-octa) 89-322 284-510 | 1.1x10™°-1.7x107 | 7.4x107-417 | 4.3-8.2
PCDFs
(mono-octa) 184-258 375-537 5x107°-3.9x10”* |1.16x10°-14.6 | 5.4-8.0
2,3,7,8-TCDD 305 -- 9.8x10"-4.5x10° |7.9x10°-0.317 6.8

Todas estas propiedades configuran un marco idéneo para considerar a estos
compuestos como potenciales sustancias contaminantes altamente
persistentes, capaces de experimentar fendmenos de bioacumulacién y de
acceder con relativa facilidad a los diferentes niveles de la cadena tréfica. En la
tabla IV se presenta un resumen de algunas de las propiedades fisico-quimicas

mas importantes de estos compuestos.




Tabla IV. Propiedades fisico-quimicas mas importantes de PCDDs y PCDFs

» Elevado punto de fusion y de ebullicion

= Baja presion de vapor

= Baja volatilidad

*= Baja solubilidad en agua. Elevada solubilidad en disolventes organicos y grasas

= Elevado indice de particién n-octanol/agua

= Gran resistencia a la degradacion biolégica

= Gran tendencia a ser fuertemente absorbidos sobre la superficie de diferentes matrices.
= Estables frente al calor

= Quimicamente estables en medio acido y béasico

= Sensibles alaluz UV y alaluz solar

2.3 Fuentes de generacion de PCDDs/PCDFs

Las dioxinas y furanos policlorados no han sido producidos por el hombre con
finalidades comerciales, sino que son subproductos no deseados de diferentes
procesos (Diaz, 2000; Fiedler, 1996; UNEP, 1999). En general las fuentes de
PCDDs/PCDFs se agrupan en:

» Fuentes primarias: Corresponden a aquellos procesos en que se
forman PCDDs/PCDFs. Principalmente son:

e Procesos industriales relacionados con el cloro o fabricacion de
productos clorados: En este grupo se incluye el blanqueo de la
pulpa y pasta de papel con cloro y la produccion de productos
guimicos organoclorados (clorofenoles, bifenilos policlorados,

clorobencenos, etc.). En los dltimos afios, la emision de
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PCDDs/PCDFs por muchas de estas fuentes ha disminuido
gracias a la sustitucion de reactivos en los procesos, cambios en
la tecnologia utilizada y debido a la prohibicion de fabricar algunos
productos organoclorados.

e Procesos térmicos: En la actualidad constituyen la fuente de
emision principal de PCDDs/PCDDFs en muchos paises. Entre
estos procesos se encuentran: la incineracion de residuos (solidos
urbanos, clinicos, peligrosos y lodos de depuradora), la fabricacion
del acero, reciclaje de metales no ferrosos (aluminio, cobre, zinc,
etc.), hornos de cementeras, produccion de energia (calefaccion
con combustiébn de petrdleo, carbdn o madera, generacion de
electricidad en centrales eléctricas, etc.) y los incendios
accidentales (de edificios, forestales, de equipos donde hay PCBs,
etc.).

e Procesos naturales: Diversos autores (Oberg et al. 1992; Rappe,
1994) han demostrado la formacion de PCDDs/PCDFs a partir de
clorofenoles mediante las reacciones enzimaticas, tanto in vitro,
como en lodos de depuradora. Sin embargo, la formacion
biolégica es despreciable frente a los procesos industriales y

térmicos (UNEP, 1999).

» Fuentes secundarias: Bajo este nombre se agrupan aquellas matrices
en las que no se forman PCDDs/PCDFs pero que las acumulan a partir de otras

fuentes y que pueden permitir su posterior incorporacion al medio. Se incluyen
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en este tipo los lodos de depuradora y compost, suelos y sedimentos
contaminados, transformadores de corriente eléctrica que contengan bifenilos

policlorados, etc.

2.4  Distribucién de PCDDs/PCDFs en el medio ambiente

Los PCDDs/PCDFs presentan una gran estabilidad térmica y quimica, por lo
gue cuando entran en el medio ambiente, persisten en €l durante mucho tiempo
y se van distribuyendo por los diferentes ecosistemas, apareciendo en todo los
niveles de éstos. A nivel global, puede decirse que se encuentran
PCDDs/PCDFs en todas las zonas del planeta, incluso en areas, como el Artico
o el Antartico, que estdan muy lejanas de cualquier foco emisor. Una posible
explicacion a este fendmeno es lo que se ha dado en llamar “efecto de
destilacion/fraccionamiento global” (Vallack et al. 1998), aplicable en general
para cualquier contaminante organico persistente. Segun esto, el contaminante
tiende a volatilizarse en zonas tropicales y en las regiones templadas debido a
su moderada volatilidad, mientras que se condensa y tiende a permanecer en
las regiones mas frias. Incluso se ha propuesto que la migracién hacia latitudes
mayores se realiza en avances relativamente cortos, en los que el contaminante
migra, permanece y migra de nuevo, en funcion de los cambios de temperatura
propios de cada estacion de las latitudes medias. Por otra parte, cada COP
tiene su propia “temperatura de condensacion ambiental”, por lo que se produce
un efecto de fraccionamiento a lo largo de la migracion, los compuestos mas
volatiles tienden a permanecer en fase gas y por lo tanto migran mas de prisa

hacia las regiones polares en comparacion con los COPs menos volatiles.
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Debido a que estos compuestos son muy estables en condiciones ambientales
y desde el momento en que son liberados en el medio ambiente, se ven
sometidos a una serie de condiciones ambientales a través de las cuales
pueden experimentar una gran variedad de procesos, dichos procesos
involucran mecanismos de transporte y transformaciéon que se describen a

continuacion.

2.4.1 Procesos de transporte
Estos implican mecanismos fisicos o bioldégicos que dan lugar a transferencias

entre diferentes sistemas, como aire-suelo, suelo-agua, etc.

. Deposicion atmosférica

En este proceso las dioxinas y furanos se separan de la atmésfera y llegan al
suelo. Puede presentarse deposicion seca y humeda. En la primera, los
contaminantes adsorbidos en las particulas en suspension llegan al suelo por
sedimentacion. En la segunda, el agua de lluvia los arrastra como consecuencia

de la deposicién de particulas (Fernandez et al. 2005).

. Volatilizacion

Por medio de este mecanismo, las dioxinas y furanos pueden volver a la
atmosfera desde el agua o el suelo. Al ser sustancias poco volatiles, se pueden
presentar distintas distribuciones isoméricas en las fases vapor y solido

(Fernandez et al. 2005).
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. Sedimentacion
Estas sustancias tienen baja solubilidad y alta tendencia a adherirse a las
particulas, razén por la cual se encuentran en mayores proporciones en los

sedimentos que en la fase acuosa (Fernandez et al. 2005).

. Erosion
La erosion provocada por el aire, agua, etc. provoca el transporte de dioxinas y
furanos que se encuentran unidos a las particulas del suelo (Fernandez et al.

2005).

. Lixiviacion

Mediante este mecanismo, las dioxinas y furanos contenidos en el suelo son
solubilizados por corrientes de agua y transportados hasta las aguas
subterraneas. Esta solubilizacion se produce por la interaccion con la materia
organica y particulas en suspension que contiene el agua (Fernandez et al.

2005).

. Bioacumulacién y bioconcentracion

La lipofilia y la baja solubilidad en agua que caracteriza a estas sustancias
hacen que sean especialmente afines por los tejidos grasos de los seres vivos.
Estas propiedades, ademas de conferirles resistencia a la degradacion,
favorecen su acumulacion dentro de los organismos, pudiendo llegar a
concentrarse en varios ordenes de magnitud con respecto al medio que los

rodea (Fernandez et al. 2005).
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2.4.2 Procesos de transformacion
Estos son procesos fisicos, quimicos o bioquimicos que implican la modificacion
de la estructura quimica de estos compuestos y que contribuyen a su

degradacion ambiental, aunque en periodos muy largos.

. Fotolisis

La fotdlisis, a través de la luz solar, contribuye una via importante de
degradacion de estos compuestos en el ambiente y es de gran trascendencia
para las dioxinas y furanos contenidos en la atmosfera. Sin embargo, en agua y
suelo la fotodegradacibn es menos importante. Algunos estudios han
demostrado que a medida que disminuye el grado de cloracion se acelera el

proceso de fotodegradacién de estos contaminantes (Fernandez et al. 2005).

. Biodegradacion

La degradacién bioldgica se puede llevar a cabo por microorganismos o por
organismos superiores. Se ha realizado diversos estudios para evaluar la
magnitud de la degradacion alcanzada por microorganismos Yy algunos
animales. Sin embargo, se ha encontrado que el metabolismo de estas

sustancias es muy lento (Fernandez et al. 2005).
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. Degradacion Quimica
En condiciones de laboratorio se han forzado determinadas reacciones de
sustitucion de atomos de cloro por otros sustituyentes, pero esto es muy

complicado en condiciones ambientales (Fernandez et al. 2005).

2.4.3 Impacto ambiental

2.4.3.1 Atmaosfera

La presencia de PCDDs/PCDFs en el aire se debe principalmente a los
procesos de combustibn y en menor grado a la evaporacion de suelos y
superficies. Estas sustancias se transportan facilmente a través de la atmdsfera
a zonas lejanas. Finalmente a través de deposicion seca o humeda, acaban por
depositarse en suelos o agua, con la posibilidad de afectar grandes
extensiones. Los niveles de dioxinas y furanos son menores de 2 pg/m?® en
zonas rurales remotas, oscila entre 2 y 15 pg/m® en areas urbanas y entre 15 y
120 pg/m® en &reas cercanas a fuentes de generacion. En los dltimos afios se
han venido realizando determinaciones en diversos paises como Alemania,
Suecia, Holanda, Canada y Estados Unidos. En México, se ha trabajado en la
elaboracién de inventarios con base a factores de emision (Fernandez et al.

2005).

2.4.3.2 Suelo
Las dioxinas y furanos llegan a los suelos por el vertimiento de residuos
contaminados, aplicacion de plaguicidas o por deposicion atmosférica. Una vez

depositados, son fuertemente retenidos por las particulas y se transportan
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Gnicamente por erosion a través del viento y agua (Fernandez et al. 2005). La
deposicion de estos contaminantes en pastizales es una de las principales vias

de acceso a la cadena alimenticia, a través de los lacteos y la carne del ganado.

2.4.3.3 Agua

La contaminacién de aguas superficiales puede deberse a la propia deposicion
atmosférica de las dioxinas y furanos o al vertido directo de efluentes
industriales contaminados. La lixiviacidon de suelos también puede contribuir,
aunque en menos grado, a la introduccién de estas sustancias en aguas
subterraneas. Una vez introducidas, tienden a acumularse en sedimentos vy
particulas en suspension y de ahi transferirse a los organismos. Cabe sefialar,
que los peces pueden acumular hasta 10,000 veces las concentraciones

ambientales (Fernandez et al. 2005).

2.5 Vias directas e indirectas de dioxinas en los productos alimenticios

Las dioxinas pueden entrar de la alimentacion animal a la cadena alimentaria
humana a través de una ruta directa, indirecta 0 ambos. La ruta directa incluye:
de aire a planta/suelo, de planta/suelo a animal y de agua/sedimento a
pescado. Si nuevamente se produce o forma reservorio, las dioxinas se
depositan en la vegetacion, en el suelo y en los sedimentos de agua desde la
atmosfera o a través de practicas agricolas de pesticidas, fertilizantes e
irrigacion y son retenidas en la superficie de las plantas, en el suelo circundante
y los sedimentos en los cursos del agua. Se estima que el 5% del depdsito

aéreo de dioxinas en el ambiente terrestre son retenidos por plantas y los 95%
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restantes llega al suelo. Por tanto, las dioxinas trasmitidas por el suelo pueden
ser fuente de reservorio que pueden llegar a plantas usadas como alimento
animal por volatilizacién y redeposicion o como polvo (Institute of Medicine of

National Academies, 2003).

Las dioxinas pueden entrar al sistema acuatico por via directa de descarga en
el agua, por deposicion sobre el suelo y por escurrimiento de cuencas
hidrogréaficas. Los animales acuaticos acumulan estos compuestos a través de
contacto directo con el agua, particulas suspendidas y los sedimentos de fondo,

y a través de consumo directo de otros organismos acuaticos.

Ademas de las vias de medio ambiente, las practicas de la agricultura animal,
pueden incorporar las vias indirectas de la exposicion a dioxinas que conducen
a la contaminacion de los vegetales, las dietas de los animales y la fabricacion
de piensos para animales. Estas vias indirectas tienen el potencial para producir
elevados niveles de dioxinas en los animales (Institute of Medicine of National

Academies, 2003).

El medio ambiente como reservorio representa la fuente de mayor produccién y
depdsito reciclable para las dioxinas (Institute of Medicine of National
Academies, 2003)(figura 2). Como se indica en el proyecto de reevaluacion de
la EPA, hay una serie de fuentes que generan dioxinas (procesos quimicos,
procesos de incineracion y otras actividades humanas) y la mayoria de ellas

son almacenadas en los reservorios ambientales como el suelo y los
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sedimentos. Las dioxinas son transportadas por via atmosférica al forraje de los
animales, piensos y pastos para la alimentacién, a las verduras, frutas y
cereales de consumo humano y a los animales terrestres y acuaticos
consumidos por los seres humanos. La ruta de la exposicion a través de
verduras, frutas y cereales consumidos por los seres humanos es generalmente
considerada una via de menor importancia, pero, por la contaminacion de la
superficie del suelo puede aumentar la exposicion. La atmdsfera contaminada
contamina a su vez los productos vegetales destinados a los animales, cuya
carne, leche y productos derivados consume el ser humano. Por lo tanto la
atmosfera es una fuente importante de contaminacion por dioxinas (Fries, 1995;

Turrio-Baldassarri et al. 2009).

Los animales acuaticos también constituyen una via importante mediante la
cual las dioxinas pueden ingresar a los seres humanos. Los organismos
acuaticos pueden acumular niveles elevados de dioxinas por deposicion
atmosférica reciente o por depdsito historico de las dioxinas en los sedimentos

o areas terrestre de drenaje.
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Figura 2. Vias principales de exposicion a Dioxinas a través de alimentos. Las
cajas representan fuentes puntuales en las vias y las flechas rojas representan
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las vias de mayor exposicion a las dioxinas.
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Como gran parte de los alimentos que consume el ser humano son de origen
animal, por tanto se puede decir que dichos alimentos constituyen la via
principal de ingreso de dioxinas al cuerpo humano (Institute of Medicine of

National Academies, 2003).

2.6 Principales vias de exposicion a PCDDs y PCDFs en seres humanos
Existen tres vias preferentes de exposicion en humanos a PCDDs y PCDFs:

ingestion, contacto e inhalacion (Roeder et al. 1998; Abad, 1999).

. Ingesta a través de la dieta

La principal ruta de exposicion humana a PCDDs y PCDFs la constituye la
ingestion de alimentos contaminados. Se podria decir, que la contaminacién de
los alimentos viene determinada principalmente por la presencia de dioxina en
suelos, y de forma menos importante por la deposicibn de dioxinas que se
encuentran en la atmésfera sobre las plantas. De modo que el consumo de
alimentos de origen vegetal, asi como los alimentos que proceden de animales,
gue a su vez se han alimentado de vegetales, conducen a un ingreso directo de
estos contaminantes en el organismo humano. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), estimé que el 90% de los casos de exposicion humana a las
dioxinas se produce a través de la dieta, basicamente a través de productos de
origen animal, y siempre esta relacionado con el contenido lipidico del alimento
(carne, pescado, productos lacteos y derivados) (Roeder et al. 1998; Galli et al.

1999, Fernandez et al. 2004). Asi mismo, la EPA también estimé que el 95% de
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la exposicion a humanos se produce a través de la dieta, con alimentos de

origen animal ricos en grasa (GAO, 2002).

Debido a su alta estabilidad y caracter lipofilico, estos analitos ingresan al
cuerpo humano en conjunto con alimentos grasos. La carne de bovino es rica
en lipidos intramusculares, con un contenido graso que puede oscilar entre 2 y
15% (incluso a veces un 20%), este hecho explica que sea la carne de bovino
una de las principales portadoras de dioxinas en la alimentacion humana.
Estudios sefialan que la situacion geogréafica puede influir en la concentracion

de dioxinas en carne (Fiel et al. 1998).

Se han llevado a cabo muchos estudios para evaluar la ingesta humana diaria,
los resultados sefialan que los productos alimenticios de origen animal, entre
ellos leche y productos lacteos, son contribuyentes prominentes de la ingesta
de dioxinas. Estos resultados a menudo explican que no menos del 30% de la

poblacion en general esta expuesta (Focant et al. 2003; Lundqgvist et al. 2006).

La leche como alimento adquiere una importancia fundamental, por el hecho de
que ésta va destinada en buena medida a categorias poblacionales mas
vulnerables a los efectos perniciosos de sustancias quimicas dafiinas, como
son los nifios. Por otra parte, el importante contenido graso de la leche materna,
la convierte en un vehiculo de transferencia de los contaminantes a la

descendencia. Este hecho ha originado una especial preocupacion, sobre todo
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teniendo en cuenta la mayor vulnerabilidad de los sistemas inmunitarios de los

recién nacidos (Goldman, 1999; Chao et al. 2004; Colles et al. 2008).

. Contacto dérmico

De entre las diferentes vias de exposicion a PCDDs y PCDFs el contacto
dérmico quizas sea la que contribuye en menor medida. Los casos de
exposicion por via dérmica descritos casi siempre se han producido
accidentalmente a consecuencia de actividades que implica el manejo o la
manufactura de productos quimicos que contienen PCDDs y PCDFs. Por otra
parte, se ha observado que los efectos derivados de este tipo de exposicidon son

mas importantes en nifios que en personas adultas (Abad, 1999).

. Inhalacion
Las dioxinas y los furanos presentes en la atmoésfera procedentes de diferentes
focos de emisién pueden también acceder al metabolismo de los seres vivos a

través de la respiracion.

Al igual que ocurre con el contacto dérmico, la asimilacion por el organismo de
dioxinas y furanos por inhalacién no es tampoco una via de exposicion que
supone mayor riesgo, sin embargo hay que tener en cuenta que los niveles de
estas sustancias en zonas urbanas pueden ser elevados si se compara con los
existentes en zonas poco desarrolladas industrialmente. Se ha observado que
aguellos lugares en los que el viento provenia de una zona en la cual se

localizaba una incineradora de residuos urbanos sin un tratamiento de
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depuracion de gases adecuado presentaban los niveles mas elevados de
dioxinas en el aire, en consecuencia en estas zonas aumenta el riesgo de
asimilacion de estos compuestos por via respiratoria (Abad, 1999; Ferndndez et

al. 2005).

2.7 Toxicidad

Una de las principales razones para el estudio de las dioxinas y furanos es su
elevada toxicidad. Inicialmente, los efectos toxicos de estos compuestos fueron
conocidos a través de diferentes accidentes y del estudio de enfermedades
presentadas por trabajadores de algunas industrias de productos
organoclorados (Bernes, 1998). Ejemplos de ellos son los accidentes de la
planta de Monsanto (Nitro, Virginia, USA) en 1949, la muerte masiva de pollos
en USA (1963) producida por la contaminacion de la grasa de los piensos con
pentaclorofenol, la exposicion durante la guerra de Vietnam de vietnamitas y
soldados americanos al Agente Naranja (Operacién Ranch Hand), que contenia
TCDD como subproducto, y las contaminaciones de aceite de arroz para el
consumo humano con dioxinas, furanos y PCBs en los episodios de Yusho
(Japon, 1968) y Yucheng (Taiwan, 1979). Uno de los incidentes mas relevantes
es el accidente sucedido en Seveso (Italia) en 1976, en el que se emitieron a la
atmosfera alrededor de 250-300 g de 2,3,7,8-TCDD que afectaron una
extension de 15 km? y a unas 37,000 personas (WHO, 2001). Otro suceso
acaecido fue el de Bélgica en 1999, contaminacion con dioxinas y furanos de
alimentos domeésticos destinados al consumo humano, concretamente en pollos

y huevos. La contaminacion se debié a la ingesta de alimento balanceado
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contaminado por aceites sintéticos que previamente habian sido empleados en
transformadores eléctricos que posteriormente pasaban a formar parte de la
grasa con que se elaboraba los alimentos balaceados (WHO, 2001). Todos
estos eventos dieron impulso definitivo para realizar estudios no solo de las
fuentes de produccion sino también de los efectos que producian en animales y

humanos.

Hoy en dia muchos paises controlan la presencia de dioxinas en alimentos, esto
ha conducido a la deteccion temprana de la contaminacion y ha impedido a
menudo un impacto a mayor escala. Un ejemplo es la deteccion de
concentraciones elevadas de dioxinas en la leche en 2004 en los Paises Bajos,
debido al uso de una arcilla en la produccion de los piensos para animales. En
otro incidente, se detectaron niveles elevados de dioxinas en la alimentacion
animal en los Paises Bajos en 2006 y el origen estaba en la grasa contaminada

utilizada en la produccién de los piensos (OMS, 2010).

Algunos sucesos de contaminacién por dioxinas han sido mas importantes, con
implicaciones mas amplias en muchos paises. Es asi que en julio 2007, la
Comision Europea emiti6 una advertencia de salud a sus Estados miembros
después de detectar altos niveles de dioxinas en un aditivo alimentario, goma
guar, que se utiliza como espesante en pequefias cantidades en la carne,
productos lacteos, postres o productos delicatessen. La fuente era una goma

guar de la India que estaba contaminada con pentaclorofenol (PCP), un
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plaguicida que ya no esta en uso. El pentaclorofenol contiene dioxinas como

contaminantes (OMS, 2010).

2.7.1 Efectos téxicos y mecanismo

Las dioxinas y furanos policlorados se han asociado a los siguientes efectos
toxicos en animales y/o humanos: cloracné (alteraciones de la piel debido a la
exposicion a productos organoclorados) ilustrado en el conocido caso de
envenenamiento del presidente de Ucrania Viktor Yushchenko en 2003, cuyo
rostro estaba desfigurado por cloracné, reduccion de peso con notable
disminucién de masa muscular y tejido adiposo (wasting syndrome), atrofia del
timo (6rgano fundamental en el desarrollo del sistema inmunitario) e
inmunotoxicidad (incrementandose asi la susceptibilidad y la incidencia de
enfermedades  infecciosas), hepatotoxicidad, toxicidad reproductora
(produciendo disfunciones en el sistema reproductor tanto machos como
hembras), teratogenicidad, efectos negativos en el desarrollo de los individuos y
carcinogenicidad (Weisglas-Kuperus et al. 2000; Bertazzi et al. 2001,
Kogevinas, 2001; Bodner et al. 2003; Lim et al. 2004; WHO, 2001; Lundqvist et

al. 2006).

La mayoria de estos efectos estan relacionados con la interaccion de las
dioxinas y compuestos similares con un receptor citosolico celular, denominado
receptor Ah (Aryl Hidrocarbonasa) (Diaz, 2000; Safe and Wormke, 2003). Este

receptor, identificado por primera vez en 1976 por Poland en tejido hepatico de
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ratones, es una proteina intracelular que se une a las dioxinas y compuestos

similares iniciando asi el proceso que se describe en la figura 3.
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Figura 3. Esquema del proceso toxicolégico que desencadenan las dioxinas a
nivel celular iniciado con la unién al receptor Ah (reproducido de Bernes (1998),
con permiso del autor)

En primer lugar, el compuesto es reconocido por el receptor, uniéndose a este,

que pierde las dos unidades de proteina hsp90. Se produce entonces la entrada

del complejo al nucleo, uniéndose en este proceso a otra proteina, denominada

Arnt. En el ndcleo celular, el complejo de dioxina-receptor.Arnt interacciona con

una determinada secuencia de DNA (elementos reguladores de dioxina o
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DRE), hecho que provoca un incremento en la sintesis de citocromo P450 1A1
y sus actividades monooxigenasa dependiente (7-etoxiresorufin O-deetilasa o
EROD vy aril hidrocarburo hidroxilasa o AHH). La medida del incremento de
estas actividades se utiliza en muchas ocasiones como biomarcadores de

exposicion a dioxinas y compuestos similares.

Se conoce experimentalmente que el proceso descrito de union al receptor Ah
esta directamente relacionado con mucho de los efectos toxicos enumerados

anteriormente, pero se desconocen los mecanismos exactos que los relacionan.

Sin embargo es conocido que cuanto mayor es la afinidad del compuesto por el
receptor Ah, éste es toxico a dosis mas bajas. De los 210 compuestos que
configuran las familias de dioxinas y furanos tan solo 17 presentan esta
configuracion (7 dioxinas y 10 furanos) y por tanto son los que presentan mayor
interés desde un punto de vista toxicoldgico y ambiental. En los organismos que
se sitian dentro de los niveles altos de la cadena tréfica, como aves, peces o
mamiferos, los compuestos no sustituidos en las posiciones 2,3,7,8 se

metabolizan rapidamente y son excretados via heces u orina (Safe, 1990).

De los 17 compuestos que presentan atomos de cloro en las posiciones 2,3,7,8
no todos poseen la misma toxicidad. El que se ha revelado como mas toéxico, y
del cual se dispone a su vez mas datos toxicoldgicos, es la tetracloro-p-dioxina.
Por esta razon, la toxicidad de una mezcla de PCDDs y PCDFs 2,3,7,8

clorosustituidos se evalla respecto a la 2,3,7,8-TCDD.
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2.7.2 Carcinogenicidad.

Entre los efectos toxicos de las dioxinas, la carcinogenicidad ha sido uno de los
mas estudiados. Aunque los efectos carcinogénicos de la 2,3,7,8-TCDD en
animales parecen ser claros, la carcinogenicidad en humanos ha sido muy
discutida hasta que en 1977 la Agencia Internacional para la Investigacion
sobre el Cancer (IARC), perteneciente a la OMS, declar6 a la 2,3,7,8-TCDD
como perteneciente al grupo 1, donde se le considera como carcindégeno para

humanos (UNEP, 1999; Jensen et al. 2001; Steenland et al. 2004 ).

La evaluacion se llevo a cabo en una reunion de expertos de diferentes paises,
en Lyon, Francia, en Febrero de 1997; publicandose posteriormente la decision
y los datos en que se basaron para tomarla en el volumen 69 de las
monografias de la IARC sobre la Evaluacion de los Riesgos Carcinogénicos

para los Humanos (IARC, 1997).

La evaluacion de la carcinogenicidad en humanos se centrd principalmente en
aguellos estudios en que estaba correctamente descrita la exposicion directa a
la 2,3,7,8-TCDD y aquellos en que se habia dado una elevada exposicion a
herbicidas probablemente contaminados con 2,3,7,8-TCDD. Por tanto, se
consideraron sobre todo los datos provenientes de cuatro cohortes de
productores de herbicidas (la NIOSH de Estados Unidos, la BASF y la
Boehringer-Ingelheim de Alemania y la cohorte holandesa), la cohorte de
residentes en el area contaminada por el accidente de Seveso (ltalia) y la

cohorte internacional de la IARC, que incluia datos de 16,863 hombres y 1,527
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mujeres, de 10 paises diferentes, que habian sido involucrados en la

produccion o utilizacion de herbicidas fenoxiacidos y clorofenoles.

En estos estudios, en los que la exposicion habia sido muy alta, se observa un
incremento del riesgo de todos los canceres combinados (cancer del pulmon,
linfoma del tipo no-Hodking, sarcoma de tejidos blandos, cancer de higado,
cancer de mama, cancer testicular, cancer del sistema digestivo, mieloma
multiple, cancer de endometrio). Aungque este riesgo relativo no parece ser
explicable debido a la confusién con otros agentes, esta posibilidad no puede
descartarse. Se destaca también que la poblacion general se encuentra
expuesta a niveles mucho mas bajos que los de las poblaciones industriales
estudiadas ( Bertazzi et al. 2001; Kogevinas, 2001; Bodner et al. 2003;

Lundquvist et al. 2006).

El riesgo tiende a ser mayor para los trabajadores con una mayor exposicion. Al
realizar estudios de latencia se observo que existe mayor aumento de riesgo
con el transcurso del tiempo a partir de la primera exposicion. La evidencia mas
fuerte proviene de estudios de las personas cuya exposicion es de dos o tres
ordenes de magnitud mas alta que la de la poblacién en general. Con el fin de
extrapolar a la poblacion en general, los modelos deben ser utilizados,
asumiendo efectos similares a dosis altas y bajas. En la actualidad, el
verdadero dilema no es si las dioxinas son cancerigenas o no, sino mas bien, el
tamafno de los riesgos asociados a la exposicion a concentraciones muy bajas,

de la poblacion en general (WHO, 2001).
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2.7.3 Efectos de PCDDs yPCDFs sobre el sistema endocrino

El concepto de los disruptores endocrinos se ha creado para describir las
sustancias quimicas que afectan los niveles de los mediadores endocrinos,
debido a que la hormona tiroidea es absolutamente vital para el desarrollo
saludable del cerebro y de las hormonas sexuales, las cuales son esenciales en

el control de los comportamientos especificos de género.

Tanto en la catastrofe de Seveso y la catastrofe del rio Yucheng, una
exposicion local muy alta a las dioxinas, se encuentra relacionada a los cambios
en la proporcién de sexos de los hijos de padres expuestos. Los mecanismos
aun no se conocen, pero se ha sugerido que los efectos perturbadores
endocrinolégicos de estos agentes en las hormonas sexuales podrian estar

involucrados (Lundqvist et al. 2006).

Los estudios epidemiolégicos también han demostrado un efecto en la

maduracién sexual, y se encontré que el retraso de la pubertad esta asociado

con la exposicidn a las dioxinas en el estado prenatal.

En la tabla V se muestran diversos efectos relacionados con la disrupcion del

sistema endocrino debido a la exposicion a PCDDs/PCDFs (Diaz, 2000).
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Tabla V. Efectos de los PCDDs/PCDFs como disruptores del sistema endocrino

Poblacion-Exposicion

Efectos observados

Referencia

Trabajadores afectados por el
accidente de BASF (1953),
estudiados 35 afios después.

Correlacién positiva entre la
concentracion de TCDD vy niveles de T,
y TBG.

Brucker-Davis,
1998

Estudio no sistematico sobre
la salud de veteranos del
Vietnam.

No parece haber un incremento de
enfermedades tiroideas en soldados
expuestos respecto al grupo control.

Brucker-Davis,
1998

Descendencia de ratas
gestantes expuestas a dosis
bajas de 2,3,7,8-TCDD (50
ng/kg peso).

Disminucion de la longitud falica y
disminucién del tamafio de la prostata.
Se atribuye estas disfunciones a
cambios en los niveles de
dihidrotesterona.

Ohsako et al. 1999

1500 adolescentes de
Samara (Rusia), zona
fuertemente contaminada con
PCDDs/PCDFs.

Aumento de la frecuencia de
criptorquidia respecto al grupo normal.
No se observaron alteraciones de los
niveles de LH, FSH, testosterona y
cortisol.

Goncharov et al.
1999

51 hombres de Samara
(Rusia), zona fuertemente
contaminada con
PCDDs/PCDFs.

Niveles hormonales normales, pero se
detectan morfologias patolégicas en los
espermatozoides seminales.

Goncharov et al.
1999

Descendencia de animales
expuestos durante la
gestacion.

las
los

Alteraciones en el desarrollo de
gonadas, demasculinizacion de
machos.

Brouwer et al. 1999

T4 tiroxina; TBG: globulina de union a tiroxina; LH: hormona luteinizante; FSH: hormona estimulante

folicular;

criptorquidia: ausencia de uno o de ambos testiculos en las bolsas escrotales debido a la

detencion de los mismos en el abdomen o en el conducto inguinal en su emigracién normal.

En general, los estudios se centran basicamente en los efectos sobre los

niveles hormonales tiroideo y en los efectos que producen sobre el sistema

reproductor, debido a la disrupcion hormonal, tanto en humanos como en

animales. En algunos estudios la exposicion a 2,3,7,8-TCDD muestran

aumentos de T4, mientras que en otros muestran disminucion. En cuanto al

sistema reproductor, se observan alteraciones de diferentes tipos. Sin embargo,

en general, se considera que todavia es necesario efectuar muchos mas
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estudios que permitan establecer claramente si existe 0 no relacion causal entre
la exposicion a PCDDs/PCDFs, sobre todo a niveles de fondo, y las
alteraciones observadas (Brouwer et al. 1999). Lim en 2004, en un estudio
realizado en cuatro escenarios (sangre de poblacion directa, leche materna,
sangre de trabajadores de incineradores y sangre de pobladores vecinos a los
incineradores), reportd que el riesgo para disfunciones reproductivas por
exposicion a dioxinas no fue excepcionalmente alto en ninguno de los 4
escenarios (Lim et al. 2004). En este sentido, las principales dificultades se
centran en que la exposicidn no es a un unico producto sino a mezclas de gran
cantidad de ellos, todos a niveles de fondo, y que los efectos que producen en
muchos casos son muy sutiles y, por tanto, dificiles de establecer (Lundqvist et

al. 2006).

2.7.4 Inmunotoxicidad

Se ha observado inmunosupresion inducida por TCDD en varias especies de
animales de experimentacién, incluyendo roedores, cobayos, conejos Yy
primates no humanos. Varios tejidos y células del sistema inmunolégico son
atacados por la TCDD. Se ha observado atrofia del timo inducida por TCDD
después de la exposicion perinatal en todas las especies examinadas (WHO,

2001).

En un estudio realizado en nifios en Holanda, se concluyé que nifios en edad

preescolar con antecedentes de exposicion prenatal a dioxinas y expuestos
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durante la infancia exhiben una mayor susceptibilidad a enfermedades

infecciosas (Weisglas-Kuperus et al. 2000).

2.7.5 Absorcion, distribucidn, biotransformaciéon y excrecion

La grasa es absorbida eficientemente por el tracto gastrointestinal, de modo que
las dioxinas administradas en una matriz grasa pueden pasar facilmente a la
sangre. Experimentos en ratas mostraron 90% de absorcién de 2,3,7,8-TCDF
después de una administracion oral de una dosis Unica de una mezcla de

etanol: aceite vegetal 1:1y una absorcion de 70-85% de 2,3,4,7,8-PeCDF.

En contraste con la 2,3,7,8 TCDD y TCDF, la OCDF se absorbié pobremente, 2-
15% de una administracién por sonda de una mezcla de aceite de maiz y orto-
diclobenzeno 1:1. Por otra parte, se encontré6 que la absorcion de 1,2,3,7,8-
PeCDD, administrada oralmente, variaba desde 19 hasta 71%. La absorcion en
matrices complejas es menor, tal como de la dieta. Solo el 50-60% de una dosis
de TCDD de la dieta fue absorbida. En un estudio realizado con un voluntario,
se le administr6 oralmente TCDD en aceite de maiz y se observd que mas del
87% fue absorbido. Esta cifra es comparable con una absorcion casi total de

dioxinas y furanos por los lactantes de leche materna (WHO, 2001).

Después de su absorcion en el tracto gastrointestinal, las dioxinas entran a la
sangre en forma de quilomicrones. Una vez en la sangre se unen a las
lipoproteinas y desde alli se transportan y se depositan en los tejidos grasos,

higado y leche materna. La absorcion de dioxinas y furanos, de acuerdo a lo
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sefalado anteriormente, varia segun el medio de administracion, el compuesto
especifico y que la exposicion sea a través de boca, piel o pulmones. En
general la absorcién es mayor cuando se ingieren que cuando se aplican a la
piel, sobre la absorcion pulmonar hay pocos datos aunque se piensa que es

alta.

La metabolizacion dura varios afios y la eliminacién se hace principalmente en
la leche materna y en las heces y necesita de la transformacion metabdlica a

derivados polares.

La vida media de la 2,3,7,8-TCDD en el hombre se estima entre 5.1 y 11.3
afios, segun IARC 1977, citado en el informe del SCF (Comité Cientifico
Europeo de Alimentos) en Mayo 2001. Se encontré una vida media de 8.2 afios
en las victimas del accidente de Seveso y de 8.6 afios en extrabajadores de
plantas quimicas. Sin embargo para el correspondiente furano es de 1 a 2 afios
(Gorrachategui, 2001; WHO, 2001). Esto indica que la TCDD es la de mayor

permanecia en el organismo.

2.8 Factor de Equivalencia Toxica

La toxicidad de las dioxinas difiere considerablemente de unos a otros
congéneres las mas toxicas son las que han sido sustituidas en la posicion
2,3,7,8. Asi de todas las dioxinas, 17 tienen importancia toxicologica. El

compuesto mas toxico es la 2,3,7,8-TCDD.
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Para facilitar la comparacion de datos analiticos de los 17 congéneres y
referirlos siempre a su grado de toxicidad se convierten los resultados para
expresarlos como “Equivalentes Téxicos” (TEQ, por sus siglas en inglés: Toxic

Equivalent Quantitated).

Esta conversion esta basada en asumir que todos los congéneres muestran
similares efectos cualitativos pero con intensidades diferentes. La distinta
actividad se expresa con los Factores de Equivalencia Toxica (TEF, por sus
siglas en inglés: Toxic Equivalency Factor), que es la relacién entre la toxicidad
del congénere implicado frente a la del compuesto mas toxico, la 2,3,7,8-TCDD,
a la que se ha asignado el valor de 1 (Van Der Berg, 1998). La multiplicacion de
la cantidad de cada congénere en la muestra por su valor TEF nos da el valor

TEQ.

Los valores TEF mas usados para las dioxinas fueron los propuestos por
NATO/CCMS en 1988 como Factor de Equivalencia Toéxica Internacional o I-
TEF (Bottimore et al. 1990), estos valores se muestran en la tabla VI. Sin
embargo, ante la necesidad de establecer valores Unicos de TEF, en 1997 la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO) reevalu6 y revisé los Factores de
Equivalencia Toéxica para humanos y se establece los WHO-TEF. Los valores
WHO-TEF de la distribucion de riesgo para humanos se presentan en la tabla

VI (Van Der Berg, 1998).
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Tabla VI. Factores de Equivalencia Toxica de los PCDDs/PCDFs propuestos
por NATO (I-TEF)y la WHO (WHO-TEF)

COMPUESTO ABREVIATURA I-TEF | WHO-TEF

Policlorodibenzo dioxinas

2, 3, 7, 8 — Tetraclorodibenzodioxina 2,3,7,8-TCDD 1 1

1, 2, 3, 7, 8 — Pentaclorodibenzodioxina 1,2,3,7,8-PeCDD 0.5 1

1, 2, 3, 4, 7, 8 — Hexaclorodibenzodioxina 1,2,3,4,7,8-HxXxCDD 0.1 0.1

1, 2, 3, 6, 7, 8 — Hexaclorodibenzodioxina 1,2,3,6,7, 8-HXCDD 0.1 0.1

1, 2, 3,7, 8, 9 — Hexaclorodibenzodioxina 1,2,3,7,8,9-HxXCDD 0.1 0.1
1,2, 3,4,6,7, 8 -Heptaclorodibenzodioxina | 1,2, 3,4,6,7,8-HpCDD | 0.01 0.01
Octaclorodibenzodioxina OCDD 0.001 0.0001
Policlorodibenzo furanos

2, 3, 7, 8 — Tetraclorodibenzofurano 2,3,7,8-TCDF 0.1 0.1

1, 2, 3, 7, 8 — Pentaclorodibenzofurano 1,2,3,7,8-PeCDF 0.05 0.05
2,3, 4,7, 8 — Pentaclorodibenzofurano 2,3,4,7,8 - PeCDF 0.5 0.5

1, 2, 3,4, 7, 8 — Hexaclorodibenzofurano 1,2,3,4,7,8—-HXCDF 0.1 0.1
1,2, 3,6, 7, 8- Hexaclorodibenzofurano 1,2,3,6,7, 8—HxXCDF 0.1 0.1
2,3,4,6, 7, 8 — Hexaclorodibenzofurano 2,3,4,6,7, 8- HxCDF 0.1 0.1

1, 2, 3,7, 8,9 — Hexaclorodibenzofurano 1,2,3,7,8,9—-HxCDF 0.1 0.1
1,2, 3,4,6,7, 8- Heptaclorodibenzofurano 1,2 3,4,6,7,8-HpCDF 0.01 0.01
1,2, 3,4,7,8, 9 - Heptaclorodibenzofurano 1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0.01 0.01
Octaclorodibenzofurano OCDF 0.001 0.0001

En consecuencia encontraremos los TEQ expresados como:

1. I-TEQ (NATO/CCMS)

2. WHO-TEQ
Hoy en dia todos los resultados se expresan como WHO-TEQ, de modo que se
usaran solo los valores de WHO-TEF para expresar los resultados de las

concentraciones de PCDDs/Fs en este trabajo.
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2.9 Legislacion

La OMS estim6 que el 90% de los casos de exposicion humana a las dioxinas
se da a través de la ingesta de alimentos contaminados de origen animal, de los
cuales las fuentes predominantes son carnes, pescados y productos lacteos

(WHO, 1998; Lundqvist et al. 2006).

Las dioxinas son compuestos indeseables y contaminantes no intencionados en
el suministro de alimentos, la ingesta a través de la dieta es la principal via de
exposicion a las dioxinas. Reduciendo la exposicion dietética a las dioxinas
entre los segmentos mas vulnerables de la poblacion como lo son las mujeres
embarazadas, los infantes y las nifias jovenes, se establece una estrategia
efectiva para reducir la carga corporal en las generaciones futuras. La
exposicion a las dioxinas a través de los alimentos puede ser minimizada
seleccionando variedades bajas en grasa de carnes y productos lacteos. El
consumo de todos los alimentos, incluyendo pescados grasos, en cantidades
recomendadas es congruente con el objetivo de reducir la exposicion por
ingesta de dioxinas y asi mantener una buena salud (Yaktine et al. 2006).
Ademas, debido a que la contaminacion de los alimentos para seres humanos
estd directamente relacionada con la contaminacion de los alimentos para
animales, se debe adoptar una politica preventiva que busque la reduccion de
la incidencia de las dioxinas a lo largo de la cadena alimentaria, es decir desde
las materias primas usadas en la alimentacion animal hasta los seres humanos,
pasando por los animales destinados a la produccion de alimentos (Comunidad

Europea, 2001).
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En la dltima década instituciones internacionales muy reconocidas como: OMS,
IARC, Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (USEPA), Comité
de Alimentos de la Comision Cientifica Europea (EC-SCF) entre otras, han
llevado a cabo amplios estudios de la evaluacion de riesgo relativo a
PCDDs/Fs. Como resultado de estos estudios se ha establecido la ingesta
diaria tolerable (TDI). En 1998 la OMS ha propuesto la reduccion de la TDI de 1
- 10 pg TEQ/kg peso corporal/dia a 1- 4 pg TEQ/kg peso corporal/dia. Por otro
lado, la Agencia de Sustancias ToOxicas y Registro de Enfermedades de los
Estados Unidos (U.S. ATSDR) acepta 1 pg TEQ/kg peso corporal/dia como el
Minimo Nivel de Riesgo (MRL) (WHO, 1998; Larsen et al. 2000; Van Leeuwen

et al. 2000; Fernandez et al. 2004).

El Comité Cientifico de la Alimentacion Humana (CCAH), concluyé que la
ingesta humana media de dioxinas en los paises europeos se estimaba en 1.2 a

3.0 pg/Kg de peso corporal/dia.

En la tabla VII se muestra los limites maximos de dioxinas en diferentes
alimentos permitidos por la Comunidad Europea, expresados en equivalentes
téxicos de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO-TEQ), para lo cual se ha

empleado los WHO-TEF (Commission Regulation 199/2006/EC).

A nivel internacional las dioxinas se encuentran en la lista de prioridades de la

ONU para su eventual eliminacion mundial y son parte de la Agenda del
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Convenio sobre Contaminantes Organicos Persistentes en la Convencion de

Estocolmo, 2001.

Tabla VII. Contenidos maximos de dioxinas y furanos en alimentos.

Productos

Contenidos maximos (PCDDs + PCDFs)
(pg WHO-TEQ PCDD/PCDF /g de grasa o

producto)

Carne y productos a base de carne
procedentes de
Rumiantes (bovinos y ovinos)
Aves de corral y caza de cria
Cerdos

Higado y productos derivados

3 pg WHO-TEQ PCDD/F /g grasa
2 pg WHO-TEQ PCDD/F /g grasa
1 pg WHO-TEQ PCDD/F /g grasa

6 pg WHO-TEQ PCDD/F /g grasa

Carne de pescado y productos de la

pescay derivados

4 pg WHO-TEQ PCDDI/F /g peso en fresco

Leche y productos lacteos, incluida la

grasa lactea

3 pg WHO-TEQ PCDD/F /g grasa

Huevo de gallinay ovoproductos

3 pg WHO-TEQ PCDD/F /g grasa

Aceites y grasas
Grasas animales:
De rumiantes
De aves de coral y caza de cria
De cerdos
Grasas animales mezcladas
Aceites vegetales
Aceite de pescado destinado al consumo

humano

3 pg WHO-TEQ PCDD/F /g grasa
2 pg WHO-TEQ PCDD/F /g grasa
1 pg WHO-TEQ PCDDI/F /g grasa
2 pg WHO-TEQ PCDD/F /g grasa
0.75 pg WHO-TEQ PCDD/F /g grasa

2 pg WHO-TEQ PCDD/F /g grasa
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Hoy en dia, muchos paises como Estados Unidos, Alemania, Francia, Espafia y
China estan regulando la ingesta de estos compuestos a través de programas
de control exhaustivo para identificar y reducir las vias de exposicién (Huwe et

al. 2005; Li et al. 2006; Gies et al. 2007; Tard et al. 2007; Marti-Cid et al. 2008).

2.10 Convenio de Estocolmo

En mayo de 2001, en Estocolmo, Suecia, un total de 127 paises adoptaron un
tratado de las Naciones Unidas para prohibir o minimizar el uso de doce de las
sustancias mas toxicas, consideradas causantes de cancer y defectos
congénitos en personas y animales. Las sustancias COP objeto de este
convenio incluyen 9 plaguicidas, entre ellos el DDT y el hexaclorobenceno (que
ha sido usado como plaguicida, pero que también es un producto secundario de
la combustién), un producto industrial y dos subproductos de diversos procesos
de combustién, incluyendo los incendios accidentales de basura y materiales

plasticos: las dioxinas y los furanos (tabla VIII) (Fernandez et al. 2005).

El objetivo del Convenio de Estocolmo es eliminar o restringir la produccion y
uso de Ilos Contaminantes Organicos Persistentes que se fabrican
intencionalmente. Ademas, se busca minimizar la generacion de los
contaminantes producidos de manera no intencional como las dioxinas y
furanos. ElI Convenio de Estocolmo entr6 en vigor el 17 de mayo de 2004
contando con 151 paises signatarios y 76 paises miembros. México firmo este
convenio el 23 de mayo de 2001 y lo ratifico el 10 de febrero de 2003

(Fernandez et al. 2005).
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Tabla VIIl. Compuestos Organicos Persistentes listados en el anexo del
Convenio de Estocolmo

PRODUCTOS PRODUCTOS SECUNDARIOS
PLAGUICIDAS INDUSTRIALES NO INTENCIONALES DE
PROCESOS INDUSTRIALES O
COMBUSTION
Aldrina® Bifenilos Policlorados®* Dioxinas®
Clordano?® Furanos®
DDT®
Dieldrina®
Endrina®

Heptacloro®

Hexaclorobenceno
(HCB)?

Mirex?

Toxafeno?

a. Listado en el Anexo A del Convenio (sustancias propuestas para su eliminacion).

=3

Listado en el Anexo B del Convenio (sustancias propuestas para uso restringido).

c. Listado en el Anexo C del Convenio (sustancias propuestas para reducir sus emisiones
por el uso de la mejor tecnologia disponible).

El convenio establece una serie de compromisos y oportunidades para los

signatarios, entre las que se incluyen: designar un punto focal nacional, brindar

asistencia técnica a otros paises que lo requieran, promover la participacion

publica y la difusion de informacion y llevar a cabo actividades de investigacion,

desarrollo y monitoreo.

Entre las principales actividades comprometidas por México dentro de la

Convencioén de Estocolmo se tienen:

1. medidas para reducir o eliminar la liberacion derivada de la produccion y

utilizaciéon intencionales de COP
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prohibir y/o adoptar las medidas juridicas y administrativas necesarias
para eliminar su produccion y utilizacion; asi como sus importaciones y
exportaciones

restringir su produccion y utilizacion

vigilar que para un producto quimico COP para el cual esté en vigor una
exencion especifica para su produccion o utilizacion con una finalidad
aceptable, se tengan en cuenta las disposiciones de los instrumentos
internacionales de consentimiento fundamentado previo existentes
adoptar medidas para reglamentar nuevos plaguicidas o nuevos
productos quimicos industriales, con el fin de prevenir la generacion de
COP

implementar medidas para reducir o eliminar las liberaciones derivadas
de existencias y desechos con el fin de garantizar que se proteja la salud

humana y el medio ambiente (Fernandez et al. 2005).

En México, para ir dando cumplimiento con los compromisos del Convenio, el

Instituto Nacional de Ecologia (INE) a través de la Direccion General del Centro

Nacional de Investigacién y Capacitacion Ambiental (DGCENICA), en conjunto

con la Comisién para la Cooperacion Ambiental (CCA), han venido trabajando

en el inventario de emisiones y realizando talleres y foros sobre Contaminantes

Organicos Persistentes, especialmente sobre Dioxinas y Furanos. En el Ill Foro

de Investigaciones sobre compuestos persistentes en Meéxico realizado en

Mayo de 2008, se dio a conocer el inicio de operacion de la Red Mexicana de

Monitoreo de Dioxinas y Furanos en aire ambiente, cuyo objetivo es generar
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informacion sobre los niveles de fondo de dioxinas y furanos en aire ambiente
en diferentes regiones geograficas de México, con el fin de brindar elementos
para la toma de decisiones para reducir, controlar y eliminar las emisiones de
dioxinas y furanos. Para el inicio de este estudio se seleccionaron 8 sitios para
niveles de fondo y 1 de referencia urbana. EI muestreo se realiz0 en 4
momentos por afio, de marzo 2008 a marzo 2010. Los analisis de estos dos
primeros afios se efectuaron en Estados Unidos en la EPA, debido a que
todavia no se cuenta con la infraestructura necesaria ni personal especializado
en el andlisis de estos contaminantes. A partir de los resultados obtenidos se

tomara las decisiones sefialadas en el objetivo de este estudio.

2.11 Dioxinas en México
A nivel internacional existe un gran interés en la determinacién de dioxinas tanto
en alimentos como en el medio ambiente, por el alto riesgo de exposicion a

estos toxicos cancerigenos.

Debido a su complejidad y por el alto costo que implica la determinacion de
estos compuestos toéxicos, solo algunos paises industrializados han logrado el
desarrollo de metodologias y la experiencia en la medicién y analisis de

concentraciones de dioxinas y furanos provenientes de las diferentes fuentes.

En México existe poca informacién sobre dioxinas. Jiménez et al. publicaron en
2005 un trabajo sobre contaminantes organoclorados (incluyendo PCDDs/Fs),

metales pesados y metaloides en aves de Baja California, reportando
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concentraciones para PCDDs y PCDFs de 21 pg/g para las jaulas de las
palomas y de 7,7 pg/g para las heces de las palomas. Cafiedo Lépez y Macias
Zamora publicaron en 2007 una nota de investigacion sobre PCDDs/PCDFs en
peces de cuatro regiones diferentes de México, reportando que los peces de la
zona de Patzcuaro presentaron mayor contenido de PCDD/PCDFs con un
promedio de 0,3 pg PCDDs/PCDFs/g grasa peso humedo. Sin embargo,
todavia no se han efectuado investigaciones de la presencia de dioxinas y
furanos, ni en matrices ambientales como el aire, agua, suelo o sedimento, ni
alimentos como lo es la carne y la leche pasteurizada de vaca, siendo estos
dos alimentos objeto de estudio de la presente tesis doctoral. Ademas, en
México no se ha establecido un método analitico que permita conocer los
niveles de dioxina en las matrices mencionadas. Sin embargo, el que no haya
datos, no quiere decir que los problemas de salud o medio ambiente que

puedan ser provocados por dioxinas 0 compuestos similares no existan.

2.12 Carne

El ser humano es omnivoro y consume alimentos tanto de origen animal como
origen vegetal desde que histéricamente puede recordarse. Los alimentos
procedentes de los productos animales representan fuentes ricas de muchos de

los nutrientes requeridos por el ser humano especialmente proteinas.

El término carne se aplica a las partes comestibles de mamiferos domésticos
como el ganado vacuno, ovino, caprino, porcino y diversas especies de aves de

corral y de caza (Kirk, 2002). Las definiciones de carne difieren entre si
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dependiendo del objetivo de las mismas. Asi por ejemplo, desde el punto de
vista legal, el concepto de carne incluye todas las partes de los animales de
sangre caliente utilizadas por el hombre para su alimentacion, mientras que en
el lenguaje utilizado normalmente carne es solamente el tejido muscular

esquelético acompafiado de mas o menos grasa (Belitz, 1992).

De acuerdo a la Norma Mexicana la carne esta definida como la estructura
compuesta por fibra muscular estriada, acompafiada o no de tejido conjuntivo
elastico, grasa, fibras nerviosas, vasos linfaticos y sanguineos de las especies
animales autorizadas para consumo humano, que no han sido sometidas a
ningun proceso que modifique de modo irreversible sus caracteristicas

organolépticas y fisicoquimicas (NOM-158-SCFI-2003).

La carne es un alimento nutritivo que contiene gran cantidad de aminoacidos
esenciales en forma de proteinas. Contiene también grasa, vitaminas del grupo
B (en especial niacina y riboflavina), hierro, fosforo y calcio. Ciertas carnes,
especialmente el higado, contienen vitaminas A y D. La composicion de los
cortes de carne variara de acuerdo con su cantidad relativa de grasa y de carne
magra, en la tabla IX se presenta una composicién aproximada de la mayoria

de carnes (Badui, 2006).
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Tabla IX. Analisis quimico aproximado de la mayoria de las carnes.

Componentes %
Agua 70
Proteinas 20
Grasa 6
Sustancias nitrogenadas no proteinicas 15
Hidratos de carbono y sustancias no nitrogenadas 15
Sales inorganicas 0.7

En el 2007 en Nuevo Leon se produjeron 38, 899 Tn de carne de bovino. Hoy
en dia Nuevo Leodn ocupa el lugar 20 en la produccion nacional de bovino y
registra el consumo per capita de carne de res mas alto del pais, el consumo
per capita anual nacional es de 21 Kg y el de Nuevo Ledn de 37 Kg
(Diagndstico del Sector Agropecuario y Acuicola del Estado de Nuevo Leon,

Sep. 2008).

Debido al caracter lipofilico de las dioxinas y siendo la carne de bovino rica en
materia grasa, es necesario su control en cuanto al contenido de este analito,
ya que la carne bovina es muy consumida por su aporte nutricional sobre todo

por las proteinas.

2.13 Leche

La leche se define como el producto obtenido de la secrecién de las glandulas

mamarias de las vacas, sin calostro el cual debe ser sometido a tratamientos
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térmicos u otros procesos que garanticen la inocuidad del producto; ademas
puede someterse a otras operaciones tales como clarificacion,
homogeneizacion, estandarizacion u otras, siempre y cuando no contaminen al
producto y cumpla con las especificaciones de su denominacion (NOM-155-

SCFI-2003).

Leche pasteurizada es la que ha sido sometida al proceso de pasteurizacion,
estandarizada o no. Pasteurizacion es tratamiento térmico al que se somete la
leche, férmula lactea o el producto lacteo combinado, consistente en una
relacion de temperatura y tiempo que garantice la destruccién de organismos
patdgenos y la inactivacion de algunas enzimas de los alimentos (NOM-155-

SCFI-2003).

La leche de vaca varia en composicién dependiendo de muchos factores, como
la raza, la variabilidad animal, la edad, la fase de lactacion, la estacion del afo,
la alimentacion, el tiempo de ordefio, el periodo de tiempo entre ordefios, las
condiciones fisiolégicas (incluido el que la vaca esté tranquila o nerviosa) y el
gue reciba medicacién o no. Todos estos factores afectan también a la calidad
de la leche. Debido a estas fuentes de variacion, es muy raro que coincidan
exactamente los valores que se dan para la composicion de la leche en la
bibliografia. No obstante, es Gtil recordar la composicion aproximada de la leche
de vaca, ya que la mayoria de la que es comercializada contiene una mezcla de

las procedentes de varias granjas y las variaciones tienden asi a un término
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medio. La composicion aproximada de la leche de mezcla se muestra en la

tabla X (Potter, 2007).

Tabla X. Composicion aproximada de la leche de vaca.

Constituyentes %
Agua 87.1%
Grasa 3.9%
Proteina 3.3%
Lactosa (Azucares de la leche) 5.0%
Cenizas 0.7%

SAGARPA reporté que la produccion de leche en México en el 2008 ascendio a
10 mil millones 600 mil litros, de los cuales en Nuevo Ledn se produjo 39,909

litros y la Region Lagunera 2,255,272 litros (SIAP, 2008).

La leche es el unico alimento que puede consumirse en estado liquido o bien

como materia transformada en una extensa variedad de productos elaborados.

Por sus propiedades nutritivas se considera un alimento especialmente
importante para la infancia. Es asi que la leche como alimento adquiere una
importancia fundamental, dado el hecho de que ésta va destinada en buena
medida a categorias poblacionales mas vulnerables a los efectos perniciosos de
sustancias quimicas dafinas, como son los nifios. Por otra parte, el importante
contenido graso de la leche materna, la convierte en un vehiculo de

transferencia de los contaminantes a la descendencia. Este hecho ha originado
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una especial preocupacion, sobre todo teniendo en cuenta la mayor
vulnerabilidad de los sistemas inmunitarios de los recién nacidos (Goldman

1999; Chao et al. 2004, Colles et al. 2008).

Debido a las caracteristicas nutricionales de la leche, y tomando en cuenta el
segmento poblacional al que va destinado, este alimento debe ser sometido a
controles rigurosos con el fin de salvaguardar la salud humana, sobre todo en el
control de contaminantes tal como son las Dioxinas que son altamente

persistentes, liposolubles y bioacumulables.

Por tanto, es muy importante la vigilancia del gobierno de Nuevo Leon en

cuanto a Dioxinas en carnes y leche se refiere.

2.14 Metodologia

A nivel internacional existe un gran interés en la determinacion de PCDDs y
PCDFs tanto en alimentos como en el medio ambiente, por el alto riesgo de
exposicidn a estos toxicos cancerigenos. Sin embargo el problema del analisis

de dioxinas es bastante complejo debido a que:

1. Se encuentran a niveles muy bajos, lo que conlleva las dificultades propias

de los analisis de trazas.

2. En las muestras se encuentran otros compuestos que pueden interferir en el

analisis de las dioxinas.
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3. La toxicidad de los 17 congéneres 2,3,7,8-clorosustituidos obliga a la

determinacién de éstos con una elevada exactitud y precision.

Por tanto, los métodos desarrollados para analizar PCDD/F deben
caracterizarse por una alta sensibilidad, selectividad, especificidad y exactitud.
Para cumplir con estas caracteristicas en el presente trabajo se ha tomado
como modelo el método EPA 1613 (USEPA, 1994b). Las etapas fundamentales

de esta metodologia son:

1) Toma de muestra.
2) Extraccion.
3) Purificacion y fraccionamiento.

4) Separacion y deteccion por HRGC/HRMS.

2.14.1 Toma de muestras

Las muestras destinadas al analisis de dioxinas, se toman de acuerdo al tipo de
matriz, ya sea sélida o liquida (Abad, 1999). La Comision de la Comunidad
Europea, indica que el peso de una muestra de carne debe ser entre 100 a
1000 gramos, y depende del tamafio de las particulas del lote. Cada muestra
debe triturarse finamente y mezclarse minuciosamente utilizando un
procedimiento que garantice una homogenizacion completa. En cuanto a la
muestra de leche, para lo que se supone una distribucion homogénea de los

contaminantes como son las dioxinas en un lote determinado, bastara con
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tomar 1 envase cuando el nimero de envases del lote son de 1 a 25, 0 2

envases cuando el numero son de 26 a 100 (Comision Directiva 2002/69/CE).

2.14.2 Extraccion
El método de extraccion aplicado para el analisis de dioxinas depende también
del tipo de muestra. Se recomienda extraccion con soxhlet para muestras

sélidas o la extraccion liquido-liquido en el caso de muestras acuosas.

2.14.3 Purificacién y Fraccionamiento

Las etapas de purificacidon y fraccionamiento (cleanup) de los extractos se lleva
a cabo para remover materiales coextraidos, que podrian interferir en el analisis
final. Para este propésito, se utilizan columnas tipo sandwich o columnas en
serie que pueden contener silica gel, florisil, alimina o adsorbentes
guimicamente modificados como silica gel con H,SO4, NaOH o AgNOs;. Es
importante destacar que se permite utilizar cualquier otra técnica de
purificacion o fraccionamiento siempre y cuando se pueda demostrar que se
puede obtener extractos con correctas recuperaciones de PCDD/F y sin
interferencias para el analisis por HRGC/HRMS. La tabla XI muestra las fases
estacionarias utilizadas y la clase de compuestos que se remueven en cada

fase (Torres, 2006).

52



Tabla Xl. Fases estacionarias utilizadas y la

remueven en cada fase.

clase de compuestos que

Fase estacionaria

Impurezas removidas

Literatura

Silica gel (SiOy)

Impurezas polares, lipidos.

Smith (1984)

SiO,/ H,SO, PAH (2 a 4 anillos), lipidos, Lamparski/Nestrick (1980,
compuestos que pueden ser | 1989)
oxidados o sulfonados.

SiO,/NaOH Acidos fenolicos y Lamparski/Nestrick (1980,
carboxilicos, sulfonamidas, 1989)
PCBs hidroxilados y
PCDPEs hidroxilados.

SiO,/ AgNO; Compuestos que contienen Lamparski (1979)

azufre.

Lamparski/Nestrick (1989)

Florisil (SiO, — MgO)

PAH, PCBs, PCN, PCDE,

PCSt, DDE.

Harless (1980)

Ballschmiter (1986)

Alimina béasica

PCBs, PCDPEs, PCN,
lipidos y fenoles.
Separacion de la fraccion de

PCDDs/PCDFs de PCBs.

Busser (1975)

2.14.4 Separacion y deteccion

La separacion y la deteccidn especifica de los isomeros de interés se realiza

mediante la cromatografia de gases de alta resolucion (HRGC) acoplada a la

espectrometria de masas de alta resolucién (HRMS) o baja resolucion (LRMS)

(Eljarrat et al. 1995).
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La determinacion instrumental debe realizarse mediante HRGC/HRMS, ya que
en la actualidad es el unico método lo suficientemente sensible y selectivo para
el analisis de PCDD/F. Se trabaja en modo SIM (monitoreo selectivo de iones),
por su sensibilidad, y monitorizando dos masas de cada congénere para
asegurar la identificacion. Se trabaja a una resolucion masica igual o superior a
10 000, que es la resolucién necesaria para evitar la interferencia de los **Caz-
PCDF en la determinacién de las **C12-PCDD de mismo numero de cloros. Sin
embargo, esta resolucién no es suficiente para resolver las interferencias de
otros compuestos, como los PCBs, de modo que éstos deben ser separados de
los PCDD/F en la etapa de purificacion. Trabajando en alta resolucién, se
consigue, ademas, una mejora en la sensibilidad, gracias a la disminucion del

ruido de fondo que provocan las interferencias.

Cabe mencionar que los métodos de andlisis de PCDD/F se basan en la
cuantificacién por el método de la dilucién isotépica. Este consiste en afadir
una cantidad conocida de patrones de los congéneres 2,3,7,8-substituidos
marcados con *3C antes de iniciar la extraccién de la muestra (estandar EPA -
1613LCS). Estos patrones presentan un comportamiento quimico practicamente
igual al de los congéneres nativos y, por tanto, son uno de los mejores patrones
internos que se podrian emplear. La utilizacion de la espectrometria de masas
como herramienta instrumental para la determinacion final permite la deteccion
diferenciada de los congéneres nativos y los congéneres marcados. Asi, los
congéneres nativos pueden cuantificarse respecto a sus correspondientes

marcados, de manera que las posibles pérdidas que se pudieron haber
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producido durante el analisis quedan corregidas. Se consigue de esta manera
una elevada exactitud en los resultados analiticos. Por otra parte, la adicion de
los patrones de estandar interno (estandar EPA - 1613ISS) antes de la
determinacién instrumental por HRGC/HRMS permite calcular las
recuperaciones de los patrones internos marcados con *C, pudiéndose asi
evaluar la bondad del proceso analitico en cada una de las muestras
analizadas. Dado que los métodos son largos y con varias etapas de
purificacion y concentracion, se aceptan recuperaciones de los patrones
marcados entre el 25 % y el 150%, los margenes son variable para cada

congénere, en el método 1613 de la USEPA.

Como se menciond anteriormente, en México se carece de la capacidad de
analisis especializado para determinar con seguridad la presencia de dioxinas
en muestras biolégicas y ambientales, por lo que no existen datos de la
presencia de estos contaminantes en la poblacién, el ambiente o los alimentos y

no ha sido posible establecer niveles comparativos con otros paises.

En este trabajo nos enfocaremos en la cuantificacibn de dioxinas por

Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas de Baja

Resolucion en carnes y leches consumidos en Nuevo Leodn.
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1 Equipo, material y reactivos

3.1.1 Material Biologico a Analizar

3.1.1.1 Muestras de carne

Diez muestras de carne fueron proporcionadas por el Centro de Investigacion
Regional del Noreste de la Sociedad Ganadera. Estas muestras fueron
recolectadas en rastros de plantas TIF (Tipo Inspeccion Federal) de Nuevo
Ledn. Estas muestras fueron mezclas representativas (3 Kg) de diferentes
cortes: pescuezo, pecho y pierna. Cuatro muestras corresponden a la estacion
de otofio del 2004, cuatro muestras a la estacion de invierno del 2005 y dos

muestras a la estacion de primavera del 2005.

3.1.1.2 Muestras de leche

Las muestras fueron adquiridas al azar en diferentes supermercados del area
Metropolitana de Monterrey. Se adquirieron 10 muestras de leches
comercializadas, provenientes de diferentes lotes de la marca de mayor
consumo, con mas de 70% de participacion en el mercado. Estas muestras
fueron adquiridas en diferentes meses, a saber: 1 muestra en noviembre del

2005, 2 muestras en noviembre del 2006, 1 muestra en diciembre del 2006, 2



muestras en mayo del 2007, 2 muestras en agosto del 2007 y 2 muestras en

septiembre del 2007.

3.1.2

Equipo

Cromatografo de Gases (GC) 6890N con automuestreador Agilent 7683
y Detector Selectivo de Masas (MSD) 5973 INERT Agilent Technologies
con fuente de ionizacibn de impacto de electrones y analizador de
cuadrupolo.

Cabina de Seguridad Bioldgica clase Il tipo B2 ESCO modelo EQU/04
EBC-2B2.

Liofilizadora Labconco Freeze Dry system/freezone 4.5 modelo 77500.
Extractor Soxhlet de 200 mL, 50 mm ID.

Balanza analitica AND GR-202.

Balanza semianalitica AND GX-200.

Bario de ultrasonido ULTRASonik modelo 208H.

Bomba de vacio GAST modelo 1HAB — 26 M100X.

Congelador MYTAG modelo CFU2046ARM.

Estufa bacteriol6gica She — Lab.

Mini — evaporadores Supelco.

Rotaevaporador YAMATO modelo RE 200 con bafio de agua YAMATO
modelo BM 200.

Vortex GENIE 2 Scientific Industries modelo G560.
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3.1.3 Material

e Columna capilar HP-5ms, 60 m x 0.25 mm ID x 0.25 um (5% fenil, 95%
dimetilpolisiloxano) de Agilent.

e Viales de vidrio de 12 x 32 mm de 1.5 mL con tapon de rosca
transparente y septum de PTFE/silicon Chromacol.

e Agitadores de vidrio.

e Aros para soporte.

e Columnas de vidrio de 200 mm x 15 mm.

e Columnas de vidrio de 200 mm x 10 mm.

e Dedal de vidrio de fondo poroso.

e Desecador.

e Embudos de separacion de 1000 y 2000 mL.

e Espatulas.

e Jeringas de vidrio para Cromatografia de Gases de 10uL, HAMILTON
701N.

e Matraces bola de 50, 100, 250 y 500 mL.

e Matraces erlenmeyer de 25, 50, 125y 250 mL.

e Matraz de aforacion de 100 mL.

¢ Pinzas para soporte.

e Pipeta volumétrica de 2 mL.

e Pipetas pasteur, Fisher Scientific.

e Probetas de 50, 100 y 400 mL.

e Soportes universales.
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3.14

3.1.5

Termometro de -20 °C a 110 °C.
Vasos de precipitado de 50, 600 y 1000 mL.

Vasos para liofilizadora de 900 mL.

Material de Seguridad

Cabina de seguridad bioldgica clase Il tipo B2.
Bata de seguridad especial.

Gorros de seguridad.

Cubrebocas con filtros.

Guantes.

Lentes de la seguridad.

Reactivos

Estdndares EPA - 1613CS (Soluciones de Calibracion y Verificacion),
son mezclas de los 17 congéneres nativos y los correspondientes
marcados isotépicamente con ‘3C;, en concentraciones que van desde
0.5 hasta 200 ng/mL, Wellington Laboratories Inc. Guelph, Ontario
Canada.

Estandar EPA — 1613LCS (Solucién Stock de Compuestos Marcados
Isotépicamente con '3Ci,), contiene los 17 congéneres marcados
isotopicamente en concentraciones de 100 y 200 ng/mL, Wellington

Laboratories Inc. Guelph, Ontario Canada.
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Estandar EPA - 1613ISS (Solucién Estandar Interno), contiene **Ci,-1,
2,3,4—TCDDyel **C1»-1, 2, 3, 7, 8, 9 — HXCDD en concentraciones de
200 ng/mL, Wellington Laboratories Inc. Guelph, Ontario Canada.
Estandar EPA - 1613PAR (Solucién Stock de Recuperacion y Precision),
contiene la mezcla de los 17 congéneres nativos en concentraciones de
40 a 400 ng/mL, Wellington Laboratories Inc. Guelph, Ontario Canada.
Alumina basica super | para analisis de dioxinas, Sorbent Technologies.
Florisil para Cromatografia de Gases, EMD.

Hidréxido de sodio grado ACS, J. T. Baker.

Nitrato de plata grado ACS, J. T. Baker.

Silica gel 60 tamafio de particula 0.063 — 0.2mm, Merck.

Sulfato de sodio anhidro grado ACS, J. T. Baker.

Oxalato de sodio grado ACS, J. T. Baker.

Acido sulfarico 95 — 97% grado pro analisis, MERCK.

Agua Bidestilada Plus, Laboratorios Monterrey S.A. de C.V.

Acetona grado pesticida, MERCK.

Ciclohexano grado pesticida, FLUKA.

Diclorometano grado biosintesis, EM SCIENCE.

Eter etilico grado ACS, EMD.

Dietil éter grado pesticida, MERCK.

Eter de petroleo grado pesticida, MERCK.

Metanol grado pesticida, MERCK.

Hexano grado pesticida, MERCK.
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e Nonano grado pesticida, FLUKA.
e Tolueno grado pesticida, MERCK.
e Acetona grado ACS, Jalmek.

e Diclorometano grado HPLC/SPECTRO, M TEDIA.

3.2 Metodologia

3.2.1 Soluciones estandares EPA 1613

Estandares EPA — 1613CS

Para la curva de calibracion, se emplearon los Estandares de Calibracion y
Verificacion EPA — 1613CS, con 5 niveles de concentracién en ng/mL. La tabla
Xl muestra los rangos de concentracion para los 17 congéneres de

PCDDs/PCDFs.

Estandar EPA — 1613LCS

Este estandar se empled como estandar surrogado. De la mezcla que contiene
los 17 congéneres marcados en concentraciones de 100 a 200 ng/mL, se
midieron 5 pL y se distribuyeron homogéneamente en la muestra durante el

proceso de extraccion de la grasa (tabla XIII).

Estandar EPA - 1613ISS

Es el estandar interno que se empled para la cuantificacion. Es una mezcla que

contiene el *Cy,-1,2,3,4-TCDDyel ¥*Cy,-1, 2, 3,7, 8,9 — HxCDD en
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concentraciones de 200 ng/mL. Se midieron 5 uL y se adicionaron al extracto

de la muestra obtenida al final del proceso (tabla XIlII).

Estandar EPA - 1613PAR

Este estandar se empled para determinar el porcentaje de recuperacion. De la
mezcla que contiene los 17 congéneres nativos en concentraciones de 40 a 400
ng/mL, se midieron 5 uL y se distribuyeron homogéneamente en la muestra

durante el proceso de extraccion de la grasa (tabla XllI).
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Tabla Xll. Concentracion de las mezclas de los estandares EPA — 1613CS de

PCDDs/PCDFs.
PCDDs/PCDFs 1613CS1 | 1613CS2 | 1613CS3 | 1613CS4 | 1613CS5
NATIVOS (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL)
2,3,7,8— TCDD 05 2 10 40 200
2,3,7,8 - TCDF 05 2 10 40 200
1,2,3,7,8 — PeCDD 25 10 50 200 1000
1,2,3,7,8 — PeCDF o5 10 50 200 1000
2,3:4,7,8 — PeCDF 2.5 10 50 200 1000
1,2,3,4,7,8 — HXCDD ”s 10 50 200 1000
1,2,3,6,7,8 — HXCDD ”s 10 50 200 1000
1,2,3,7,8,9 — HXCDD o5 10 50 200 1000
1,2,3,4,7,8 — HXCDF ”s 10 50 200 1000
1,2,3,6,7,8 — HXCDF 25 10 50 200 1000
1,2,3,7,8,9 — HXCDF 25 10 50 200 1000
2,3,4,6,7,8 — HXCDF 25 10 50 200 1000
1,2,3,4,6,7,8 - HpCDD 25 10 50 200 1000
1,2,3,4,6,7,8 — HpCDF ”s 10 50 200 1000
1,2,3,4,7,8,9 — HpCDF s . 50 200 1000
OCDD 5.0 20 100 400 2000
OCDF 5.0 20 100 400 2000
PCDDs/PCDFs
MARCADOS
*C,,-2,3,7,8-TCDD 100 100 100 100 100
C,,-2,3,7,8 - TCDF 100 100 100 100 100
Cy,-1,2,3,7,8 — PeCDD 100 100 100 100 100
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(Contintia)

PCDDs/PCDFs 1613CS1 | 1613CS2 | 1613CS3 | 1613CS4 | 1613CS5
MARCADOS (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL)
©C,,-1,2,3,7,8 — PeCDF 100 100 100 100 100
©Cy, - 2,3,4,7,8 — PeCDF 100 100 100 100 100
©Cy,-1,2,3,4,7,8 — HXCDD 100 100 100 100 100
®Cy,-1,2,3,6,7,8 — HXCDD 100 100 100 100 100
©Cy, - 1,2,3,4,7,8 — HXCDF 100 100 100 100 100
©Cy,-1,2,3,6,7,8 — HXCDF 100 100 100 100 100
©Cy,-1,2,3,7,8,9 — HXCDF 100 100 100 100 100
©Cy2-1,2,3,4,6,7,8 — HpCDD 100 100 100 100 100
©Ci,-1,2,3,4,6,7,8 — HpCDF 100 100 100 100 100
©Cy-1,2,3,4,7,8,9 — HpCDF 100 100 100 100 100
¥Cy, - OCDD 200 200 200 200 200
ESTANDAR DE LIMPIEZA
CLEANUP STANDARD
¥'C4—2,3,7,8 - TCDD 05 2 10 40 200
ESTANDAR INTERNO
©Cy,-1,2,3,4-TCDD 100 100 100 100 100
©Cy, - 1,2,3,7,8,9 — HXCDD 100 100 100 100 100
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Tabla XIlIl. Composicion de las mezclas de estandares indicados por el método

USEPA 1613.
PCDDs/PCDFs 1613LCS 1613ISS 1613PAR
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
2,3,7,8-TCDD 40
2,3,7,8-TCDF 40
1,2,3,7,8 — PeCDD 200
1,2,3,7,8 — PeCDF 200
2,3,4,7,8 — PeCDF 200
1,2,3,4,7,8 — HxCDD 200
1,2,3,6,7,8 — HxCDD 200
1,2,3,7,8,9 — HxCDD 200
1,2,3,4,7,8 — HXCDF 200
1,2,3,6,7,8 — HXCDF . . 200
1,2,3,7,8,9 — HXCDF . . 200
2,3,4,6,7,8 — HXCDF . — 200
1,2,3,4,6,7,8 - HpCDD 200
1,2,3,4,6,7,8 — HpCDF 200
1,2,3,4,7,8,9 - HpCDF 200
OCDD 400
OCDF 400
¥C,-2,3,7,8-TCDD 100
*Cy,-2,3,7,8 - TCDF 100
®Cy,-1,2,3,7,8 - PeCDD 100
®C1,-1,2,3,7,8 - PeCDF 100
¥Cy,-2,3,4,7,8 - PeCDF 100
®C1,-1,2,3,4,7,8 - HXCDD 100
®C1,-1,2,3,6,7,8 - HXCDD 100
©Cy,-1,2,3,4,7,8 — HXCDF 100
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(Continua)

PCDDs/PCDFs 1613LCS 1613ISS 1613PAR

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
®C1,-1,2,3,6,7,8 - HXCDF 100
®Cy,-1,2,3,7,8,9 - HXCDF 100
®Cy, - 2,3,4,7,8,9 - HXCDF 100
®C1,-1,2,3,4,6,7,8 - HpCDD 100
®Cy,-1,2,3,4,6,7,8 - HpCDF 100
®Cy,-1,2,3,4,7,8,9 - HpCDF 100
C;, — OCDD 200
¥C12-1,2,3,4 - TCDD 200
¥Cy2-1,2,3,7,8,9 — HXCDD 200

3.3 Establecimiento de las condiciones de analisis de PCDDs/PCDFs
por GC/LRMS

Se ha trabajado en un Cromatégrafo de Gases acoplado a un Espectrémetro de

Masas de Baja Resoluciéon (GC/LRMS). Para el establecimiento de las

diferentes condiciones de analisis cromatografico, se trabajo con las mezclas de

los estandares EPA — 1613CS de PCDDs/PCDFs de 0.5 a 200 ng/mL.

Las condiciones iniciales de operacién fueron:
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e Cromatografo de Gases (GC) 6890N con automuestreador Agilent 7683
y Detector Selectivo de Masas (MSD) 5973 INERT Agilent Technologies,
fuente de ionizacion impacto de electrones y analizador de cuadrupolo

e Columna capilar HP-5ms, 60 m x 0.25 mm ID x 0.25 um (5% fenil, 95%

dimetilpolisiloxano).

INYECTOR
e Temperatura del inyector: 250 °C.
e Modo: Splitless.

e Volumen de inyeccion: 1 pL.

HORNO
e Programa de temperatura de la columna:
Inicial :150 °C por 5 min.
Rampa 1: 25 °C/min hasta 200 °C.
Rampa 2: 3 °C/min hasta 270 °C.
e Tiempo de corrida: 69.13 min.
e Gas acarreador: Helio 99.999% pureza.

e Flujo: 1 mL/minuto.

DETECTOR DE MASAS
e Temperatura de la fuente de ionizacién: 200 °C.

e |Intervalo de masas: 304 — 472 m/z.
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e Temperatura de la interfase: 270 °C.
e Temperatura del cuadrupolo: 120 °C.
e Modo de adquisicion de datos: SIM.

e Solvent delay: 9 min.

A las condiciones iniciales de operacion del GC/LRMS se le realizaron las
siguientes modificaciones: cambios en la temperatura del inyector, el volumen
de inyeccion, velocidad de flujo y en el programa de temperatura del horno, de
modo que las condiciones de operacion finales para GC/LRMS fueron las
siguientes:
INYECTOR

e Temperatura del inyector: 300 °C.

e Modo: Splitless.

e Volumen de inyeccion: 2 plL.

HORNO
e Programa de temperatura de la columna:
Inicial :180 °C por 1 min.
Rampa 1: 25 °C/min hasta 200 °C.
Rampa 2: 3 °C/min hasta 270 °C por 44 min.
e Tiempo de corrida: 79.13 min.
e Gas acarreador: Helio 99.999% pureza.

e Flujo: 3.4 mL/minuto.
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DETECTOR DE MASAS

e Temperatura de la fuente de ionizacion: 200 °C.
e Intervalo de masas: 304 — 472 m/z.

e Temperatura de la interfase: 270 °C.

e Temperatura del cuadrupolo: 120 °C.

e Modo de adquisicion de datos: SIM.

e Solvent delay: 9 min.

3.3.1 Ventanas de tiempo de retencion

Para realizar el analisis de PCDDs/PCDFs primero se obtuvo un cromatograma
en modo SCAN para poder definir los tiempos de retencion de los congéneres y
asi construir las ventanas cromatograficas. Una vez hecho esto, se obtuvo el

cromatograma en modo selectivo de iones (SIM).

3.4 Validacién del sistema cromatografico

Una vez establecidas las condiciones de trabajo, se validé el sistema
cromatografico con los criterios recomendados por el método USEPA 1613. Los
criterios de validacion fueron los siguientes:

1. Valle de isébmeros especificos.

2. Nivel minimo cuantificable.

3. Relaciéon de abundancia de iones isotopicos.

4. Linealidad.
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3.4.1 Valle deisémeros especificos

Es la relacion, multiplicada por 100, entre la altura del valle (<: gue forman
isdbmeros que eluyen consecutivamente y la altura del pico (/: del congénere

sustituido en la posicién 2,3,7,8. El método USEPA 1613 recomienda que debe

ser menor del 25% (Ec. 1).

«,

Valle de isomeros especificos = —=*100 (Ec. 1)

En la figura 4 se muestra el ejemplo de una HxCDD.

Abundancia
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s

Figura 4. Separacion de isGmeros especificos
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3.4.2 Relacién de abundancia de iones isotopicos
Es la relacién que presentan dos de los iones moleculares: ion primario (M), ion
secundario (M+2) 6 (M+4) de los nativos y sus correspondientes marcados

isotépicamente con 3Cy,.

En el caso de los congéneres tetraclorados la relacion de abundancias de iones
isotopicos se obtuvo a partir de la abundancia de su ion primario (M) respecto a
la abundancia del i6n secundario M+2. Para los demas congéneres se
determind a partir de la abundancia de M+2 respecto a la abundancia de M+4.
La tabla XIV muestra las relaciones de abundancias aceptadas por el método

USEPA 1613.

3.4.3 Nivel minimo cuantificable
Es la relacion Sefial/Ruido (S/N) de la concentracion mas baja de la mezcla de
los estandares de calibracion y verificacion, la que debe ser superior a 10 para

ser aceptada.
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Tabla XIV. Masas exactas y las relaciones de abundancias de iones isotopicos

tedricos (método USEPA 1613).

Congénere My M, M./ M, Relacién de
abundancia
TCDF 304 306
¥c,, — TCDF 316 318
TebD 420 222 M/ (M+2) 0.65 — 0.89
¥c,, - TCDD 332 334
PeCDF 340 342
3C1, — PeCDF 352 354
(M+2) / (M+4) | 1.32-1.78
PeCDD 356 358
¥C,, — PeCDD 368 370
HXCDF 374 376 (M+2) / (M+4) | 1.05-1.43
¥C,, — HXCDF 384 386 M / (M+2) 0.43-0.59
HxCDD 390 392 (M+2) / (M+4) | 1.05-1.43
3¢, — HXCDD 402 404 (M+2) / (M+4) 1.05-1.43
HpCDF 408 410 (M+2)/ (M+4) | 0.88-1.20
3¢,, — HpCDF 418 420 M / (M+2) 0.37-0.51
HpCDD 424 426 (M+2) / (M+4) |  0.88 —1.20
*C,, — HpCDD 436 438 (M+2) / (M+4 0.88 —1.20
OCDF 442 444
OCDD 458 460 (M+2) / (M+4) |  0.76 — 1.02
¥C,, —OCDD 470 472

3.4.4 Linealidad

Para evaluar la linealidad se analizaron los cinco niveles de concentracion por
triplicado en el GC/LRMS. Una vez obtenidas las respuestas del detector que
corresponden a las areas de los iones primario y secundario y los
correspondientes marcados isotépicamente con **C, (tabla XlIl), se calcularon

las respuestas relativas mediante la ecuacion 2.
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R = (Aln + A2n)Cl

(All + A2I)Cn (Ec.2)

Donde:

Aln + A2n = Suma de las &reas de los iones primario y secundario de los
PCDDs/PCDFs nativos.

All + A2l = Suma de las areas de los iones primario y secundario de los

PCDDs/PCDFs marcados isotépicamente con **Cy».

Cl = Concentracion de los compuestos marcados isotopicamente
con *Cy,.

Cn = Concentracion de los compuestos nativos.

RR = Respuesta relativa.

Con las respuestas relativas obtenidas, se calculé el coeficiente de variacion

segun la ecuacion 3.

CV = €D*100 ] x (Ec. 3)
Donde:

CV = Porciento del coeficiente de variacion.

SD = Desviacion estandar de las respuestas relativas.

X = Promedio de las respuestas relativas.
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Para establecer la linealidad se determiné el coeficiente de variacion (CV) de
las respuestas relativas. El criterio de aceptacion establece que el CV debe ser

menor del 20%.

3.5 Desarrollo de un método de extraccion de los PCDDs/PCDFs para
las muestras de carne y leche

Se implementé el método USEPA 1613 con modificaciones realizadas por el

Laboratorio de Dioxinas del Instituto de Diagndstico Ambiental y Estudios del

Agua del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) en Barcelona,

Espafia (USEPA 1994; Abad et al.1997, 2000).

La metodologia analitica empleada para la determinacibn de dioxinas

comprende 4 etapas fundamentales:

1. Toma de la muestra.
2. Extraccién de dioxinas.
3. Purificacién y fraccionamiento.

4. Separacion y deteccién de los congéneres.

Antes de empezar con la metodologia analitica para la determinacion de
dioxinas en carnes y leches, se tomaron en cuenta las medidas de seguridad
durante el trabajo en el laboratorio con estos analitos, debido a los efectos

toxicos que conlleva el manejo de los mismos. La manipulacion de estas
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sustancias debe ser en extremo cuidadosa, como si se manejara materiales

radiactivos o infecciosos.

El desarrollo del procedimiento para la extraccion de dioxinas en carnes y
leches se llevo a cabo en cuatro etapas como se mencion6 anteriormente. Sin
embargo la primera etapa fue diferente en la extraccion de grasa (debido al
caracter lipofilico de las dioxinas) por ser matrices diferentes y las tres ultimas

similares por que los analitos a determinar son los mismos.

3.5.1 Tomade muestra

3.5.1.1 Carnes

Las muestras de carne de res fueron proporcionadas por el Centro de
Investigacion Regional del Noreste de la Sociedad Ganadera, Guadalupe,

Nuevo Ledn.

Antes de la extraccion de dioxinas las muestras de carne fueron sometidas a un
pretratamiento, el cual consistio en congelar las muestras y posteriormente

liofilizarlas para eliminar totalmente el agua, la liofilizacion dur6 de 4 a 7 dias.

Determinacion de grasa

Una vez obtenida la muestra liofilizada se procedio a la extraccion de la grasa
por el método Soxhlet, para lo cual se pesdé una cantidad de muestra que
contenga alrededor de 5 a 10 % de grasa. A la muestra pesada se le adicion6

el estandar surrogado EPA 1613LCS marcado isotépicamente con **C para
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poder cuantificar las dioxinas por el método de dilucidn isotdpica. La extraccion
de la grasa se realiz6 con 400 mL de tolueno-ciclohexano (1:1), durante 24
horas. Después se concentro la grasa a sequedad y se dejé en estufa a 105°C
por 12 hrs. Se obtuvo la grasa y a partir de esta se aplicaron los diferentes

procesos para la determinacion y cuantificacion de dioxinas.

3.5.1.2 Leche

Las muestras de leche con que se trabaj6é fueron de diferentes lotes de una
misma marca obtenidas en los supermercados de la zona metropolitana de
Monterrey. Estas muestras fueron homogenizadas por agitacion antes de ser

sometidas a la extraccion de grasa.

Determinacion de grasa

La metodologia a seguir para la extraccidén de grasa es la siguiente:

Se pesaron 200 mL de leche y se transfirié6 a un embudo de separacion de 2000
mL, se agregaron 2 g de oxalato de sodio para romper la emulsion y facilitar la
liberacion de la grasa, se agitdé por 20 segundos; luego se adicionaron 200 mL
de metanol y se agitd por 10 segundos. Posteriormente se adicionaron 200 mL
de dietiléter y se fortificd con una concentracion conocida del estandar EPA
1613LCS (estandar surrogado) para poder cuantificar las dioxinas por el método
de dilucion isotépica y se agité por 30 segundos, en esta etapa comienza la
separacion de la grasa. Finalmente se adicionaron 200 mL de éter de petréleo y
se agitd por 60 segundos. Se dejo reposar durante 24 horas. La fase organica

se recibié en un matraz bola de 1 L; se realizd una segunda extraccion a la
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fase acuosa pero sélo desde la fase de extraccion con dietiléter, dejando
nuevamente reposar 24 horas. Después de este tiempo se recibio la fase
organica en el mismo envase del anterior filtrado organico, se concentro hasta
eliminar toda la fase organica y se dejé durante 12 hrs. a 105 °C en la estufa.
Se peso la grasa obtenida. Esta muestra de grasa de la leche se utilizd para la

extraccion de dioxinas.

3.5.2 Extraccion de dioxinas

La muestra de grasa, procedente de la carne o la leche, se transfiri6 a un
embudo de separacién de 1000 mL, con ayuda de 30 mL de hexano y después
se realizaron lavados del matraz, hasta obtener un volumen final de 100 mL.
Posteriormente, se agregé 50 mL de acido sulfarico concentrado, se agito
suavemente por un minuto y se dej6 reposar durante 24 horas para la
separacion de las dos fases. Este proceso se repite hasta obtener una fase
acuosa de color pardo claro. El extracto organico se recolectdé en un matraz
bola de 500 mL, se le agregé sulfato de sodio anhidro para eliminar el agua y
después se evaporé el solvente por medio de evaporacion a presion reducida

hasta obtener un volumen de 3 mL.

3.5.3 Purificacién y fraccionamiento

En este caso se ha empleado el sistema manual para este proceso, utilizando

adsorbentes de diversa naturaleza: silica gel, florisil y alimina.
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3.5.3.1 Preparacion de los adsorbentes para la etapa de purificacién y
fraccionamiento de los PCDDs/PCDFs
a) Preparacién del adsorbente silica gel
e Preparacion de la silica gel neutra
La silica gel se lavo en un vaso de precipitado con 3 porciones de 15 mL de
diclorometano, sonicandose por 5 minutos en cada lavado, se decanté y se dej6
secar a temperatura ambiente durante 24 horas. Este acondicionamiento se
llevdo a cabo con la finalidad de eliminar posibles sustancias que pudieran

afectar el correcto funcionamiento del proceso de purificacion.

e Preparacion de la silica gel 4cida
En un matraz erlenmeyer con tapa se pesaron 39.2 g de silica gel neutra y se
agregaron 30.8 g de &cido sulfurico concentrado, se agité constantemente hasta

obtener una mezcla homogénea.

e Preparacion de la silica gel basica
En un matraz erlenmeyer con tapa se pesé 26.5 g de silica gel neutra y se
agregd 13.2 g de una solucién de hidroxido de sodio 1 Molar, se agit

constantemente hasta que la mezcla esté homogénea.
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e Preparacion de silica gel con nitrato de plata
En un matraz erlenmeyer con tapa se pes6é 9 g de silica gel neutra y se le
agrego 1 g de nitrato de plata disuelto en 3.84 g de agua destilada, después se

agitd constantemente hasta que la mezcla quede homogénea.

b) Preparacion del adsorbente florisil
En un vaso de precipitado se pesaron 5 g y se activd en una mufla a 600 °C

durante 8 horas.

c) Preparacién del adsorbente alimina
En un vaso de precipitado se pesaron 6 g y se activd en la mufla a 300 °C

durante 8 horas.

3.5.3.2 Columna de silica gel modificada

Para este paso, se emple6 una columna de vidrio de 200 mm de longitud, con
un diametro interno de 15 mm. La columna de silica gel modificada esta
formada por una primera fraccion de 2 g de silica gel tratada con AgNOg3,
seguida de una capa de 5 g de silica gel modificada con NaOH y por ultimo una
capa de 10 g de silica gel modificada con &cido sulfurico, separadas todas ellas
entre si por 0.5 g de silica gel neutra. Por ultimo, en la cabeza de columna se
dispuso 2 g de Na,S0, anhidro, que sirve para eliminar la posible humedad

presente en el extracto (figura 5).
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Una vez preparada la columna de silica gel modificada se acopl6 a la columna
de florisil y se realiz6 una elucion previa con 50 mL de hexano que, aparte de
acondicionar la columna, ayuda a obtener una buena compactacion.

Seguidamente se introdujo el extracto obtenido en 3.5.2 y se eluyé con 250 mL

de hexano por que se trabajo en tandem con la columna de florisil.

2 gde NapSO.4

0.5 g de silica gel lavada

10 g de silica gel modificada con H.SO,4 concentrado

0.5 g de silica gel lavada

5 g de silica gel modificada con NaOH 1 Molar

0.5 g de silica gel lavada

2 g de silica gel modificada con AGNO3;

Lana de vidrio

Figura 5. Columna de silica gel modificada.

3.5.3.3 Columna de florisil
Se emple6é una columna de vidrio de 200 mm con un diametro interno de
10 mm, se introdujeron 5 g de florisil (preparado de acuerdo a 3.5.3.1.b),

seguidos de 1g de Na,S04 anhidro (figura 6).
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1 g de NaS0,

5 g de florisil

Lana de vidrio

Figura 6. Columna de florisil.

La primera fraccion de la elucion con 250 mL de hexano se descarté y se retird
la columna de silica gel modificada. Después se eluyé con una mezcla de
tolueno:éter etilico (90:10) en la cual se recuperan las dioxinas (Abad et al.
2000; Abalos et al. 2008, 2010). Esta fraccién, se concentré por medio de
evaporacion a presion reducida hasta obtener un volumen de 1 a 3 mL, luego
se afiadio 100 mL de hexano y se volvid a concentrar hasta un volumen de 3 a
5 mL. Este proceso se realizé con el fin de evitar que el tolueno presente en el
extracto no pudiera provocar variaciones importantes en la elucioén, por lo que

fue necesario eliminarlo al méaximo.
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3.5.3.4 Columna de alitmina
Estad columna es también una columna de vidrio de 200 mm con un diametro
interno de 10 mm, donde se introdujo 6 g de alimina (preparado de acuerdo a

3.5.3.1.c), seguidos de 3 g de Na,S0,4 anhidro (figura 7).

3 g de Na,SO,

6 g de alumina

Lana de vidrio

Figura 7. Columna de alumina.

La columna de alumina se eluyé con 50 mL de hexano, luego se introdujo el
extracto procedente de la columna de florisil y se eluyé con 25 mL de hexano,
después se efectio una segunda elucibn con 20 mL de una mezcla
hexano:diclorometano (98:2). Estas dos fracciones fueron descartadas. Una
tercera elucion con 50 mL de hexano:diclorometano (50:50) permitié recuperar
los PCDDs/PCDFs y para asegurar de su total recuperacién, se agregdé una

ultima fracciéon de 20 mL de diclorometano.
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Finalmente, la tercera fraccion que contiene PCDDs/PCDFs se reconcentrd
mediante la evaporacién a presion reducida hasta sequedad total, luego se
transfirid a un vial con ayuda de 4 porciones de 1 mL de diclorometano, cada
vez que se agregaba el diclorometano se evaporaba a sequedad con nitrégeno.
El extracto seco se reconstituydé con 5 uL de nonano y se adiciond 5 uL del

estandar EPA 1613ISS para realizar la cuantificacion.

3.5.4 Separaciony deteccion

Por ultimo, para la evaluacién de la eficiencia de la extraccion, se realizo el
andlisis de los extractos por Cromatografia de Gases con un detector de
Espectrometria de Masas de Baja Resolucién. Cada vez que se inyectaban
muestras se corria también un estdndar de referencia sobre todo para controlar

los tiempos de retencion y asi poder identificar los analitos presentes.

3.6  Validacién del método analitico para la determinacion de
PCDDs/PCDFs en carnes y leches

La validacion del método analitico para la determinacién de dioxinas en carnes

y leches se ha realizado por separado debido a que el tratamiento de las

muestras para la obtencion de grasa es muy diferente en cada uno de ellos.

Se evaluaron los siguientes parametros:
e Exactitud como porcentaje de recuperacion (%R).

e Precision como desviacion estandar relativa (%RSD).
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Para evaluar el porcentaje de recuperacion y precision se empled la misma
metodologia analitica, tanto para carnes como para leches, solo que al agregar
el estandar EPA1613LCS durante la extraccion de la grasa también se afiadié
el estandar EPA1613PAR. Luego se continué con el mismo procedimiento que

ha sido explicado anteriormente.

3.6.1 Porcentaje de recuperacion

Para el calculo del porcentaje de recuperacion se requiere el dato de la
concentracion encontrada (ecuacion 4), que se obtiene de la relacion entre la
suma de las areas de los iones de los isomeros nativos y los correspondientes
marcados, asi como los factores de respuesta relativa determinados en la

validacion y la concentracion de los compuestos marcados.

~ @in+A2n ClI

Cex /mL = —— 7
Go/m. Q1 + A2l RR

(Ec. 4)

Donde:

Aln + A2n= Suma de las areas de los iones primario y secundario de los
PCDDs/PCDFs nativos.

All + A2l = Suma de las areas de los iones primario y secundario de los

PCDDs/PCDFs marcados isotépicamente con **Cy».

Cl = Concentracion de los compuestos marcados isotopicamente con
13012_

RR = Respuesta relativa.

Cex = Concentracién encontrada.
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El porcentaje de recuperacion es la relacion entre la concentracion encontrada y

la concentracion afiadida x 100, segun la ecuacion 5.

~

Mﬁloo (Ec. 5)
Cax€g/mL _

%R =
Donde:
Cex = Concentracién encontrada.

Cax = Concentraciéon anadida.

%R = Porcentaje de recuperacion.

3.6.2 Precision
Para evaluar la precision, se procesaron 5 muestras consecutivas y a partir de
los porcentajes de recuperacion se calcul6 el promedio, la desviacion estandar

y el porcentaje de desviacion estandar. Se utilizé el programa Microsoft Excel.

3.7 Aplicacién del método validado en muestras de carne y leche

3.7.1 Procesamiento de las muestras

Las muestras de carne y leche se procesaron siguiendo el método analitico
validado, se analizaron por Cromatografia de Gases con un detector de
Espectrometria de Masas de Baja Resolucion.

Las concentraciones de los PCDDs y PCDFs se reportaron en pg/g de grasa.

Se aplico la siguiente ecuacion:
. Cex
Concentradon = Ws (Ec. 6)

S

Donde:
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Cex = Concentracién encontrada (pg).

Ws = Peso de la grasa de la muestra (g).

3.7.2 Niveles de PCDDs/PCDFs de acuerdo a su toxicidad
El TEQ resulta de multiplicar la concentracién (pg/g grasa) de cada congénere

por su TEF, segun la ecuacion 7.

TEQ = Concentradon*TEF (Ec. 7)

Donde:
Concentradén = pg/g grasa de la ecuacion 6.
TEF = Factor de equivalencia toxica correspondiente a cada

congénere (tabla I).

3.8 Comparacion de resultados de Dioxinas por LRMS y HRMS
Con la finalidad de verificar los resultados obtenidos por LRMS se analizaron
tres muestras de carnes y cinco de leches con equipo de HRMS. Las muestras

analizadas fueron las mismas en ambos equipos.

3.9 Analisis estadistico
El analisis estadistico de los datos se realizo mediante el software estadistico
MINITAB. Se hizo analisis de varianza con la finalidad de establecer diferencias

entre las técnicas de deteccion GC/LRMS y HRGC/HRMS. También se hizo un
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analisis de regresion lineal para encontrar un modelo que permita describir la

relacion entre los WHO-TEQ detectados por ambas técnicas.

3.10 Andlisis de riesgo

Con la finalidad de determinar el potencial riesgo para la salud publica por la
presencia de Dioxinas en carne se realizé una evaluacion de dicho riesgo,
siguiendo las recomendaciones descritas en las Guias de Evaluacion de Riesgo
Carcinogénico, Evaluacion de la Exposicion y Evaluacion de Riesgos para la
Salud por Mezclas Quimicas de la USEPA (USEPA, 1992; USEPA, 2000;

USEPA, 2005).

3.10.1 Estimacion de la dosis de exposicion
La dosis de exposicion a dioxinas por ingesta de carne se estimé mediante la

siguiente ecuacion:

_ CxTIxFE_
PC

DE (Ec. 8)

Donde:

DE = Dosis de exposicion.

C =Concentracion en el medio de exposicion (mg dioxina /g de carne fresca).
Tl =Tasa de ingesta de carne fresca.

FE =Factor de exposicion.

PC =Peso corporal (70 Kg para una persona adulta).
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3.10.1.1 Calculo de la concentracion de dioxina en carne fresca

Acorde con la literatura revisada, en promedio la carne fresca contiene 70 % de
agua, es decir, 100 g de carne fresca produciran 30 g de carne seca. En
nuestro estudio encontramos que el porcentaje de grasa en base seca es de
aproximadamente 50 %, por lo tanto se estimé que 100 g de carne fresca tienen
aproximadamente 15 g de grasa, lo que equivale a tener 0.15 g de grasa por
gramo de carne fresca. Utilizando este factor se estimd la concentracion de
dioxinas en carne fresca, C, expresada en mg de dioxina por g de carne fresca,

mediante la siguiente ecuacion:

C = | PYaiosina | 95 Jorasa (10—5’@} (Ec. 9)
g grasa g carnefresa pg

3.10.1.2 Consideraciones para la tasa de ingesta de carne

Suponiendo que una porcién de carne de res es de 125 g de carne fresca y que
en una semana se consumen 4 porciones de carne, la tasa de ingesta (TI) de
carne de res seria de 71.42 g/dia. Esta Tl es similar a las Tl de carne de res de
los Estados Unidos de 51 g/dia (USDA, 1980) y superior al consumo de carne

de res en Inglaterra de 16 g/dia (Slater et al. 1998).
3.10.1.3 Factor de exposicion

El factor de exposicion (FE) se utiliza cuando la exposicion es intermitente o con

bases irregulares. Este factor es calculado para promediar la dosis en un
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intervalo de exposicion. El FE se calcula multiplicando la frecuencia de
exposicion por la duracién de la exposicion y dividiendo por el periodo de
tiempo sobre el cual la dosis va a ser promediada. En este estudio se considero
gue una persona adulta come carne 4 veces a la semana durante 70 afios de

su vida, por lo tanto el factor de exposicion esta dado por la siguiente ecuacion:

_ 4gias/semana x52 €emanas/afio x 70afios

FE = - =~
70afiosx 365 €ias/afio

=0.57 (Ec. 10)
Este valor de FE se utiliza para calcular DE.

3.10.2 Caracterizacion del riesgo

La caracterizacion del riesgo carcinogénico y no carcinogénico se realizé segun
se establece en la Guia Técnica para Orientar la Elaboracion de Estudios de

Evaluacion de Riesgo Ambiental de Sitios Contaminados publicada por la

Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT, 2006).

3.10.2.1 Efectos cancerigenos

Para la caracterizacion del riesgo cancerigeno se calcul6 el indice de riesgo (IR)

y el riesgo poblacional (RP) mediante las siguientes ecuaciones:

IR = DE x FP (Ec. 11)

RP = IR x Poblacion expuesta (Ec. 12)
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Donde:
FP =Factor de potencia de cancer.
RP =Riesgo poblacional o incidencia de cancer esperada al exponer a la

poblacién ala DE.

3.10.2.2 Efectos no cancerigenos
Para caracterizar el riesgo de efectos sistémicos se calculé el indice de peligro

(IP) mediante la siguiente ecuacion:

p- PE
MRL

(Ec. 13)

Donde MRL es el nivel minimo de riesgo establecido para la 2,3,7,8-TCDD por
via oral, establecido por la Agencia para el Registro de Sustancias Toxicas y
Enfermedades, ATSDR por sus siglas en ingles, de los Estados Unidos de

Norteameérica.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1 Analisis por Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas

En la figura 8 se muestra el cromatograma que se obtuvo con las condiciones
iniciales de trabajo, donde se observé que los valores de los valles de los
isomeros del grupo hexa eran muy altos. Por otro lado, la relacion de
abundancia de los iones isotépicos tampoco estaba dentro de lo recomendado

por el método EPA 1613.
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En la figura 9 se muestra el cromatograma resultante de la modificacion de la
Temperatura inicial del horno, de 150°C a 180°C. Con esto mejoraron los

valores de los valles en un 8%, pero se perdio la resolucion del grupo de los

octa.
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Figura 9. Cromatograma sin resolucién de los octas.

La figura 10 muestra un cromatograma obtenido con las condiciones finales de

operacion.
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Figura 10. Cromatograma del estandar de 10 a 100 pg/uL de los 17
congéneres PCDDs/PCDFs analizados por GC/LRMS.

4.1.1 Ventanas de tiempo de retencién
Se determinaron en modo SCAN para establecer los tiempos de retencion

absolutos de los analitos y después en el modo SIM.

Las ventanas seleccionadas se muestran en la figura 10 y fueron los

siguientes:

Congeéneres tetraclorados 9-18 min.

Congeéneres pentaclorados 18-22 min.
Congéneres hexaclorados 22-26 min.
Congeéneres heptaclorados 26-32 min.

Congeéneres octaclorados 32-36 min.
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4.2 Validacion del sistema cromatografico
4.2.1 Valle de isémeros especificos
Se ha determinado 16% para TCDD, 19.60% para HXCDD y 9.76% para HxDF.

Los resultados de HXCDD se muestran en la figura 11.
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Figura 11. Valle de isémeros de HXCDD y HXCDF.

4.2.2 Relacién de abundancia de iones isotopicos

En la tabla XV se muestra la relacién de abundancia de los iones isotopicos de
los PCDDs y PCDFs en concentraciones de 0.5 pg/uL hasta 200 pg/uL, todos
estdn dentro de los limites que sefiala la EPA, excepto los PeCDD que
presentan la relacibn masa/carga (m/z) dentro del limite después de la

concentracion de 2 pg/uL.
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Tabla XV. Relacion de abundancia de iones isotdpicos de PCDDs/PCDFs.

N° de Relacién de Intervalo Limite
Cloros m/z’'s Determinado EPA
4 M/(M+2) 0.74-0.84 0.65-0.89
5 (M+2)/(M+4) *1.44-1.68 1.32-1.78
6 (M+2)/(M+4) 1.07-1.35 1.05-1.43
7 (M+2)/(M+4) 0.88-1.22 0.88-1.20
8 (M+2)/(M+4) 0.85-1.02 0.76-1.02

*PeCDD presentan relacion m/z dentro del limite después de 2 pg/uL.

4.2.3 Nivel minimo cuantificable (LOQ)

Esta definido como la relacién Sefal/Ruido (S/N) de la concentracion mas baja
de la mezcla de los estandares de calibracion y verificacion (EPA - 1613CS).
Esta sefial debe ser superior a 10 para que se acepte este criterio. En la figura
12 se muestra la relacion Sefal/Ruido de TCCD a una concentracion de 0.5
pg/uL. En la tabla XVI se muestra los S/N de los diferentes congéneres de

PCDDs y PCDFs.
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Figura 12. Relacién Senal/Ruido de TCDD 0.5 pg/uL

Tabla XVI. Sefal/Ruido de PCDDs y PCDFs

Congéneres Concentracion Sefial/Ruido
pg/pL
2,3,7,8-TCDF 0.5 8.8
1,2,3,7,8—-PeCDF 2.5 8.4
2,3,4,7,8—PeCDF 2.5 115
1,2, 3,4, 7, 8— HXCDF 25 9.3
1,2,3,6,7, 8- HXCDF 2.5 9.8
2,3,4,6,7, 8- HxCDF 2.5 9.3
1,2,3,7,8,9—-HXCDF 2.5 7.8
1,2,3,4,6,7,8—HpCDF 2.5 3.5
1,2,3,4,7,8 9-HpCDF 25 3.1
2,3,7,8-TCDD 0.5 4.7
1,2,3,7, 8—-PeCDD 2.5 23.9
1,2,3,4,7,8—-HxCDD 2.5 3.2
1,2,3,6,7,8—-HxXCDD 2.5 4.6
1,2,3,4,7,8 9-HpCDD 25 6.8
OCDD 5 54
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4.2.4 Linealidad

Para evaluar la linealidad se determiné la Respuesta Relativa (RR) aplicando la
ecuacion 2. El coeficiente de variacion de las Respuestas Relativas, debe ser
menor que 20%. En la tabla XVIlI se muestran las RR para la 2,3,7,8-TCDD, se
observé que a partir de 2 pg/uL las RR estan dentro del CV que sefiala la EPA.
En la tabla XVIIl se muestran las RR para 2,3,7,8-TCDF. Los valores de CV se

encuentran dentro de los limites de la EPA a partir de 0.5 pg/uL.

Tabla XVII. Respuesta Relativa de 2,3,7,8,-TCDD, n=3.

Concentracion Respuesta Respuesta
pg/uL Intradia Interdia
2 0.91 0.96
10 0.92 0.98
40 1.00 1.02
200 0.92 0,89
Prom. 0.94 0.96
CcVv 4.09 5.09
CV-EPA <20 <20

Tabla XVIII. Respuesta Relativa de 2,3,7,8,-TCDF, n=3.

Concentracion Respuesta Respuesta
pg/uL Intradia Interdia
0.5 1.27 1.15
2 0.84 0.85
10 0.85 0.88
40 0.91 0.92
200 0.89 0,93
Prom. 0.96 0.94
CVv 16.65 11.65
CV-EPA <20 <20
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En las tablas XIX y XX se muestran las RR de PeCDD y PeCDF
respectivamente; en la tabla XXI de la HXCDD; en las tablas XXII y XXIII del
HxCDF; en la tabla XXIV y XXV de HpCDD y HpCDF respectivamente y en la
tabla XXVI las RR de la OCDD. Se observé que para PeCDD, PeCDF, HxCDD,
HxCDF, HpCDD y HpCDF a partir de 2.5 pg/uL las RR estan dentro del CV que
sefala la EPA. En la tabla XXVI se muestran las RR para OCDD, los valores de

CV se encuentran dentro de los limites de la EPA a partir de 10 pg/uL.

Tabla XIX. Respuesta Relativa de 1,2,3,7,8,-PeCDD, n=3.

Concentracion Respuesta Respuesta
pg/uL Intradia Interdia
10 5.90 7.15
50 5.23 5.36
200 5.15 5.15
1000 3.60 5.25
Prom. 4.97 5.73
CcVv 19.60 16.63
CV-EPA <20 <20

Tabla XX. Respuesta Relativa de PeCDF, n=3.

Concentracion 1,2,3,7,8-PeCDF 2,3,4,7,8-PeCDF
pg/uL Respuesta | Respuesta | Respuesta | Respuesta

Intradia Interdia Intradia Interdia

10 4.83 4.97 5.12 5.32

50 4.70 4.71 4.78 5.01

200 4.99 4.94 4.99 4.97
1000 4.80 5.17 4.74 5.20
Prom. 4.83 4.95 4.90 5.13

CVv 2.43 3.83 3.66 3.2
CV-EPA <20 <20 <20 <20
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Tabla XXI. Respuesta Relativa de HXCDD, n=3.

Concentracion| 1,2,3,4,7,8-HxCDD 1,2,3,6,7,8-HxCDD 1,2,3,7,8,9-HxCDD
pg/uL Respuesta | Respuesta | Respuesta | Respuesta | Respuesta | Respuesta

Intradia Interdia Intradia Interdia Intradia Interdia

10 3.94 5.53 3.53 3.64 4.70 4.82

50 4.80 5.53 4.45 4.74 4.45 4.60

200 4.91 4.40 4.61 4.22 4.76 451
1000 4.84 5.04 4.52 4.78 4.64 4.55
Prom. 4.62 5.13 4.28 4.35 4.64 4.62
CcVv 9.94 10.45 11.70 12.24 2.84 3.02
CV-EPA <20 <20 <20 <20 <20 <20

Tabla XXIl. Respuesta Relativa de 1,2,3,4,7,8-HXxCDF y 1,2,3,6,7,8-HXCDF,

n=3.
Concentracion| 1,2,3,4,7,8-HxCDF 1,2,3,6,7,8-HXCDF
pg/uL Respuesta | Respuesta | Respuesta | Respuesta

Intradia Interdia Intradia Interdia

10 5.24 4.27 5.51 4.23
50 4.70 4.80 5.13 4.82
200 4.99 5.15 4.93 5.06
1000 4.72 4.93 4.14 4.65
Prom. 491 4.79 4.93 4.70
CVv 5.16 7.77 11.68 7.51
CV-EPA <20 <20 <20 <20

Tabla XXIIl. Respuesta Relativa de 2,3,4,6,7,8-HXxCDF y 1,2,3,7,8,9-HXCDF,

n=3.
Concentracion| 2,3,4,6,7,8-HxCDF 1,2,3,7,8,9-HXCDF
pg/uL Respuesta | Respuesta | Respuesta | Respuesta

Intradia Interdia Intradia Interdia

10 4.69 4.43 4.59 451
50 4.50 4.62 4.55 4.47
200 4.78 4.45 4.83 4.50
1000 4.73 5.33 4.94 5.61
Prom. 4.68 4.71 4.73 4.77
CVv 2.59 9.03 4.07 11.70
CV-EPA <20 <20 <20 <20
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Tabla XXIV. Respuesta Relativa de 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD, n=3.

Concentracion Respuesta Respuesta
pg/uL Intradia Interdia
10 4.86 4.09
50 4.88 4.76
200 4.67 5.41
1000 5.10 5.11
Prom. 4.88 4.84
Cv 3.63 11.68
CV-EPA <20 <20

Tabla XXV. Respuesta Relativa de HpCDF, n=3.

Concentracion| 1,2,3,4,6,7,8-HpCDF | 1,2,3,4,7,8,9-HpCDF
pg/uL Respuesta | Respuesta | Respuesta | Respuesta
Intradia Interdia Intradia Interdia
10 4.77 5.21 4.43 4.95
50 4.70 4.74 4.29 4.43
200 4.91 5.10 4.55 4.36
1000 5.18 5.23 4.55 5.22
Prom. 4.89 5.09 4.46 4,74
CVv 4.34 4.93 2.84 8.76
CV-EPA <20 <20 <20 <20
Tabla XXVI. Respuesta Relativa de OCDD, n=3.
Concentracion Respuesta Respuesta
pg/uL Intradia Interdia
20 4.36 3.60
100 4.62 4.32
400 4.88 4.72
2000 4.70 5.75
Prom. 4.64 4.60
CVv 4.67 19.54
CV-EPA <20 <20
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En la tabla XXVII se muestra el resumen de los resultados de los criterios de
validacion del sistema cromatografico para la determinaciéon de los PCDDs y

PCDFs.

Tabla XXVII. Resumen de los Criterios de validacion determinados para

PCDDs/PCDFs por GC/LRMS.

PCDDs PCDFs Método USEPA
Criterio
(TCDD) (TCDF) 1613
Valle de isbmeros
16% 9.76% (HXDF) < 25%
especificos
Nivel minimo 2.0 pg/uL 1 pg/uL
S/N > 10
cuantificable S/IN > 10 S/N > 10
Relaciéon de
M/ M+2 =
abundancia de iones 0.84 0.74
0.65-0.89
isotopicos
Linealidad
CVintradia 4.09% 5.09% < 20%
CV interdia 16.65% 11.65%
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4.3 Extraccién y purificacion de dioxinas en muestras de carne y leche

La extraccion de dioxinas se realizé con hexano en un medio fuertemente acido
(H2SO4 conc.). La purificacion y fraccionamiento se llevo a cabo en columnas de
silica gel modificado, florisil y alimina. Se trabajé con columna de silica gel

modificada acoplada a la columna de florisil.

La eficacia de cada una de las etapas de purificaciéon y fraccionamiento
descritas se evalué mediante el andlisis de los extractos correspondientes por
GC/LRMS. Las fracciones 1 y 2 de la columna de alimina no presentaron
ninguno de los 17 congéneres analizados. De la misma manera la fraccion 4

tampoco presentd ninguno de los congéneres.

4.3.1 Carne

La figura 13 muestra el cromatograma obtenido de una muestra adicionada con
el estdndar EPA - 1613PAR, que contiene la mezcla de los 17 congéneres
nativos en concentraciones de 40 a 400 ng/mL sin control de la temperatura del

laboratorio.
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Figura 13. Cromatograma de la muestra de carne adicionada con el estandar

EPA — 1613PAR, sin control de la temperatura del laboratorio.

El cromatograma no mostré ninguna sefial de los analitos de interés, debido a
que la temperatura del laboratorio estuvo por encima de 25 °C. Por esta razén
posteriormente se controld la temperatura de laboratorio de modo que fuese

menor o igual que 25 °C (Torres, 2006).

En la figura 14 se muestra el cromatograma obtenido de una muestra
adicionada con el estandar EPA — 1613PAR, procesada a una temperatura de

laboratorio de 24° C y con 13 g de grasa.

El cromatograma muestra que no se alcanzan a recuperar los 17 congéneres,

recuperandose solo 8 de ellos.
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Figura 14. Cromatograma de la muestra de carne adicionada con el estandar

EPA- 1613PAR, a una temperatura de laboratorio de 24 °C.

La figura 15 muestra el cromatograma de una muestra adicionada con el
estandar EPA — 1613PAR, con una cantidad de grasa entre 5y 10 g.
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Figura 15. Cromatograma de la muestra de carne adicionada con el estandar

EPA-1613PAR, con una cantidad de grasa entre 5y 10 g de grasa.
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Con las condiciones de temperatura del laboratorio de 24 °C y la grasa extraida
entre 5 y 10 g se alcanzaron a detectar los 17 congéneres. Bajo estas
condiciones se obtuvo un porcentaje de recuperacion del 34%, en el caso del
2,3,7,8 — Tetraclorodibenzofurano y resultados similares para los demas
congéneres. Para mejorar este resultado se hizo un mejor control en la

velocidad de flujo en las columnas de purificacion y fraccionamiento.

La figura 16 muestra el cromatograma obtenido de la muestra adicionada con el
estandar EPA — 1613PAR, cuando se controld la velocidad de flujo en la etapa
de purificacidon y fraccionamiento. Bajo esta condicion se obtuvo un aumento en

los porcentajes de recuperacion de todos los analitos.
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Figura 16. Cromatograma de la muestra de carne adicionada con el estandar
EPA — 1613PAR, con control de la velocidad de flujo.
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Considerando estos resultados, el método desarrollado de extraccion y

purificacion de la muestra resulto ser el siguiente (Torres, 2006):

a) Tratamiento previo de la muestra
e Congelar la muestra para después ser liofilizada.
e Triturar y homogenizar en un mortero la muestra liofilizada.
e Pesar 15 g de muestra liofilizada para obtener entre 5 a 10 g de grasa.
e Transferir a un dedal de vidrio y colocarlo en el aparato Soxhlet.
e Agregar el estandar EPA — 1613LCS.
e Afadir 400 mL de tolueno:ciclohexano (1:1) en el aparato Soxhlet y
extraer la grasa durante 24 horas.
e Evaporar en el rotaevaporador hasta eliminar todo el solvente.
e Dejar en la estufa a 105 °C por 12 horas.

e Enfriar y pesar la grasa obtenida.

b) Extraccion de las dioxinas
e Transferir a un embudo de separacion de 1000 mL lavando las paredes
con un total de 100 mL de hexano.
e Afadir 50 mL de &cido sulfarico concentrado.
e Agitar suavemente por 1 minuto.
e Reposar durante 24 horas.
e Repetir la operacion de agregar acido sulfarico hasta obtener una fase

acuosa parda clara.
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Evaporar la fase organica hasta un volumen de 3 mL.

c) Purificacion y fraccionamiento

Activar los adsorbentes florisil y alimina a temperaturas de 600 y 300 °C
respectivamente durante 8 horas.

Preparar las columnas de silica gel, florisil y alimina.

Pasar la muestra por las columnas de silica gel, florisil y alimina con sus
respectivos solventes.

Evaporar y resuspender la muestra con honano.

Afadir 5uL del estandar EPA — 1613ISS.

Inyectar en el Cromatdgrafo de Gases con detector selectivo de

Espectrometria de Masas.

4.3.2 Leche

Habiendo solucionado el problema de temperatura de laboratorio, cantidad de

grasa y velocidad de flujo en las muestras de carne se procedi6 a trabajar con

las muestras de leche. La figura 17 muestra el cromatograma obtenido de una

muestra de leche adicionada con el estdndar EPA — 1613PAR.
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Figura 17. Cromatograma de la muestra de leche adicionada con el estandar

EPA-1613PAR.

Considerando este resultado, el método desarrollado para leches resulté ser el

siguiente:
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b)

Tratamiento previo de la muestra

Homogenizar la muestra y pesar 200 mL de leche para obtener entre 5y
10 g de grasa.

Transferir a un embudo de separacion de 2000 mL.

Agregar 2 g. de oxalato sddico, agitar 20 seg.

Agregar 200 mL de MeOH, agitar 10 seg.

Agregar 200 mL de dietiléter, estandar EPA 1613LCS y EPA 1613PAR
en caso de recuperacion, agitar 30 seg.

Agregar 200 mL de éter de petréleo, agitar 60 seg.

Reposar 24 hrs.

Transferir la fase organica y repetir desde la etapa de extraccién con
dietiléter.

Extraccion de las dioxinas

Purificacion y fraccionamiento

Estas dos ultimas etapas son las mismas que las correspondientes a

carnes, debido a que se trata de los mismos analitos

4.4 Validacién del método desarrollado

4.4.1 Porcentaje de recuperacion en carnes

La exactitud del método se determiné en base al porcentaje de recuperacion.

En la tabla XXVIII se muestran los porcentajes de recuperacion para los

congéneres de PCDDs/PCDFs (Torres, 2006).
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Tabla XXVIII. Porcentajes de recuperacion para determinar los congéneres de

PCDDs/PCDFs en carnes, n=19.

Porcentaje de Porcentaje de recuperacion
Congéneres
recuperacion establecido por método
GC/LRMS USEPA 1613- HRGC/HRMS
2,3,7,8-TCDF 70 -116% 24 —169%
1,2,3,7,8—-PeCDF 95 - 164% 24 —185%
2,3,4,7,8—-PeCDF 80 — 166% 21-178%
1,2,3,4,7,8—-HxXCDF 107 — 150% 26 — 152%
1,2,3,6,7,8—-HXCDF 97 — 137% 26 —123%
2,3,4,6,7, 8- HxCDF 96 — 137% 29-147%
1,2,3,7,8,9—-HxCDF 90 — 130% 28 —136%
1,2,3,4,6,7,8—-HpCDF 77 —-121% 28 —143%
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 97 — 147% 26 —138%
2,3,7,8-TCDD 87 —144% 25 -164%
1,2,3,7,8—-PeCDD 97 — 170% 25-181%
1,2,3,4,7,8—-HxCDD 96 — 137% 32 -141%
1,2,3,6,7,8—-HxCDD 94 - 122% 28 — 130%
1,2,3,4,7,8,9—-HpCDD 74 — 135% 23 - 140%
OCDD 80—-123% 17 - 157%
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4.4.2 Precision en carnes
Los resultados de la precision del método se muestran en la tabla XXIX, los
cuales se calcularon en funcion del porcentaje de desviacion estandar relativa

(%RSD).

Tabla XXIX. Precision del método para determinar los 17 congéneres de

PCDDs/PCDFs en carnes, n=19.

Promedio Desviacion
Congéneres % RSD
%R Estandar

2,3,7,8-TCDF 95.87 15.07 15.72
1,2,3,7,8—-PeCDF 122.14 23.64 19.35
2,3,4,7,8—-PeCDF 107.15 18.65 17.40
1,2,3,4,7,8—-HxXCDF 125.70 13.40 10.66
1,2,3,6,7,8—-HXCDF 114.73 12.43 10.83
2,3,4,6,7, 8- HxCDF 118.40 14.16 11.96
1,2,3,7,8,9—-HxXCDF 122.20 14.26 11.67
1,2,3,4,6,7,8—-HpCDF 97.57 19.40 19.88
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 119.42 21.41 17.92
2,3,7,8-TCDD 116.42 19.44 16.70
1,2,3,7,8—-PeCDD 128.47 25.56 19.89
1,2,3,4,7,8—-HxCDD 112.28 10.10 8.99
1,2,3,6,7,8—-HxCDD 102.23 8.23 8.05
1,2,3,4,7,8,9—HpCDD 112.67 16.07 14.26
OCDD 115.19 19.36 16.81
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4.4.2 Porcentaje de recuperacion en leches
En la tabla XXX se muestran los porcentajes de recuperacion para los

congéneres de PCDDs/PCDFs.

Tabla XXX. Porcentajes de recuperacion para determinar los congéneres de

PCDDs/PCDFs en leches, n=7.

Porcentaje de Porcentaje de recuperacion
Congéneres recuperacion establecido por método

GC/LRMS USEPA 1613- HRGC/HRMS
2,3,7,8-TCDF 79 - 133% 24 - 169%
1,2,3,7,8—-PeCDF 89 -120% 24 —185%
2,3,4,7,8—-PeCDF 67 —102% 21-178%
1,2,3,4,7,8—-HxXCDF 78 — 105% 26 — 152%
1,2,3,6,7, 8—-HxXCDF 80 — 96% 26 — 123%
2,3,4,6,7, 8- HxCDF 81— 100% 29-147%
1,2,3,7,8,9—-HxCDF 83 — 100% 28 — 136%
1,2,3,4,6,7,8—-HpCDF 82-131% 28 —143%
1,2,3,4,7,8,9—-HpCDF 82 - 93% 26 — 138%
2,3,7,8-TCDD 134 — 162% 25 -164%
1,2,3,7,8—-PeCDD 126 — 153% 25-181%
1,2,3,4,7,8—-HxCDD 58 — 105% 32 -141%
1,2,3,6,7,8—-HxCDD 57 - 110% 28 —130%
1,2,3,4,7,8,9-HpCDD 78 — 125% 23 - 140%
OCDD 43 — 66% 17 - 157%
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4.4.4 Precision en leches
Los resultados de la precision del método se muestran en la tabla XXXI, los
cuales se calcularon en funcion del porcentaje de desviacion estandar relativa

(%RSD).

Tabla XXXI. Precision del método para determinar los 17 congéneres de

PCDDs/PCDFs en leches, n=7.

Promedio Desviacion
Congéneres % RSD
%R Estandar

2,3,7,8-TCDF 104.04 19.51 18.75
1,2,3,7,8—-PeCDF 105.05 10.63 10.12
2,3,4,7,8—-PeCDF 82.84 12.53 15.13
1,2,3,4,7,8—-HxXCDF 94.89 11.77 12.40
1,2,3,6,7,8—-HXCDF 89.02 6.57 7.38
2,3,4,6,7, 8- HxCDF 93.60 6.29 6.72
1,2,3,7,8,9—-HxXCDF 94.13 6.34 6.73
1,2,3,4,6,7,8—-HpCDF 102.37 17.99 17.58
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 84.57 5.89 6.94
2,3,7,8-TCDD 150.36 10.32 6.86
1,2,3,7,8—-PeCDD 139.84 8.62 6.16
1,2,3,4,7,8—-HxCDD 92.09 15.95 17.32
1,2,3,6,7,8—-HxCDD 90.59 16.82 18.57
1,2,3,4,7,8,9—HpCDD 103.67 13.72 13.31
OCDD 53.47 9.08 16.90
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4.5 Aplicacion del método validado en muestras de carne y leche

4.5.1 Niveles de PCDDs/PCDFs en muestras de carne

La figura 18 muestra un cromatograma representativo de una muestra de carne.
Se puede observar que se detectaron 10 sefiales correspondientes a los
congéneres de PCDDs/PCDFs, cuyos tiempos de retencion fueron verificados
con un estandar de dioxinas de 10 pg/pL, que contenia la mezcla de los 17
congéneres. El 2,3,7,8 — TCDF aparecié a 14.62 min, el 2,3,7,8 — TCDD a 15.05
min, el 1,2,3,7,8 — PeCDF a 18.20 min, el 2,3,4,7,8 — PeCDF a 19.74 min, el
1,2,3,7,8 — PeCDD a 19.52 min, el 1,2,3,4,7,8 — HXCDD a 22.91 min, el
1,2,3,6,7,8 — HXCDD a 23.7 min, el 1, 2,3,7,8,9 — HXCDD a 24.09 min, el

1,2,3,4,6,7,8 — HpCDF a 26.65 min y el 1,2,3,4,7,8,9 — HpCDD a 28.35 min.

Abundance
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23,478 PeCDD
25000004
2.3,4,78-PeCLF
20000004 12,347 5-HxCDD
1,2,3.7.8-FeCLF
1,2.3,6,7 8- HxCLCD
15000004
2378 TCDD 1520 1,2.3,7,8 9 Hx CTD
1oooonnd 2.3 7.8-TCDE 1,.2.3.4.6,7,8-HpCDF
15.05 1,234,718 9-HpCDD
N f24.09
5000004 : 27370
] 28,35
[ Y T P PO <
Tirne--» 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00
., v o, . A . AL - SN ;
Congé neres Congéneres  Congéneres Cong éneres Congéneres
Tetraclorados Pertaclarados Hexaclorados Heptacloradas Cictaclorados

Figura 18. Cromatograma de PCDDs/PCDFs de una muestra de carne.
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Los niveles de los congéneres de PCDDs/PCDFs determinados en las muestras
de carne, fueron expresados en pg/g de grasa, tal como se muestran en la tabla

XXXII.

Tabla XXXII. Niveles de PCDDs/PCDFs en muestras de carne en pg/g de

grasa.
Congéneres Cl |C2 |[C3 |C4 |[C5 |C6 |[C7 |C8 |C9 |C10
2,3,7,8-TCDF N.D.[0.96 |N.D. |N.D. |N.D.|1.57 |[N.D. [N.D. [N.D. | N.D.
1,2,3,7,8-PeCDF N.D.|[4.24 |N.D.|N.D.|0.19| 0.5 | ND | ND [0.99 | N.D.
2,3,4,7,8—PeCDF 0.28 [6.06 |[N.D. |[N.D. |[N.D. [N.D.|N.D. | 4.00 |N.D. | N.D.

1,2,3,4,7,8—-HXCDF N.D.|N.D.[N.D.|N.D.|1.95|1.41[1.11|21.8|7.96| N.D.
1,2,3,6,7,8—-HXCDF N.D.|N.D. [N.D.|N.D.|0.42|0.27 [N.D. | 0.32 | N.D. | N.D.
2,3,4,6,7,8—-HXCDF N.D.|N.D. [N.D.|N.D.|0.21]0.27]0.21 | 2.50 | 0.50 | 0.38
1,2,3,7,8,9—-HXCDF N.D.|N.D. [N.D. |[N.D. [N.D.|N.D.| 0.2 |1.03 |N.D.| N.D.
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF [6.19/10.3|18.9|11.7[4.70|1.28|8.93 |N.D. [N.D.| N.D.
1,2,3,4,7,8,9—-—HpCDF |N.D.|N.D.|N.D.|N.D.|0.33|N.D. [N.D. |N.D. |N.D. | N.D.

OCDF N.D.|N.D. | N.D.|N.D.|1.03|0.82 | N.D. |[N.D. [N.D. | N.D.
2,3,7,8-TCDD 2.840.67 IN.D.[N.D.|0.14 |0.14 | 1.75|N.D. | 0.36 | 0.17
1,2,3,7,8—-PeCDD 3.27 | 2.08 |N.D.[2.480.25|0.27 | 0.40 | 0.28 | N.D. | 4.63

1,2,3,4,7,8—-HxCDD N.D.|0.91 [N.D. |[N.D.| 0.9 |1.08 |[N.D. |N.D. |N.D.| N.D.

1,2,3,6,7,8—-HxCDD N.D.|10.4 [N.D. |[N.D. | 5.99 |N.D. [N.D. |[N.D. [N.D. | N.D.

1,2,3,7,8,9-HxCDD N.D.|4.55|N.D. [N.D. | 0.33 | N.D. [N.D. |N.D. [N.D. | N.D.

1,2,3,4,6,7,8—-HpCDD |N.D.|15.4]16.65|0.78 |32.5|7.56 |N.D.| 0.4 |N.D.| 0.56

OCDD N.D.|17.6 [1.58 |[N.D.|28.9|185|N.D. |[N.D.| 1.2 | N.D.

N. D. = No Detectable.

4.5.2 Niveles de PCDDs/PCDFs en muestras de leche
La figura 19 muestra un cromatograma representativo de una muestra de leche.
Se puede observar que se detectaron 4 congéneres de PCDDs/PCDFs,

identificados como 2,3,4,7,8 — PeCDF a 19.48 min, el 1,2,3,4,7,8 — HXCDD a
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23.11 min, el 1,2,3,6,7,8 — HXCDD a 23.26 min y el 1,2,3,4,6,7,8 — HpCDD a

28.12 min.
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Figura 19. Cromatograma de PCDDs/PCDFs de una muestra de leche.

Los niveles de los congéneres de PCDDs/PCDFs determinados en las muestras

de leche, se expresaron en pg/g de grasa, tal como se muestran en la tabla

XXXIII.
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Tabla XXXIII. Niveles de PCDDs/PCDFs en muestras de leche en pg/g

de grasa.
Congéneres L1 (L2 |L3|L4|L5|L6|L7|L8|L9|L10
2,3,7,8-TCDF N.D.|N.D.|3.49 |N.D.|[N.D. |N.D.|N.D.|N.D. |N.D. |N.D.
1,2,3,7,8-PCDF N.D. |N.D.|N.D.|N.D.|[N.D. [N.D. |[N.D. [N.D. [N.D.|N.D.
2,3,4,7,8-PCDF N.D.|N.D.|N.D.|N.D.|0.52 |[N.D.|2.64 | 1.9 |3.17|3.40

1,2,3,4,7,8-HXCDF N.D.|N.D.[N.D.|1.43|5.34 |N.D. [N.D. [N.D. |[N.D. | N.D.

1,2,3,6,7,8-HXCDF N.D.|N.D. [N.D. |N.D. [N.D. |N.D. |N.D. [N.D. |N.D. | N.D.

2,3,4,6,7,8-HXCDF N.D.|N.D. [N.D.|N.D. | 1.28 |N.D. [N.D. |[N.D. [N.D. | 1.27

1,2,3,7,8,9-HXCDF N.D. [N.D. |N.D. [N.D. [N.D. |N.D. |[N.D. [N.D. |[N.D. | N.D.

1,2,3,4,6,7,8-HpCDF | 1.84|0.65[1.69|2.12|2.44|5.11|0.84 |[N.D. [N.D.| 0.45

1,2,3,4,7,8,9-HpCDF [ N.D.|N.D. [N.D. | N.D. [N.D. | N.D. |N.D. |[N.D. |N.D. | N.D.

OCDF N.D. [N.D. |N.D. [N.D. [N.D. |N.D. |[N.D. [N.D. |[N.D. | N.D.
2,3,7,8-TCCD N.D.|N.D. [N.D. |N.D. [N.D. |N.D. |N.D. |[N.D. |N.D. | N.D.
1,2,3,7,8-PCCD 1.9212.80[2.11 |N.D. [N.D.|1.99 |[N.D. [N.D. |[N.D. | N.D.

1,2,3,4,7,8-HXCDD N.D.|N.D. [N.D. |[N.D. [N.D.|N.D.|1.55|1.69 | 1.55]| 3.47

1,2,3,6,7,8-HXCDD N.D.|N.D. [N.D.|N.D.|3.36 |N.D. | 9.82 4.20 | 2.01 | 4.53

1,2,3,7,8,9-HXCDD N.D.|N.D. [N.D. |N.D. [N.D.|N.D.[0.43]0.46 [N.D.| 0.44

1,2,3,4,6,7,8-HpCDD  |N.D.|0.47 | 0.68 |[N.D. |[N.D.[N.D. |[N.D.|0.55]|1.02| 2.6

OCDD N.D.| 1.5 |N.D.[N.D. [N.D. |N.D. |[N.D. [N.D. |N.D. | N.D.

N. D. = No Detectable.

46 Niveles de PCDDs/PCDFs de acuerdo a su Toxicidad

Multiplicando las concentraciones de PCDDs/PCDFs determinadas en las
muestras de carne y leche por los valores WHO-TEF de cada congénere (tabla
V1) se obtuvo los WHO-TEQ para cada una de las matrices analizadas. El total
WHO-TEQ de PCDDs/PCDFs en cada muestra resulta de la suma de los

WHO-TEQ de cada congénere.
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4.6.1 Carne
La tabla XXXIV muestra los resultados de los congéneres de acuerdo a su

toxicidad expresados como cantidad de equivalentes toxicos (WHO-TEQ).

Tabla XXXIV. Resultados de PCDDs/Fs en muestras de carne expresados

como WHO-TEQ.

Congéneres Cl |[C2 |[C3 |C4 |C5 |[C6 |C7 |[C8 |C9 |C10
2,3,7,8-TCDF N.D. [0.096 | N.D. | N.D. | N.D. | 0.157 | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
1,2,3,7,8-PCDF N.D. [0.212| N.D. | N.D. | 0.01 |0.025| N.D. | N.D. [0.045 | N.D.
2,3,4,7,8-PCDF 0.14 | 3.03 [ N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | 0.20 | N.D. | N.D.

1,2,3,4,7,8-HXCDF N.D. | N.D. | N.D. | N.D. |0.195|0.141|0.111 | 2.177 |0.796 | N.D.

1,2,3,6,7,8,-HXCDF N.D. | N.D. | N.D. | N.D. |0.042|0.027 | N.D. |0.032 | N.D. | N.D.

2,3,4,6,7,8-HXCDF N.D. | N.D. | N.D. | N.D. |0.021|0.027|0.021 | 0.25 | 0.05 |0.038

1,2,3,7,8,9-HXCDF N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | 0.02 |0.103| N.D. | N.D.

1,2,3,4,6,7,8-HpCDF | 0.062 0.103|0.189(0.117]0.047]0.013|0.089 | N.D. | N.D. | N.D.

1,2,3,4,7,8,9-HpCDF N.D. | N.D. | N.D. | N.D. |0.003| N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.

OCDF N.D. | N.D. | N.D. | N.D. |0.001|0.001| N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
2,3,7,8-TCCD 2.84 | 0.67 | N.D. | N.D. | 0.14 | 0.14 | 1.75 | N.D. | 0.36 | 0.17
1,2,3,7,8-PCCD 3.27 | 208 | N.D. | 248 | 0.25 | 0.27 | 0.40 | 0.28 | N.D. | 4.63

1,2,3,4,7,8-HxCDD N.D. |0.091| N.D. | N.D. | 0.09 |0.108 | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.

1,2,3,6,7,8-HXCDD N.D. |1.035| N.D. | N.D. |0.599| N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.

1,2,3,7,8,9-HXCDD N.D. |0.455| N.D. | N.D. |0.033| N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.

1,2,3,4,6,7,8-HpCDD | N.D. |0.154 | 0.066 | 0.008 | 0.325|0.076 | N.D. |0.004 | N.D. | 0.006

OCDD N.D. 10.0170.002 | N.D. |0.029|0.018 | N.D. | N.D. |0.001 | N.D.

TOTAL PCDD/F 6.31 | 7.94 | 0.26 | 2.61 | 1.79 | 1.00 | 2.39 | 3.05 | 1.25 | 4.84

pg WHO-TEQ/g grasa

N. D. = No Detectable.
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4.6.2 Leche
La tabla XXXV muestra los resultados de los congéneres de acuerdo a su

toxicidad expresados como cantidad de equivalentes toxicos (WHO-TEQ).

Tabla XXXV. Resultados de PCDDs/Fs en muestras de leche expresados

como WHO-TEQ.

Congéneres L1 | L2 | L3 | L4 | L5 | L6 | L7 | L8 | L9 |L10
2,3,7,8-TCDF N.D. | N.D. |0.349| N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
1,2,3,7,8-PCDF N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
2,3,4,7,8-PCDF N.D. | N.D. | N.D. | N.D. |0.260| N.D. |1.320]0.950|1.585|1.700

1,2,3,4,7,8-HXCDF N.D. | N.D. | N.D. |0.143|0.534 | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
1,2,3,6,7,8,-HXCDF N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
2,3,4,6,7,8-HXCDF N.D. | N.D. | N.D. | N.D. |0.128 | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. |0.127
1,2,3,7,8,9-HXCDF N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF |0.0180.007|0.017|0.021 | 0.024 | 0.051 | 0.008 | N.D. | N.D. |0.005
1,2,3,4,7,89-HpCDF | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.

OCDF N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
2,3,7,8-TCCD N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
1,2,3,7,8-PCCD 1.920|2.800[2.110| N.D. | N.D. |1.990| N.D. | N.D. | N.D. | N.D.

1,2,3,4,7,8-HXCDD N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. |0.155|0.169]0.155|0.347
1,2,3,6,7,8-HXCDD N.D. | N.D. | N.D. | N.D. |0.336| N.D. |0.982| 0.42 |0.201|0.453
1,2,3,7,8,9-HXCDD N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. |0.043]0.046 | N.D. |0.044
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD | N.D. |0.005|0.007 | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. |0.006|0.010|0.026
OCDD N.D. |0.002| N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.

TOTAL PCDD/F

WHO-TEQ (pg/g grasa)
N. D. = No Detectable.

194 | 281 | 248 | 0.16 | 1.28 | 204 | 251 | 1.59 | 1.95 | 2.7

4.7 Comparacion de Concentraciones de Equivalentes Téxicos de
PCDDs/PCDFs en muestras de carne y leche
Tres extractos obtenidos de muestras de carne y cinco extractos de muestras

de leches procesadas se enviaron para analizar al Laboratorio de Dioxinas del
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Instituto de Diagndstico Ambiental y Estudios del Agua del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC) en Barcelona, Espafia, donde fueron
analizadas en un equipo de Cromatografia de Gases de Alta Resolucion con un

Detector de Espectrometria de Masas de Alta Resolucion.

En la tabla XXXVI se presenta los resultados de los andlisis de las tres

muestras de carne por LRMS y HRMS.

Tabla XXXVI. Dioxinas de muestras de carne por GC/LRMS y HRGC/HRMS

expresadas en pg WHO-TEQ/g grasa.

pg WHO-TEQ/ g grasa | pg WHO-TEQ/ g grasa
GC/LRMS HRGC/HRMS
Muestra
1 0.26 131
2 2.61 2.60
3 7.94 9.89

En la tabla XXXVII se presentan los resultados de los analisis de las cinco

muestras de leche analizadas por LRMS y HRMS.

Tabla XXXVII. Dioxinas de muestras de leche por GC/LRMS y HRGC/HRMS

expresadas en pg WHO-TEQ/g grasa.

Muestra pg WHO-TEQ/ g grasa pg WHO-TEQ/ g grasa
GC/LRMS HRGC/HRMS
Mayo 2007 2.04 0.98
Agosto 2007 251 0.58
Agosto 2007 1.59 0.39
Septiembre 2007 1.95 0.36
Septiembre2007 2.70 0.32
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En la tabla XXXVIII se presenta la comparacion del perfil de los congéneres de

una misma muestra de carne obtenida con LRMS y HRMS.

Tabla XXXVIII. Perfil de congéneres de PCDDs/PCDFs en muestra de carne.

Muestra C Muestra C
Congéneres GC/LRMS HRGC/HRMS

pg/g pg/g
2,3,7,8-TCDF 0.96 0.35
1,2,3,7,8—-PeCDF 4.24 0.15
2,3,4,7,8—-PeCDF 6.06 1.72
1,2,3,4,7,8—-HxCDF N. D. 1.07
1,2, 3,6,7,8—-HXCDF N. D. 0.82
2,3,4,6,7,8 - HxCDF N. D. 1.2
1,2,3,7,8,9—HXCDF N. D. 0.4
1,2,3,4,6,7,8—HpCDF 10.3 3.36
1,2,3,4,7,8, 9-HpCDF N. D. 0.65
OCDF N. D. 0.94
2,3,7,8-TCDD 0.67 0.34
1,2,3,7,8—-PeCDD 2.08 1.34
1,2,3,4,7,8—-HxCDD 0.91 1.34
1,2,3,6,7,8—-HxCDD 10.35 36.49
1,2,3,7,8, 9—HXCDD 4.55 13.17
1,2,3,4,7,8 9-HpCDD 154 158.33
OCDD 17.6 216.22

N. D. = No Detectable.
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En la tabla XXXIX se presenta la comparacion del perfil de los congéneres de

una misma muestra de leche obtenida con LRMS y HRMS.

Tabla XXXIX. Perfil de congéneres de PCDDs/PCDFs en muestra de leche.

Muestra L12 Muestra L12
Congéneres GC/LRMS HRGC/HRMS

pg/g pg/g
2,3,7,8-TCDF N.D. 0.157
1,2,3,7,8—-PeCDF N.D. 0.185
2,3,4,7,8—-PeCDF 3.17 0.000
1,2,3,4,7,8—-HxCDF N. D. 0.282
1,2, 3,6,7,8—-HXCDF N. D. 0.250
2,3,4,6,7,8 - HxCDF N. D. 0.254
1,2,3,7,8,9—HXCDF N. D. 0.147
1,2,3,4,6,7,8—-HpCDF N.D. 0.282
1,2,3,4,7,8, 9-HpCDF N. D. 0.178
OCDF N. D. 0.369
2,3,7,8-TCDD N.D. 0.147
1,2,3,7,8—-PeCDD N.D. 0.000
1,2,3,4,7,8—-HxCDD 1.55 0.223
1,2,3,6,7,8—-HxCDD 2.01 0.352
1,2,3,7,8, 9—HXCDD N.D. 0.265
1,2,3,4,7,8 9-HpCDD 1.02 0.670
OCDD N.D. 1.411

N. D. = No Detectable.
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En la tabla XL se muestra la comparacion de los resultados obtenidos de una
muestra de carne en nuestro laboratorio con el equipo GC/LRMS vy los
obtenidos en Barcelona. Se puede observar una suma total de WHO-TEQ de
PCDDs/PCDFs de 7.94 en nuestro laboratorio y de 9.89 en el CSIC.

Tabla XL. Comparacion de Concentraciones de Equivalentes Téxicos de
PCDDs/PCDFs en muestras de carne.

Muestra C2 Muestra C2
Congeéneres Dpto. Q. A. csIc
GC/LRMS HRGC/HRMS
2,3,7,8-TCDF 0.096 0.03
1,2,3,7,8—-PeCDF 0.212 0.01
2,3,4,7,8—-PeCDF 3.03 0.86
1,2,3,4,7,8—-HXCDF N. D. 0.11
1,2,3,6,7,8—-HXCDF N. D. 0.09
2,3,4,6,7,8—-HxCDF N. D. 0.12
1,2,3,7,8,9—-HXCDF N. D. 0.04
1,2,3,4,6,7,8—-HpCDF 0.103 0.03
1,2,3,4,7,8,9—-HpCDF N. D. 0.01
OCDF N. D. 0.009
2,3,7,8-TCDD 0.67 0.34
1,2,3,7,8-PeCDD 2.08 1.34
1,2,3,4,7,8—-HxCDD 0.091 0.13
1,2 3,6,7,8—-HxXxCDD 1.035 3.65
1,2,3,7,8, 9—HXCDD 0.455 1.32
1,2,3,4,7,8 9-HpCDD 0.154 1.58
OCDD 0.017 0.216
TOTAL PCDD/F 7.94 9.89
WHO-TEQ (pg/g grasa)

N. D. = No Detectable.
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En la tabla XLl se muestra la comparacion de los resultados obtenidos de una
muestra de leche en nuestro laboratorio con el equipo GC/LRMS vy los
obtenidos en Barcelona. Se puede observar que el total WHO-TEQ de
PCDDs/PCDFs es de 1.95 en nuestro laboratorio y de 0.36 en el CSIC.

Tabla XLI. Comparacién de Concentraciones de Equivalentes Toéxicos de
PCDDs/PCDFs en muestra de leche.

Muestra L12 Muestra L12
Congeéneres Dpto. Q. A. csIc
GC/LRMS HRGC/HRMS
2,3,7,8-TCDF N.D 0.016
1,2,3,7,8—-PeCDF 1.585 0.009
2,3,4,7,8—-PeCDF N.D. 0.000
1,2,3,4,7,8—-HXCDF N.D 0.028
1,2,3,6,7,8—-HXCDF N.D 0.025
2,3,4,6,7,8—-HxCDF N.D 0.025
1,2,3,7,8,9—-HXCDF N.D 0.015
1,2,3,4,6,7,8—-HpCDF N.D 0.003
1,2,3,4,7,8,9—-HpCDF N.D. 0.002
OCDF N.D 0.00004
2,3,7,8-TCDD N.D 0.147
1,2,3,7,8-PeCDD N.D 0.000
1,2,3,4,7,8—-HxCDD 0.155 0.022
1,2 3,6,7,8—-HxXxCDD 0.201 0.035
1,2,3,7,8, 9—HXCDD N.D. 0.026
1,2,3,4,7,8 9-HpCDD 0.010 0.007
OCDD N.D. 0.0001
TOTAL PCDD/F 1.95 0.36
WHO-TEQ (pg/g grasa)

N. D. = No Detectable.

124



4.8 Analisis Estadistico

En la figura 20 se presenta un diagrama de cajas donde se comparan los
resultados obtenidos por las técnica de deteccion LRMS vs HRMS en muestras
de carne de res. En este diagrama se observa que los valores de tendencia

central son muy similares entre las dos técnicas.

Dioxinas en Carne
GC/LRMS vs. HRGC/GRMS

10

pg WHO-TEQ/ g grasa

®
®

GC/LRMS HRGC/GRMS

Figura 20. Comparacion de WHO-TEQ obtenidos por las técnicas de deteccion

de LRMS y HRMS).
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En la figura 21 se presenta el resultado del analisis de regresion lineal de los
valores WHO-TEQ obtenidos por GC/LRMS y HRGC/HRMS, para un nivel de

significancia de 0.05.
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Figura 21. Analisis de regresion lineal entre WHO-TEQ-LRMS y WHO-TEQ
HRMS para carnes.
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En la figura 22 se presenta un diagrama de cajas comparando los resultados
obtenidos por la técnica de deteccion LRMS vs HRMS para muestras de leche.
En este diagrama se puede observar que existe una marcada diferencia entre

los valores de tendencia central obtenidos mediante estas técnicas.

Dioxinas en Leche
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Figura 22. Comparacion de WHO-TEQ obtenidos por las técnicas de deteccion
de LRMS y HRMS.
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En la figura 23 se presenta el resultado del analisis de regresion lineal de los

valores WHO-TEQ obtenidos por GC/LRMS y HRGC/HRMS, para un nivel de

significancia de 0.05.
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Figura 23. Andlisis de regresion lineal entre WHO-TEQ-LRMS y WHO-TEQ-
HRMS para leches.
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4.9 Analisis de Riesgo de Dioxinas en Carne
En vista de los resultados obtenidos en las muestras de carne, se realizd un

analisis de riesgo preliminar.

4.9.1 Dosis de exposicion

Con los resultados de WHO-TEQ en las muestras de carne y aplicando las
ecuaciones 8 y 9 se calculé la dosis de exposicion a tres niveles de lo
encontrado en las carnes: bajo, medio y alto. Los resultados de C y DE se

muestran en la Tabla XLII.

Tabla XLII. Dosis de exposicion a dioxinas por consumo de carne.

Nivel de WHO-TEQ Concentracion Dosis de
exposicion (pg/g de grasa) de exposicion exposicion
(mg Dioxinal/g (mg/Kg/dia
carne fresca)
Bajo 0.26 3.9x10" 2.26 x 10!
Medio 3.12 4.68 x 10™"° 2.72x10™
Alto 7.94 1.19 x 107 6.92x10™°

4.9.2 Caracterizaciéon de riesgo

4.9.2.1 Efectos cancerigenos

En la base de datos del Sistema de Informacion Integrada de Riesgo (I.R.1.S.)
de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos se encontro que
el Factor de Potencia Carcinogénica para el 2,3,7,8-TCDD es de 1.56 x 10°
[mg/kg/dia]* (EPA 1985). Tomando en cuenta las dosis de exposicion

calculadas anteriormente y aplicando la ecuacion 11 se obtuvieron los indices
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de riesgo para cada uno de los niveles de exposicion, los cuales se
multiplicaron por los 3,595,294 habitantes del area metropolitana de Monterrey
segun el Il Conteo de Poblacion y Vivienda 2005 del Instituto Nacional de
Estadistica, Geografia e Informéatica

(INEGI), para estimar el riesgo

poblacional. Estos resultados se muestran en la tabla XLIII.

Tabla XLIII. Caracterizacidén del riesgo carcinogénico.

Nivel de Dosis de indice de riego Riesgo
exposicion exposicion Poblacional
(mg/Kg/dia (casos/habitantes)
Bajo 2.26 x 101 3.5x10° 13/3,595,294
Medio 2.72x 10" 4.24 x 107 152/3,595,294
Alto 6.92 x 107" 10.8 x 10™ 388/3,595,294

4.9.2.2 Efectos no carcinogénicos

La Agencia para el registro de Enfermedades y Sustancias Toxicas (ATSDR) de
los Estados Unidos ha establecido un nivel minimo de riesgo (MRL) en el Perfil
Toxicolégico para Dioxinas, para la 2,3,7,8-TCDD de 2 x 10 mg/kg/dia para
una exposiciébn aguda por via oral, basado en la habilidad de suprimir la
actividad total en suero del complemento hemolitico en ratones B6C3F1. Asi
mismo ha establecido que, para una exposicion cronica por via oral, el MRL
para la 2,3,7,8-TCDD es de 1 x 10° mg/kg/dia, basado en interacciones
sociales alteradas en monos expuestos prenatalmente y durante la lactancia

(Schantz et al. 1992).
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Tomando los MRL para exposicion aguda y cronica por via oral establecidos por
la ATSDR vy las dosis de exposicion a Dioxinas por ingesta de carne se

estimaron los indices de peligro (IP), los cuales se muestran en la tabla XLIV.

Tabla XLIV. Indices de peligro por ingesta de dioxina en carne.

Nivel de Dosis de indice de peligro indice de peligro
exposicién | exposicion | exposicion aguda | exposicion cronica
(mg/Kg/dia
Bajo 2.26 x 10 1.13x 10" 2.26 x 10°
Medio | 2.72x10™ 1.39x 10° 2.79 x 10"
Alto 6.92x 107" 2.90x 10° 5.80 x 10™
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CAPITULO 5

DISCUSION

5.1 Andlisis por Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas

Las dioxinas son un grupo de contaminantes que se encuentran en muy
pequefias cantidades (pg) en la grasa de los alimentos, por esta razén se
necesitan métodos analiticos muy sensibles, selectivos y especificos como lo es

la Cromatografia de Gases acoplada a la Espectrometria de Masas.

En el presente trabajo se emplearon diferentes estandares certificados y
recomendados por el método USEPA 1613. Los estandares EPA - 1613CS son
soluciones de calibracion y verificacion (tabla XlIl) y se emplearon para la
calibracion del sistema cromatografico. Con estos estandares se obtuvieron las
respuestas relativas que se emplearon posteriormente en la cuantificacion. El
estandar EPA - 1613LCS es una solucion stock de compuestos marcados
isotépicamente (tabla Xlll). Son los patrones internos de extraccién y fueron
empleados como patron de referencia para la cuantificacion final por el método
de dilucion isotopica. Permiten corregir las pérdidas de los congéneres nativos
durante todo el analisis. El estandar EPA - 1613ISS es una solucién de
estandar interno (tabla Xlll). Se emple6 para calcular las recuperaciones de los

patrones internos de extraccion. El estandar EPA - 1613PAR es una solucion



stock de recuperacion y precision. Se emple6 para determinar el porcentaje de

recuperacion y la precision del método (tabla XllI).

Inicialmente se trabajé empleando el sistema cromatografico reportado por
Oehme (1984), sin embargo, bajo esas condiciones los criterios de validacion
recomendados por el método USEPA 1613 no se cumplieron como por ejemplo
la relacidbn de abundancia de iones isotopicos. Ademas, se observo que los
valores de los valles de los isbmeros del grupo hexa fueron del 30%, siendo
estos valores muy altos (figura 8). Para que las condiciones cromatograficas se
consideren aceptables la relacion entre la altura del valle que forman la 2,3,7,8
— TCDD respectoala1,2,3,7/1,2,3,8 - TCDDyla 1,2,3,4,7,8 — HXCDD respecto
alal,z2,3,6,7,8 — HXCDD, debe ser menor que 25%, segun lo recomendado por
el método EPA 1613. Esto, debido a que los tiempos de retencion entre los

isbmeros mencionados son muy cercanos.

Por esta razdn se realizaron varias modificaciones: cambios en la temperatura
del inyector, el volumen de inyeccion, la velocidad de flujo y en el programa de
temperatura del horno hasta obtener las condiciones finales de trabajo (figura

10).

Inicialmente el GC/LRMS se oper6o en modo SCAN y posteriormente en modo
SIM, para definir los tiempos de retencion. En la figura 10 se observan los
intervalos de tiempo definidos para cada grupo de analito. De acuerdo al orden

de elucion, dichos intervalos para los congéneres tetraclorados estan entre 9 y

133



18 minutos, para los congéneres pentaclorados entre 18 y 22 minutos, para los
congéneres hexaclorados entre 22 y 26 minutos, para los congéneres
heptaclorados entre 26 y 32 minutos y para los congéneres octaclorados entre

32 y 36 minutos.

5.2 Validacién del sistema cromatografico

En la tabla XXVII se presenta el resumen de los datos de validacién del sistema
cromatografico obtenidos. Se ha considerado sélo a la 2,3,7,8-TCDD vy al
2,3,7,8-TCDF debido a que estos congéneres se encuentran en menor
concentracion y ademas la 2,3,7,8-TCDD es la mas toxica. Estos resultados
cumplieron con los criterios de aceptacion establecidos por la USEPA 1613. En
estos criterios se establece que el valle de isébmeros especificos debe ser
inferior a 25%. EIl resultado obtenido fue de 16% para TCDD, 19.60% para
HXCDD vy 9.76% para HXCDF. Una vez cumplido el criterio para el valle de
isbmeros especificos de estos analitos, fue posible continuar con la validacion,
ya que los demas congéneres no presentaron tiempos de retencion tan

cercanos y pudieron ser resueltos sin dificultad.

El criterio de relacion de abundancia de iones isotopicos es importante por que
los diferentes isdmeros de las dioxinas y furanos se identifican especificamente
por la sefial que presentan dos de los iones caracteristicos (i6n primario M y ion
secundario M+2 o M+4). En la tabla XV se muestra las relaciones de

abundancias aceptadas por el método USEPA 1613. Los resultados obtenidos
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fueron de 0.84 para el 2,3,7,8 — TCDD y de 0.73 para el 2,3,7,8 — TCDF, con lo

cual también se cumplio con este criterio.

El nivel minimo cuantificable (LOQ) esta definido como la relacion Sefial/Ruido
(S/N) de la concentracion mas baja de la mezcla de los estandares de
calibracion y verificacion (estandar EPA - 1613CS). Esta relacion debe ser
superior a 10 y de acuerdo a los resultados obtenidos, esta relacion se cumplio
a partir de la concentracién de 2 pg/uL para los PCDDs y de 1 pg/uL para los
PCDFs. A una concentracion de 0.5 pg/uL de TCDD se observd una relacion
sefial ruido de 4.7, la cual se consideré como Limite de Deteccion. Para TCDF
se observo una sefal/ruido de 8.8 para la misma concentracion. De esta
manera se consider6 que el Limite de Deteccion (LOD) fue 0.5 pg/uL para
ambos vy el Limite de Cuantificacion es de 2 pg/uL para los PCDDs y de 1
pg/uL para los PCDFs. En la figura 12 se muestra la relacion Senal/Ruido de
TCCD a una concentracion de 0.5 pg/uL. En la tabla XVI se muestra la relacion
S/N del resto de congéneres y las concentraciones sefialadas corresponden al

LOD de dichos congéneres.

Con respecto a los resultados de la linealidad, expresada como porcentaje del
coeficiente de variacion (CV) de las respuestas relativas, se presentan en las
tablas XVII y XVIII para TCDD y TCDF respectivamente. Los CV de las
respuestas relativas deben estar por debajo del 20% de acuerdo al método
USEPA 1613. Se observo que para la TCDD se cumple a partir de 2 pg/uL y

para el TCDF a partir de 0.5 pg/uL. De esta manera se establecio que para la
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tetra dioxina el intervalo lineal fue de 2 a 200 pg/uL, con un CV de la respuesta
relativa intradia de 4.09% y de interdia de 5.09%. Para el tetra furano el
intervalo lineal fue de 0.5 a 200 pg/uL con un CV de respuesta relativa intradia
de 16.65% y de interdia de 11.65%. Estos CV de las respuestas relativas
mencionadas estan por debajo del 20%, valor que recomienda el método

USEPA 1613, y por tanto se aceptan.

El CV de las respuestas relativas del resto de congéneres de dioxinas y
furanos estan dentro de lo que recomienda la EPA como se demuestra en las

tablas XIX, XX, XXI, XXII, XX, XXIV, XXV y XXVI.

5.3  Extraccion y purificacién de dioxinas en muestras de carney leche

Se implementé el método USEPA 1613 con modificaciones realizadas en el
Laboratorio de Dioxinas del Instituto de Diagnoéstico Ambiental y Estudios del
Agua del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) en Barcelona,

Espafia, (USEPA 1994; Abad et al.1997, 2000).

La metodologia analitica empleada para la determinacibn de dioxinas

comprende 4 etapas fundamentales:

1. Toma de muestra, que depende del tipo de matriz.
2. Extraccion, que también depende del tipo de matriz. Por ejemplo, la
extraccién con soxhlet para muestras soélidas o la extraccion liquido-

liquido en el caso de muestras acuosas.
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3. Purificacién y Fraccionamiento del extracto, que se realizan con
adsorbentes de diversa naturaleza, tales como silice, florisil, alimina o
diferentes tipos de carboén activado.

4. Separacion y Deteccion especifica de los isbmeros de interés mediante
Cromatografia de Gases acoplada a la Espectrometria de Masas de

Alta Resolucion (HRGC/HRMS).

Las ventajas de un equipo de HRGC/HRMS son su alta selectividad, alta
sensibilidad, alta especificidad y no necesita que las muestras sean
extensamente purificadas, porque tiene la capacidad de discriminar muchas
interferencias de compuestos con masas similares. En cambio la especificidad
de un equipo de baja resolucion mejora de acuerdo a la técnica seleccionada
para la purificacion de la muestra. En nuestro caso, la técnica utilizada para la
purificacion y el fraccionamiento fue selectiva por el uso de los adsorbentes, y
por lo tanto pudimos obtener muy buenos resultados para poder identificar

muestras contaminadas (IARC, 1997; Eljarrat et al. 1995).

Se ha trabajado con Cromatografia de Gases acoplada a la Espectrometria de
Masas de Baja Resolucion (GC/LRMS), considerando el alto costo que

representa la adquisicion de un HRGC/HRMS.

Debido al caracter lipofilico de las dioxinas, éstas se encuentran en el contenido
graso de los alimentos, de manera que primero se determiné el contenido graso

de las carnes y las leches.
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Una vez extraida la grasa, se procedié con la extraccion de las dioxinas. Para
esto se trabajo en grasa de muestras de carne a la que se le adicion6é el
estandar EPA-1613PAR que contiene la mezcla de los 17 congéneres nativos.
La extraccion de dioxinas se realizé con hexano en un medio fuertemente acido
(H.SO,4 concentrado), para facilitar la destruccion de la materia organica (grasa
y proteinas). Las dioxinas no fueron dafiadas debido a su gran resistencia en
medios &cidos. El objetivo de esta etapa analitica es recuperar en forma
cuantitativa las dioxinas y los furanos contenidos en las muestras mediante
procedimientos adecuados. Sin embargo, un gran numero de sustancias
son coextraidas simultdneamente. Esto obliga a incluir en la metodologia
etapas de purificacion y fraccionamiento del extracto que permitan la
eliminacion de las sustancias interferentes y el aislamiento a un nivel aceptable

de los analitos.

En la etapa de purificacion y fraccionamiento conocida también como de
“cleanup”, se emplearon tres tipos de columnas: de silica gel modificada, de
florisil y de alimina. La columna de silica gel modificada se acoplé en tandem a

la columna de florisil.

En la columna de silica gel modificada se realiz6 la primera etapa de
purificacion. En esta columna son retenidos gran cantidad de Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos (PAHSs), fenoles, acidos y ésteres, ademas de aceites y

lipidos.
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La segunda columna, que esta rellena de florisil, un adsorbente compuesto de
diéxido de silicio y de 6xido de magnesio, permite continuar con la purificacion e
iniciar una primera etapa de fraccionamiento. Ademas posee la capacidad de
retener algunos bifenilos policlorados (PCBSs), diclorodifeniléter (DDE) y lipidos.
El trabajo en tAndem con la columna de silice modificada y la columna de
florisil, optimizada por Abad (2000), reduce el consumo de disolvente y se
eliminan etapas intermedias, que hacen aumentar el tiempo de analisis y

pueden dar lugar a pérdidas de los analitos (Abad et al. 2000; Abalos 2009).

Finalmente, la columna de alimina sirve para complementar la etapa de
purificacion y fraccionamiento, debido a su capacidad de separar

PCDDs/PCDFs de los PCBs.

La eficacia de cada una de las etapas de purificacion y fraccionamiento
descritas se evaludé mediante el andlisis de los extractos correspondientes por
GC/LRMS. Las fracciones 1 y 2 de la columna de alimina no presentaron
ninguno de los 17 congéneres analizados. De la misma manera la fraccion 4

tampoco present6 ninguno de los congéneres.

Al desarrollar la metodologia se observo que la temperatura del laboratorio es
un factor que influye en la recuperacion de las dioxinas. Esta no debe ser mayor
a 25 °C. En los meses de primavera se observd que al aumentar la
temperatura, el cromatograma del analisis de la carne adicionada con el

estandar EPA — 1613PAR no mostraba ninguna sefal de los analitos, debido a
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la volatilidad de los solventes con los cuales son extraidas las dioxinas en la
etapa de purificacion y fraccionamiento. Posiblemente las dioxinas fueron
arrastradas por los solventes y por eso no aparecen las sefiales en el

cromatograma (figura 13).

Otro factor que influye en la etapa de extraccion es la cantidad de grasa
extraida, la cual debe ser entre 5 a 10 g. Esto pudo comprobarse ya que al
analizar una muestra con una cantidad de grasa de 13 g, adicionada con el
estandar EPA — 1613PAR, no se pudieron recuperar los 17 congéneres (figura
14). Si la cantidad de grasa era menor 5 g o mayor de 10 g no se alcanzaba a
observar todos los congéneres. En caso escasez de grasa no se extraen todos
los congéneres y cuando hay exceso de grasa se saturan. Asi mismo, se
controld la velocidad del flujo de la elucion de los analitos en la etapa de
purificacion y fraccionamiento. A flujo rapido no se eluyen completamente los

analitos, a flujo lento se eluyen mejor.

Con el control de temperatura de laboratorio, una extraccion correcta de grasa
de las muestras y la disminucién de la velocidad de flujo en la etapa de
purificacion y de fraccionamiento, se obtuvieron los mejores porcentajes de
recuperacion de todos los congéneres. Ademas de esto, los resultados fueron

reproducibles (figura 16).
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Optimizadas las condiciones de extraccion de dioxinas en muestras de carne,
se procedi6 a trabajar con muestras de leche, obteniéndose resultados

satisfactorios figura 17.

5.4  Validacion del método desarrollado

5.4.1 Porcentaje de recuperacion en carnes

La exactitud del método se evalu6 en base al porcentaje de recuperacion. En la
tabla XXVIIl se muestran los porcentajes de recuperacion para los congéneres
de PCDDs y PCDFs. Se observa que los porcentajes de recuperacion obtenidos
fueron de 70% a 166%; estos resultados se encuentran dentro de los rangos
establecidos por el método USEPA 1613 tanto para furanos como dioxinas,
excepto para el 1,2,3,6,7,8 — HXCDF y el 1,2,3,4,7,8,9 — HpCDF. En estos
casos los porcentajes de recuperacion estan ligeramente por encima del limite

superior, pero cumplen con lo establecido en el limite inferior.

Al realizar la comparacién de los resultados de recuperacidn con otros reportes,
se observd que los porcentajes de recuperacion obtenidos fueron ligeramente
altos en el limite superior comparados con los de Ferrario et al. 1996, Petroske

et el. 1998 y Huwe et al. 2005.

Ferrario (1996) empled un sistema de extraccion similar al nuestro, pero utilizd
columna de carbon en vez de florisil y alimina, el analisis se realizé con HRGC/
HRMS, y los porcentajes de recuperacion que obtuvo fueron de 48% a 139 %.

Petroske (1998) utilizO un sistema automatizado de purificacion vy
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fraccionamiento, y el analisis se llevd a cabo con HRGC/HRMS. Los
porcentajes de recuperacion obtenidos fueron de un 40% a 110% para los
congéneres de PCDDs y PCDFs. Asi mismo, Huwe (2005) obtuvo del 35 a
150% para los congéneres de PCDDs y PCDFs, utlizando la misma

metodologia que Petroske (1998).

5.4.2 Precision en carnes

La precision se calcul6 en funcion del porcentaje de desviacion estandar relativa
y los resultados se observan en la tabla XXIX. Se obtuvieron resultados que van
desde 8.05% hasta 19.89% , el primero correspondio al 1,2,3,6,7,8-HxCDD vy el
segundo al 1,2,3,7,8-PeCDD, cumpliendo con el criterio establecido por la CE,
gue sefala que debe ser menor que 30% (Commission Directive 2002/69 EC).
Estos resultados fueron similares a los reportados por Ferrario et al. (1996), que
fueron de de 9.6% para 1,2,3,7,8,9-HXxCDD y de 16.7% para 1,2,3,4,7,8-HXCDF
y fueron menores a los reportados para el sistema automatizado de purificacion

y fraccionamiento, que alcanzaron valores de hasta 25% (Petroske et al. 1998).

5.4.3 Porcentaje de recuperacion en leches

La exactitud del método se evalud en base al porcentaje de recuperacion. La
recuperacion mas baja fue de 43% para 1,2,3,6,7,8-HXCDD y la mas alta de
162% para 2,3,7,8-TCDD (tabla XXX). En este caso todos los % de
recuperacion obtenidos se encuentran dentro de los rangos establecidos por el
método USEPA, los cuales son variados para cada congénere debido a su

complejidad, como se observa en la tabla XXX (USEPA 1994; Ramos et al.,
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1999). Ramos (1999), reportd un promedio de recuperacion de 101% para
2,3,7,8-TCDD y 95% para 1,2,3,4,7,8-HXCDD, nosotros reportamos 150% Yy

92.09% respectivamente.

5.4.4 Precision en leches

La precision se calculd en funcion del porcentaje de desviacion estandar relativa
(RSD). Se obtuvieron resultados que van desde 6.16% hasta 18.75%, el
primero correspondié al 1,2,3,7,8 — PeCDD vy el segundo al 2,3,7,8 — TCDF,
cumpliendo con el criterio establecido por la CE , que sefiala que debe ser
menor que 30% (Commission Directive 2002/69) (Tabla XXXI). Ramos (1999),
reporté una RSD de 6.9% para TCDD y para 1,2,3,4,7,8-HXCDD 11%, nosotros

reportamos 6.86% y 17.32% respectivamente.

5.5 Niveles de PCDDs/PCDFs en muestras de carne
En la figura 18 se muestra el cromatograma de una muestra de carne donde se
observa la presencia de 10 congéneres. Los tiempos de retencion obtenidos

fueron corroborados con un estandar de dioxinas.

Con el método establecido se extrajeron y analizaron 10 muestras de carne.
Las concentraciones de los congéneres individuales variaron desde no
detectados (N.D) hasta 32.54 pg/g en base al peso lipidico. Todos los valores
fueron ajustados al contenido graso de la muestra dividiendo la concentracion

encontrada entre el % de lipido de cada muestra (tabla XXXII).
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Uno de los aspectos interesantes de la presencia de PCDDs/PCDFs en la carne
de res, se refiere a la existencia particular de mezcla compleja de congéneres
toxicos y no toxicos. En la distribucion de congéneres los mas dominantes
fueron las dioxinas, siendo la mas abundante el 1,2,3,4,7,8,9-HpCDD con un
rango de 0.40 a 32.54 pg/g grasa, seguido de la OCDD con un rango de 1.20 a
28.93 pg/g grasa (tabla XXXII). Sin embargo estos valores altos no son
importantes en el valor TEQ, debido a que sus valores TEF son bajos de 0.01y
0.0001 respectivamente. Lo mismo sucede con el 1,2,3,4,7,8-HXCDF que se
encontré en un rango de 1.11 a 21.74 pg/g grasa cuyo valor TEF es de 0.1. Sin
embargo, la presencia de 2,3,7,8-TCDD vy 1,2,3,7,8-PeCDD con niveles de 0.11
a 2.84 pg/g grasa y 0.25 a 4.63 pg/g grasa respectivamente, y cuyos valores
TEF son de 1, indica la existencia de muestras contaminadas, que pudieran

significar un factor de riesgo.

Los congéneres dominantes en nuestras muestras fueron, en caso de los
furanos: 2,3,4,7,8-PeCDF y 1,2,3,4,7,8-HXCDF, y, entre las dioxinas:1,2,3,6,7,8-
HxCDD vy 1,2,3,7,8,9-HXCDD, la concentracidbn mas baja encontrada fue para la
1,2,3,4,7,8-HXCDD (tablas XXXIl y XXXVIII). El perfil de congéneres hallado fue
muy similar al reportado por otros autores en carne de res como Schecter et al.

(1994) en EE.UU, Focant et al. (2002) en Bélgicay Kim et al. (2008) en Corea.

Eljarrat et al. (2002) en Espafia, también encontraron altas concentraciones de
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD y OCDD (18.75 y 46.60 pg/g de grasa, respectivamente)

en muestras de carne de res, siendo similares a valores reportados en el
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presente trabajo para estos congéneres. Huwe et al. (2005) reportan resultados
similares para 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD (6.04 pg/g grasa) en carne de res de
mercados de Carne de Estados Unidos, siendo este congénere el de mas alta

concentracion.

5.6 Niveles de PCDDs/PCDFs en muestras de leche

En la figura 19 se muestra el cromatograma de una muestra de leche. Se
puede observar que se detectaron 4 congéneres de PCDDs/PCDFs,
identificados como el 2,3,4,7,8-PeCDF a 19.48 min, la 1,2,3,4,7,8-HXCDD a
23.11 min, la 1,2,3,6,7,8-HXCDD a 23.26 miny la 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD a 28.12

min.

Con el método validado se analizaron 10 muestras de leche. Las
concentraciones de los congéneres individuales variaron desde no detectados
(ND) hasta 9.82 pg/g en base al peso lipidico. En la tabla XXXIIl se muestran
los contenidos de los congéneres encontrados en las muestras analizadas
expresados en pg/g de grasa. Todos los valores fueron ajustados al contenido
graso de la muestra. Para calcular el promedio de cada congénere también se
tomaron en cuenta las muestras donde no se detectaron, asignandoles el valor

de cero. El LOD de los congéneres individuales estuvieron entre 0.14 a 0.71

pg/g grasa.

Los valores maximos reportados de cada congénere en las muestras de leches,

fueron semejantes a los reportados por paises industrializados (Liem et al.
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1990; Focant et al. 2003). La 2,3,7,8-TCDD no fue detectada. La 1,2,3,6,7,8-
HxCDD fue la mas abundante (tablas XXXIII y XXXIX), con un rango de 2.01 a
9.82 pg/g grasa, con una media de 2.39 siendo este valor mayor que el

reportado por Liem et al. (1990) con una media de 2 pg/g grasa.

Dentro de los PCDFs, el mas abundante fue el 1,2,3,4,7,8-HXCDF con un rango
de 1.43 a 5.34 pg/g grasa; estos valores son menores a los reportados por
Turrio-Baldassarri et al. (2009) que son de 4.5 a 11.9 pg/g grasa en leches de

vaca en Brescia, Italia.

5.7 Niveles de PCDDs/PCDFs de acuerdo a su Toxicidad en carnes

Los grados de toxicidad de los PCDDs/PCDDFs se expresan a nivel mundial
en pg WHO-TEQ/ g grasa (Van den Berg et al. 1998). Para ser expresados de
esta forma se emplearon las concentraciones determinadas de cada congénere
y los valores TEF de cada uno de ellos. Los valores pg WHO-TEQ/g en base al
contenido graso de las muestras de carne analizadas se presentan en la tabla

XXXIV.

Los niveles encontrados varian entre 0.26 a 7.94 pg WHO-TEQ/g grasa, con un
promedio de 3.12. Estos resultados son muy similares a los reportados por Liem
et al. (2000), los cuales estan en el rango de 0.3 a 7.2 WHO-TEQ pg/g grasa en

muestras de carne de res.
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El valor promedio determinado es mayor al reportado por Eljarrat en 2002, en
un programa de vigilancia de PCDDs/PCDFs en diferentes alimentos, para
carne el valor reportado fue 1.19 pg WHO-TEQ/g grasa, sin embargo la
cantidad mas alta que reporto fue de 3.91 pg WHO-TEQ/g grasa de carne de
res, considerandose por tanto que ellos también detectaron muestras
contaminadas debido a que sobrepasaron los limites permisibles de la CE

(Eljarrat et al. 2002).

En la Fig. 18 se muestra el cromatograma de una muestra de carne
contaminada (7.94 pg WHO-TEQ/g grasa), en la cual se detect6 0.67 pg/g

grasa de 2,3,7,8-TCDD.

Cuatro muestras de las 10 analizadas presentaron concentraciones de 6.31,
7.94, 3.05 y 4.84 pg WHO-TEQ/g grasa. Estas concentraciones exceden el
limite maximo permitido por la regulacién de la Comunidad Europea que es de 3
pg WHO-TEQ PCDDs/PCDFs/g peso grasa (Commission Regulation
199/2006/EC). Por tanto las 4 muestras se identificaron como muestras
contaminadas. Estos resultados son un foco de alarma que nos sefala la

existencia de alimentos contaminados en nuestro pais.

Por otro lado, debido a que es necesario conocer el origen de esta

contaminacion, conviene realizar estudios para evaluar el pienso o las areas de

pastizales, tal como se sefiala en la literatura (Bernard et al. 1999; Ferrario et al.
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2000; Malish, 2000; Llerena et al. 20003; Hoogenboon et al. 2007; Kim et al.

2008).

Es importante sefialar que en Meéxico no existen reportes de casos de
contaminacion en alimentos con dioxinas, debido a la carencia de metodologias
analiticas para la determinacion de dioxinas en esta matriz, razén por la cual
estos resultados preliminares podrian dar inicio a otros trabajos. Ademas, el

meétodo de extraccion validado podria ser aplicado para otros alimentos.

5.8 Niveles de PCDDs/PCDFs de acuerdo a su Toxicidad en leches

La tabla XXXV presenta las concentraciones de PCDDs y PCDFs expresados
en pg WHO-TEQ/g en base al contenido graso de las leches analizadas. Los
niveles encontrados varian entre 0.16 y 2.81 pg WHO-TEQ/g grasa con un
promedio de 1.95, los cuales estan por debajo del limite maximo permitido por
la Comunidad Europea que es de 3 pg WHO-TEQ/g grasa de leche
(Commission Regulation 199/2006/EC), por tanto ninguna muestra de las

analizadas se considera contaminada.

Al comparar con los datos disponibles en la literatura sobre leches y productos
lacteos con los resultados obtenidos, se observa que los niveles medidos en el
presente estudio no son tan diferentes a los niveles determinados en diferentes
paises de la Unidn Europea. Asi, Ramos et al. (1997) reporté un promedio de
0.73 pg I-TEQs/ g grasa en leches pasteurizadas de vaca y un rango de 0.67 a

3.80 pg I-TEQs/ g grasa en leche bronca de vaca, en un estudio realizado en
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Asturias, Espafia. Eljarrat et al. (2002), también en Espafia, en un programa de
vigilancia de PCDDs/PCDFs en diferentes alimentos reportd para leches un
promedio de 0.81 pg WHO-TEQ/g grasa con una cantidad maxima de 1.14 pg
WHO-TEQ/g grasa de leche. Fernandez et al. (2004) en un estudio realizado
también en Espafa, reporta un promedio de 0.89 pg WHO-TEQ/g grasa para
leches pasteurizadas de vaca. Focant et al. (2002) en un estudio realizado en
Bélgica reporta para leches pasteurizadas de vaca de 0.86 a 1.59 pg WHO-

TEQ/g grasa de leche.

5.9 Comparacion de Concentraciones de Equivalentes Toxicos de
PCDDs/PCDFs en muestras de carne y leche

Carnes

Para validar el método de LRMS, tres muestras de carne procesadas fueron
enviadas al Laboratorio de Dioxinas del CSIC de Barcelona, Espafia, donde se
analizaron en un equipo de Cromatografia de Gases de Alta Resolucién con un
Detector de Espectrometria de Masas de Alta Resoluciéon (HRGC/HRMS); esto
debido a que los métodos oficiales de la EPA y CE se han establecido con
equipos de alta resolucion. Con este equipo se reportaron valores desde 1.31
hasta 9.89 pg WHO-TEQ de PCDDs/PCDFs/ g grasa mientras que en nuestro
laboratorio se reportaron valores de 0.26 a 7.94 para las mismas muestras
(tabla XXXVI). En la muestra donde se detect6 7.94 pg WHO-TEQ de
PCDDs/PCDFs/ g grasa por LRMS, se detectdo 9.89 pg WHO-TEQ de
PCDDs/PCDFs/ g grasa por HRMS (tabla XL). Ambas muestras fueron

identificadas como muestra contaminada segun lo establecido por la
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Comunidad Europea. Los congéneres no detectados en GC/LRMS, pudieron
ser detectados en HRGC/HRMS, pero estan en concentraciones pequefas, y
ademas no influyen mucho en el valor total WHO-TEQ. Las otras dos muestras
analizadas por los dos métodos se reportaron como no contaminadas. En estas
muestras se detect6 0.26 y 2.61 pg WHO-TEQ de PCDDs/PCDFs/ g grasa por

LRMS, 1.31y 2.60 pg WHO-TEQ de PCDDs/PCDFs/ g grasa por HRMS.

Leches

Del mismo modo, para validar el método de LRMS para leches, cinco muestras
de leche procesadas en nuestro laboratorio por el método desarrollado fueron
enviadas al Laboratorio de Dioxinas del CSIC de Barcelona, Espafia, donde se
analizaron en un equipo de Cromatografia de Gases de Alta Resolucion con un
Detector de Espectrometria de Masas de Alta Resoluciéon (HRGC/HRMS); esto
también debido a que los métodos oficiales de la EPA y CE se han establecido
con equipos de alta resolucién. Con este equipo se reportaron valores desde
0.32 hasta 0.98 pg WHO-TEQ de PCDDs/PCDFs/ g grasa mientras que en
nuestro laboratorio se reportaron valores de 1.59 a 2.70 para las mismas

muestras (Tabla XXXVII).

Aun cuando se obtuvieron resultados de concentracion mayores a los obtenidos
en el laboratorio de referencia, ambos coinciden en sefialar que las muestras no
estan contaminadas segun lo establecido por la Comunidad Europea. Se puede
observar que existen congéneres que no se han detectado en GC/LRMS y que

en HRGC/HRMS han sido detectados en concentraciones muy bajas. A su vez,
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existen congéneres detectados en mayor concentracion en GC/LRMS que en
HRGC/HRMS (tabla XLI), esto se puede deber a que debido al menor poder de
resolucién del equipo utilizado es probable que se cuantifiguen compuestos

diferentes al compuesto de interés.

5.10 Analisis Estadistico

Se realizé un analisis de varianza (a<0.05) con los resultados obtenidos por
GC/LRMS y HRGC/HRMS en carnes, para saber si existia diferencia
significativa entre las técnicas de deteccion (GC/LRMS vs HRGC/HRMS); se
encontré que no hay diferencia significativa entre las dos técnicas (p=0.7903),
esto mismo se comprueba en el diagrama de cajas (figura 20), donde se puede

observar que la distribucion de los datos son similares.

Luego se procedio a realizar un analisis de regresion lineal, con la finalidad de
encontrar un modelo que permita describir la relaciéon entre los WHO-TEQ
detectados por ambas técnicas. Los resultados obtenidos indicaron la existencia
de una correlacién lineal (r°=0.9736) entre los WHO-TEQ obtenidos por
GC/LRMS y HRGC/HRMS (figura 21). Por lo cual se puede concluir que es
posible estimar los valores WHO-TEQ-HRMS en base a los valores de WHO-

TEQ-LRMS con una confianza del 95 %.

Del mismo modo, se realizdé un analisis de varianza (a<0.05) con los resultados
de las muestras de leche, para saber si existia diferencia significativa entre las

técnicas de deteccion (GC/LRMS vs HRGC/HRMS), encontrandose que hay
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una diferencia significativa entre las dos técnicas (p=0.0062), como se puede
observar en el diagrama de cajas (figura 22), en el cual se aprecia que con la
técnica de HRMS los valores tienden a ser bajos mientras que en LRMS tienden
a ser altos, esta tendencia se puede deber a la sensibilidad de los equipos, ya
gue con LRMS al acercarse la concentracion de Dioxinas a los limites de
deteccidon no puede discriminar las sefales espurias arrojando un resultado

mayor que con HRMS.

Posteriormente se procedié a realizar un analisis de regresion lineal, con la
finalidad de encontrar un modelo que permita describir la relacion entre los
WHO-TEQ detectados por ambas técnicas. Los resultados obtenidos indicaron
la existencia de una correlacion lineal negativa (r’=0.9862) entre los WHO-TEQ
obtenidos por GC/LRMS y HRGC/HRMS (figura 23). Por esto se puede concluir
gue es posible estimar los valores WHO-TEQ-HRMS en base a los valores de
WHO-TEQ-LRMS con una confianza del 95 %. Por tanto, el método de
GC/LRMS se puede utilizar para el monitoreo de dioxinas en leche, sobre todo
en los paises en vias de desarrollo, ya que el equipo de alta resolucidén cuesta

10 veces mas que el de baja resolucion.

El contar con equipo de Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de

Masas de Baja Resolucion permitira iniciar en Meéxico, particularmente en

Monterrey, Nuevo Leon, el rastreo de Dioxinas en carnes.
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5.11 Andlisis de riesgo

5.11.1 Riesgo carcinogeénico

Las Dioxinas han sido asociadas a cancer de pulmén, estdmago, linfoma No
Hodgkin y sarcoma de tejidos suaves (Zahm et al. 1990; Fingerhut 1991; Manz
1991; Hardell et al. 1991; Cantor et al. 1992). La actualizacién de los estudios
de cohorte de Fingerhut et al. (1991) realizados por Steenland et al. (1999),
detectaron una tendencia positiva entre exposicion a dioxinas e incremento en
mortalidad por todo tipo de cancer, e inclusive lograron asociar algunos
incrementos en mortalidad por canceres especificos, entre ellos el de pulmoén y
sarcoma de tejidos suaves. Estos resultados son consistentes con estudios de
laboratorio con ratas y ratones machos expuestos a TCDD donde se ha
observado un exceso de tumores de pulmon, estos experimentos con animales
también han sugerido la hipotesis de que existe un mecanismo hormonal de
proteccion al riesgo de cancer pulmonar en las hembras, lo cual no ha sido
probado en el caso de humanos, pues los estudios epidemiolégicos se han
enfocado principalmente en hombres, y los estudios en donde se han incluido

mujeres arrojan datos contradictorios acerca del cancer de mama.

Los resultados de este estudio indican que con los niveles de dioxinas
encontrados en las muestras de carne analizadas existe un riesgo poblacional o
incidencia esperada de cancer de 13 casos para la dosis mas baja y 388 casos
para la dosis mas alta (tabla XLIII). Considerando que la poblacion del area
metropolitana de Monterrey es de 3, 595, 294 se podria esperar una tasa cruda

para todo tipo de cancer de hasta 10.79/100 000 habitantes debido a la
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exposicion a Dioxinas. Dado que en el afio 2005 el total de defunciones por
cancer en Nuevo Leon fue de 1043, la tasa cruda de cancer es de 29/100 000
habitantes (SINAIS, 2005). Asi mismo, los datos del Sistema Nacional de
Informacidn en Salud (SINAIS), nos muestran que hay una diferencia entre las
tasas de cancer pulmonar entre hombres y mujeres del estado de Nuevo Leon
siendo de 7.2/100 000 habitantes para mujeres y de 94/100 000 habitantes para
hombres. De acuerdo a los reportes del SINAIS se conoce que hay 107
muertes por cancer pulmonar en mujeres de Nuevo Leodn (Tasa cruda 2.97/100
000 habitantes) y 324 muertes por cancer pulmonar en hombres de Nuevo Ledn
(Tasa cruda 9.01/100 000 habitantes). Por lo cual se debe considerar el

desarrollar un proyecto de “vigilancia epidemioldgica” intenso.

5.11.2 Riesgo no carcinogénico

Los resultados obtenidos durante la caracterizacion del riesgo a la salud por la
ingesta de carne mostraron que los niveles de dioxinas presentes en la carne
gue se expende en el area metropolitana de Monterrey probablemente no
causen efectos de tipo sistémico, tanto por exposicion aguda como crénica,
debido a que los IP encontrados en funcion de las DE determinadas son

menores a 1 (tabla XLIV).
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

6.1 Conclusiones

Se desarroll6 un método analitico econdmico y confiable para la
determinacion de dioxinas en carnes de res y leches pasteurizadas

empleando GC/LRMS.

Los niveles de dioxinas detectados en carnes de res estan
comprendidos entre 0.26 y 7.94 pg WHO-TEQ PCDDs/PCDFs/g de
grasa. De estas muestras, cuatro de ellas exceden el limite maximo
permitido por la Comunidad Europea, el cual es de 3 pg WHO-TEQ

PCDDs/PCDFs /g grasa.

Los niveles de dioxinas detectados en leches pasteurizadas estan
comprendidos entre 0.16 y 2.81 pg WHO-TEQ PCDDs/PCDFs/g de
grasa. Estos niveles estan por debajo del limite maximo permitido por
la Comunidad Europea, el cual es de 3 pg WHO-TEQ

PCDDs/PCDFs/g grasa.



Los resultados obtenidos con el equipo de GC/LRMS permiten afirmar
gue se puede realizar el monitoreo de dioxinas en carnes de res y
leches pasteurizadas con este tipo de equipo, sobre todo en los
paises en vias de desarrollo, ya que el equipo de alta resolucion

cuesta 10 veces mas que el de baja resolucion.

El presente trabajo de investigacion es el primero acerca del andlisis
de dioxinas en carnes y leches en México y genera un precedente

para el monitoreo de dioxinas en otros alimentos.

Dada la importancia de que en México exista una legislacién para el
control de estos contaminantes, el presente trabajo coadyuva al

establecimiento de tal legislacion.

6.2 Perspectivas

Continuar con el monitoreo de dioxinas en carnes de res.

Aplicar el método desarrollado para el analisis de dioxinas en otros

productos carnicos y derivados lacteos.

Investigar la presencia de dioxinas en matrices ambientales, de las
cuales el aire es la principal via de dispersion de estos

contaminantes.
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Dioxins in beef were quantified by high resolution gas chromatography coupled to low-resolution mass
spectrometry (GC/LRMS). The analyses were performed according to the minimum requirements described
in the USEPA 1613 method with some minor modifications. Levels found in the samples were in the range
1.02-8.04 pg WHO-TEQ PCDDs/PCDFs g~ fat. For comparison purposes, the maximum level allowed by the
European Union is 3pg WHO-TEQ PCDDs/PCDFs g~!' fat, and some of these samples surpassed the
above-mentioned limit and can be considered as contaminated food. The results confirm that a preliminary
screening of dioxins in beef can be performed by GC/LRMS. As far as we know, this is the first report of dioxins
in beef in Mexico. After the appropriated tests, the applied methodology could be considered as an alternative
screening method for the analysis of PCDD/Fs in other food products.
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Introduction

Dioxins are persistent polychlorinated global pollu-
tants, widely distributed in the environment and which
tend to accumulate in fatty foods. They have been
considered the most toxic man-made compounds. The
term ““dioxins” refers to two classes of compounds,
namely polychlorinated dibenzo-p-dioxins (PCDDs)
and polychlorinated dibenzofurans (PCDFs), with
similar structures characterized by the planarity con-
ferred by the union of two benzene rings through an
oxygen atom in furans and two oxygen atoms in dioxins
(UNEP 1999; Huwe 2002). Depending on the number of
chlorine atoms and their positions in the benzene ring,
210 different compounds, known as congeners (135
PCDFs and 75 PCDDs), can be generated. Of these, 17,
in which chlorine atoms are substituted in the 2,3,7,8
positions (10 furans and 7 dioxins), are considered toxic.
The most toxic is 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
(TCDD), which is classified as carcinogenic for humans
by the International Agency for Research on Cancer
(IARC) and other international organizations
(WHO 1997; Jansen et al. 2001; Huwe 2002;
Fernandez et al. 2004).

Depending on exposure, different toxicological
effects, including chloracne, as illustrated in the case
of Ukraine President, Yushchenko, in 2004, metabolic
and hormonal changes, alteration of the reproductive
system, fetal effects, immune and hepatic damages,
teratogenicity, and carcinogenicity (Lim et al. 2004;
Lundqvist et al. 2006). PCDDs and PCDFs are found
in environmental and biological matrices as complex
mixtures.

On the basis of their similar toxic mechanisms, the
concepts of toxic equivalency factor (TEF) and toxic
equivalency concentration (TEQ) were introduced to
facilitate the evaluation of risk from a sample for both
humans and animals. These terms were also used for
legislative purposes. The TEF system assigns to each
toxic congener a factor reflecting its toxicity, compared
with the most toxic compound, namely 2,3,7,8-TCDD.
In 1997, the data were revised and updated by the
World Health Organization (WHO) to fix unique TEF
values (Van den Berg et al. 1998).

Human exposure to dioxins can occur through
different routes: air inhalation, dermal absorption and
food intake. WHO estimates that 90% of current
human exposure to dioxins is through their diet,
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mainly from meat, fish and dairy products (WHO
1998; Lundqvist et al. 2006).

The determination of congener-specific profiles of
PCDDs/PCDFs in food of animal origin, such as meat
and milk, may reflect the sources of the contaminants.
Kim et al. (2008) reported that congener-specific
profiles of PCDDs/PCDFs in beef and raw milk
were very similar. PCDFs, particularly 2,3.4,7,8-
PCDF, 1,2,3.4,7.8-HxCDF, 1,2,3,6,7,8-HxCDF, and
2,3,4,6,7,8-HxCDF, were dominant congeners in both
beef and raw milk, suggesting that source of contam-
inant may not significantly differ nationwide. The
profiles of PCDDs/PCDFs in domestic beef and raw
milk in this study were closer to the profiles of emission
from metal industries, although Korea imports over
75% of feedstuffs. Schecter et al. (1994) to estimate
intake of these highly toxic compounds, we performed
congener-specific dioxin analyses for the first time on
US food for 18 dairy, meat and fish samples from
a supermarket in upstate New York. TCDD toxic
equivalents (TEQs) on a wet weight basis for the dairy
products ranged from 0.04 to 0.7ppt, meat TEQs
ranged from 0.03 to 1.5ppt, and fish TEQs ranged
from 0.02 to 0.13 ppt.

After the crisis in Belgium in 1999, extensive
research on levels of PCDDs/PCDFs in Belgian
foodstuffs has been conducting. Focant et al. (2002)
reported the levels and congener distribution of
PCDD/Fs in 197 foodstuffs samples of animal origin
from Belgium during years 2000 and 2001. All
investigated matrices (except horse) had background
levels lower than the Belgian non-commercialization
value of 5pg TEQ g~ ' fat. The relative contribution of
2,3,7,8-TCDD, 2,3,7,8-TCDF, 1,2,3,7,8-PeCDD and
2,3,4,7,8-PeCDF to the PCDD/Fs TEQ was 85+7.9%
for all investigated matrices.

In the past decade, international institutions, such
as the WHO, IARC and European Commission
Scientific Committee on Food (EC-SCF), have paid
great attention to research concerning the distribution
of relative risk of dioxins. As a result, a tolerable daily
intake (TDI) limit has been established. In recent years,
the WHO suggested reducing the tolerable daily intake
from 1-10pg TEQ kg~' bodyweight (bw) to 1-4pg
TEQ kg~' bw. The US Agency for Toxic Substances
and Disease Registry accepts 1 pg TEQ kg~' bw day ™'
as the Minimal Risk Level (Larsen et al. 2000;
Van Leecuwen et al. 2000; Fernandez et al. 2004).
Nowadays, countries such as USA, Germany, France,
Spain and China regulate the intake of these com-
pounds through exhaustive monitoring programs that
identify and reduce exposure routes (Huwe et al. 2005;
Bocio and Domingo 2005; Li et al. 2006; Gies et al.
2007; Tard et al. 2007; Marti-Cid et al. 2008).

Considering their risk, special efforts have been
made to analyze these compounds in foods as well as
in the environment; however, due to the complexity and
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high costs of these determinations, only some indus-
trialized countries can afford to develop and apply the
appropriate methods in samples of different origins.

In contrast to the industrialized countries, infor-
mation in Mexico on dioxin contamination is scarce.
Jiménez et al. (2005) reported the presence of
organochloride compounds (including PCDDs/
PCDFs) in birds from Baja California. Canedo and
Macias (2007) reported the presence of PCDDs/
PCDFs in fish from four different regions in México.
However, until now, no reports about the presence of
dioxins and furans in environmental matrices or foods
had been available. Moreover, no analytical method
had been established to determine dioxin levels in the
aforementioned matrices.

The objective of the present research was to deve-
lop an analytical method using gas chromatography/
low-resolution mass spectrometry (GC/LRMS) to
quantify dioxin levels in beef samples from
Monterrey, Nuevo Leon, Mexico.

Materials and methods
Samples

Ten beef samples were supplied by the Animal
Committee of Nuevo Leon. These samples were
obtained from the Federal Inspection Type bovine
slaughterhouse of Nuevo Leon, Mexico.These samples
were mixtures representative (3kg) of various cuts,
such as neck, chest and leg.

Chemicals reagents and standard solutions

USEPA method 1613 standard solution, comprising
extended calibration, low level (EPA-1613CSL and
EPA-1613CS0.5), calibration and verification solu-
tions CS1-CS5 (EPA-1613CS1-CS5), labeled com-
pound stock solution (EPA-1613LCS), internal
standard spiking solution (EPA-16131ISS), and preci-
sion and recovery stock solution (EPA-1613PAR), was
purchased from Willington Labs (Guelph, Ontario,
Canada) for instrument calibration, quantification and
recovery of PCDDs/PCDFs. Solvents for organic trace
analysis (acetone, dichloromethane, toluene, n-hexane
and cyclohexane) were purchased from Merck
(Darmstadt, Germany); nonane was purchased from
Fluka (Steinheim, Switzerland); ethyl ether ACS and
Florisil from EMD (Darmstadt, Germany); sulfuric
acid 95-97% and silica gel 60 of film thickness 0.063—
0.2mm from Merck; silver nitrate, sodium hydroxide
and anhydrous sodium sulphate ACS from J.T. Baker
(Xalostoc, Mexico); and basic Alumina Super I, from
Sorbent Technologies (Atlanta, GA, USA).
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Analysis

Dioxin determinations were made following minimum
requirements described in USEPA 1613 (USEPA 1994;
Abad et al. 1997, 2000). Briefly, the method consists of
an extraction step and a cleanup step comprising
purification and fractionation. Prior to sample extrac-
tion, the meat samples were submitted to a pretreat-
ment consisting of homogenization, grinding, freezing
and lyophilised. Afterwards, a weighed sample of
lyophilized meat (75g fresh weight (fw) or 20g dry
weight (dw)) containing 5-10% fat was Soxhlet
extracted using a solvent mixture of toluene/cyclohex-
ane (400ml, 1:1, v/v). Samples were spiked with known
amounts of mixtures of '*C;,-PCDD/Fs (5ul EPA—
1613LCS; Wellington Laboratories Inc., Guelph,
Ontario, Canada). Fat was dissolved in hexane
(100 ml). Concentrated sulfuric acid (twice with 50 ml
each time) was used to remove interferences until the
aqueous phase showed a brownish color. The organic
extract containing dioxins and furans was concentrated
in a rotary evaporator to a volume of 3 ml prior to the
cleanup process.

The manual cleanup procedure is based on the
sequential use of multilayer silica, Florisil and basic
alumina packed in glass columns. The first column
(silica multilayer, 200 x 15mm) is composed of differ-
ent sequential layers: (2 g) Na,SO4|(0.5g) SiO,|(10g)
SiO>—H,S04(0.5g) SiO,|(5g) SiO,—NaOH |(0.5¢g)
SiO, | (2g) SiO>,—AgNOs|. Florisil (5g) and basic
alumina (6g) were activated overnight at 600 and
300°C, respectively, and packed in glass columns
(200mm length x 10mm I.D.). The multilayer silica
column was coupled to the Florisil column. Hexane
(50ml) was used to condition the column. After
applying the hexanic extract, the first fraction eluted
with n-hexane (250 ml) was discarded, the silica column
was withdrawn, and the Florisil column was further
eluted using toluene/ethyl ether (150ml, 90:10) to
recover the mixture of dioxins and furans (Abad et al.
2000; Abalos et al. 2008 and 2010).

The concentrated extract was passed through the
basic alumina column. The first two fractions eluted
with n-hexane (25ml) and n-hexane/dichloromethane
(20ml, 98:2, v/v), respectively, were discarded. The
mixture of PCDDs/PCDFs was eluted with n-hexane/
dichloromethane (50ml, 50:50, v/v). The extract was
concentrated to dryness and reconstituted with 5pl
nonane. Then, 5SuL EPA-1613ISS standard was added
as a recovery standard. This extract was analyzed with
an Agilent Technologies (Wilmington, DE, USA)
Model 6890N gas chromatograph coupled with a
5973N mass selective detector (MSD) using an electron
impact source and quadrupole mass analyzer.

Chromatographic separation was achieved in a
HP-5ms (Agilent Technologies) capillary column,
(60m x 0.25mm [.D. x 0.25pum), using helium as the

carrier gas (3.4mlmin~') in splitless injection
mode (2 pl).

The temperature program was: 180°C (1 min),
increasing to 200°C at 25°Cmin~", then to 270°C at
3°Cmin~' (44min). The injector temperature was
300°C, ion source temperature, 200°C, and the inter-
face and quadrupole temperatures, 270 and 120°C,
respectively, with ionization energy 70 eV. The resolu-
tion power was 1000 and the mass interval was m/z
304-472. Data was acquired in SIM mode.

Quantification was carried out by the isotopic
dilution method using a mixture of 13C,,-labeled and
unlabeled standards (USEPA 1994). Relative response
factors were calculated for each individual congener
by analysis of five different mixtures of labeled and
unlabeled standards. Results are reported in pg
WHO-TEQ g~ fat weight.

Complementary analysis was also achieved by high
resolution mass spectrometry coupled to high resolu-
tion mass spectrometry (HRGC/HRMS). Instrumental
analysis has been extensively documented in the
literature (Abad et al. 1997, Abalos et al. 2008).

Quality control

The quality control of the method was evaluated using
the criteria of USEPA method 1613. The system was
assessed using EPA-1613CSL and EPA-1613CS1-CS5
standards. In addition, specific isomers valley, ion
abundance ratios, minimum quantifiable level, reten-
tion time windows and linearity were also checked. The
criteria for ensuring the quality dioxin analysis include
the application of some quality control measures, such
as a continuous monitoring of laboratory contamina-
tion, based on the determination of a blank sample
covering the whole analytical procedure, including
extraction, cleanup and quantification. The other
common performance parameter considered in this
work was accuracy, expressed as recovery rates. For
the limit of detection and limit of quantification for
PCDD/PCDF, signal-to-noise ratio equal to 2.5 and
10, respectively, were considered (USEPA, 1994).

Results and discussion
Quality control
Retention time windows

The GC/LRMS was first run in SCAN mode and then
in SIM mode to define the retention times (RTs).
Considering the elution orders, the tetrachloride
congeners appeared between 9 and 18 min, pentachlor-
ides between 18 and 22 min, hexachlorides between 22
and 26 min, heptachlorides between 26 and 34 min, and
octachlorides between 34 and 36 min.
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Specific isomer valleys

This value must be lower than 25%, for 2,3,7,8-TCDD
with respect to 1,2,3,7/1,2,3,8-TCDD pairs, which are
isomers with very close RTs. Our result was 16%. For
1,2,3,4,7,8-HxCDD and 1,2,3,6,7,8-HxCDF the values
were 20 and 10%, respectively. After attaining good
resolution in this parameter, it was possible to continue
with the validation procedure, as the other congeners
could be resolved without difficulty.

Specific ion abundance ratios

This is a very important criterion, as the different
dioxin and furan isomers are identified through the
signals presented by two of their specific ions.
The specific ion abundance ratios for PCDDs and
PCDFs at concentrations ranging from 0.5 to
200 pgul~" were all within the limits accepted by the
USEPA (method 1613).

Minimum quantifiable level

This parameter is defined by the signal-to-noise ratio
(S/N) at the lowest concentration of the calibration
and verification standards. According to the accep-
tance criterion, this value must be higher than 10. Our
results satisfy the criterion at 1 pgul~" and higher for
PCDDs and PCDFs. At 0.5pgul™', S/N ratios of 2.5
for TCDD and 5.4 for TCDF were observed; therefore,
this was considered the detection limit. The detection
and quantification limits were 0.5 and 1pgul™",
respectively, for all congeners. In addition, LOD was
also determined for real samples.

Linearity

To determine linearity, the relative response (RR) was
calculated. The variation coefficient (VC) must be less
than 20%. For 2,3,7,8-TCDD, the RR was within this
limit at 1 pgpl~" and higher. For 2,3,7,8-TCDF, the
VC % values were below the limit for concentrations
of at least 0.5 pgpl™". Therefore, for tetradioxins, the
resulting linearity interval was 1-200 pgpl~', intraday
VC was 4%, and interday 5%. For tetrafurans, the
linearity interval was 0.5-200 pg ul~", intraday VC was
17%, and interday 12%, which are in accordance with
USEPA method 1613.

Recovery and precision
The accuracy of the method was evaluated on the basis
of the recoveries. The % recoveries for labelled PCDDs
and PCDFs standards had values between 70 and
166%:; these are within the accepted range for USEPA
method 1613 for both furans and dioxins.

The results for precision are reported as relative
standard deviations (RSD %). Results ranging from
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8 to 20% were obtained. The lowest RSD was obtained
for 1,2,3,6,7,8-HxCDD, and the highest for 1,2,3,7,8-
PeCDD. The European Union Commission directive
demands that this value be lower than 30% when using
GC/LRMS (Commission Directive 2002). Therefore,
our results are within the required range.

PCDDs[PCDFs levels in beef samples

The results presented here were obtained from 10
samples processed according to the method already
described. Figure 1 shows a chromatogram of a real
sample where 10 signals from PCDDs/PCDFs con-
geners can be seen. RTs were verified using a standard
containing a mixture of 17 congeners. Table 1 shows
the concentration, average, median and maximum
values for each sample and congener expressed in
pg g~ ' fat. The concentrations are reported on a
lipid-adjusted basis. The concentration of each con-
gener ranged from undetectable up to 32.54pgg™~" fat.
Mean concentrations were calculated assuming that all
values lower than the LOD are equal to this LOD
(upperbound). The LOD of the individual congeners
ranged between 0.14 and 0.82pgg™' fat, depending
on the congener. Taking into account these figures,
the minimum quantifiable method is 0.77pg
WHO-TEQ g~' lipid basis. This is consistent for
screening methods, such as low resolution mass
spectrometry techniques; however, these figures do
not meet the minimum requirements indicated by UE
for these reference techniques for which a guarantee
of a minimum of 1/5 of the limit value (0.6 pg WHO-
TEQ g~ lipid basis for beef) must be achievable.

The mixture of toxic congeners of PCDDs/PCDFs
in beef samples analyzed is remarkable. The concen-
trations of dioxin congeners were the highest, partic-
ularly 1,2,3,4,6,7,8,-HpCDD (concentrations found:
0.30-32.54 pg g~ fat), followed by OCDD (concentra-
tions found: 0.71-28.93pgg™' fat). However, these
high concentrations are not important in terms of TEQ
values, because the TEF values for these compounds
are very low at 0.01 and 0.0001, respectively. The same
applies to 1,2,3,4,7,8-HxCDF found in the range
0.35-21.77pgg™" fat, with a TEF value of 0.1. On
the other hand, the presence of 2,3,7,8-TCDD and
1,2,3,7,8-PeCDD (TEF values of 1 for both) in
concentrations ranging from 0.14 to 2.84pgg~' fat
and 0.25 to 4.63pgg™' fat, respectively, point to
contaminated samples (Figure 2).

In the congeners profile, 2,3.4,7,8-PeCDF and
1,2,3.4,7,8-HXxCDF were dominant, similar to those
reported in beef by Schecter et al. (1994), Focant et al.
(2002) and Kim et al. (2008). Likewise HXCDDs has a
similar distribution, dominated by 1,2,3,6,7,8-HxCDD,
followed by 1,2,3,7,8,9-HxCDD and the lowest con-
centration found for the 1,2,3,4,7,8-HxCDD. This is
in accordance to figures reported in USA beef by
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Figure 1. GC (HP-5ms)-LRMS (EI)-SIM chromatogram of PCDDs/PCDFs in a beef extract.

Schecter et al. (1994), beef from Belgium reported by
Focant et al. (2002) and beef from Korea reported by
Kim et al. (2008).

Eljarrat et al. (2002) also found high concentrations
of 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD and OCDD (18.75 and
46.60pgg~" fat, respectively) in beef samples, similar
to our values. Huwe et al. (2005) report similar results
for 1,2,3,4,6,7,.8-HpCDD (6.04pgg™" fat) in beef
samples from the US Meat Market Basket.

Using the concentrations obtained for each con-
gener and their TEF values, pg WHO-TEQ g~' fat
values were calculated. Levels found were between 1.02
and 8.04pg WHO-TEQ g~! fat, with a mean value of
344 (Table 1). These results coincide with those
reported by Liem and Telen (2000) of 0.3-7.2pg
WHO-TEQ g~ ! fat, but the mean value is higher
than that reported by Eljarrat et al. (2002). In a
surveillance program of PCDDs/PCDFs in different
foods, they found 1.19 pg WHO-TEQ g~' fat in meat,
with the highest quantity reported being 3.91 pg
WHO-TEQ g~ fat.

Four of the 10 analyzed samples presented con-
centrations higher than the maximum limit allowed by
the EU of 3pg WHO-TEQ PCDDs/PCDFs g~ ! fat
(Commission Regulation 199/2006/EC), namely, 6.55,
8.04, 3.25 and 5.19 pg WHO-TEQ PCDDs/PCDFs g~!
fat. Four samples were found to be contaminated.
With current data, it is difficult to determine the source
of pollution. However, taking into account the results
by LRMS, confirmed by HRMS, it would be appro-
priate to conduct a new study to assess the feed or
pasture areas, as noted in the literature, which may be

the origin of such contamination (Bernard et al. 1999;
Ferrario et al. 2000; Malish 2000; Lerena et al. 2003;
Hoogenboon et al. 2007; Kim et al. 2008).

Comparison of PCDDs|PCDFs TEQ values in
beef samples

Some of the processed samples were complementarily
analyzed by high resolution gas chromatography
coupled with high resolution mass spectrometry
(HRGC/HRMS). A good correlation was early
achieved in terms of recovery rates for labelled
standards (Table 1). In addition, findings revealed the
capability to detect potential contamination episode
since one sample recording 8.04pg WHO-TEQ
PCDDs/PCDFs g~ ! fat was confirmed by the reference
method of 9.89 pg WHO-TEQ PCDDs/PCDFs g~ ! fat.
Some congeners not detected by our GC/LRMS
method were detected by HRGC/HRMS at very
low concentrations. Therefore, they do not greatly
influence total WHO-TEQ values.

In Figure 3, WHO-TEQ values obtained by HRMS
and LRMS are compared. In general, a good correla-
tion was achieved; nevertheless, LRMS showed the
drawbacks mentioned previously regarding penta-
chlorinated and octachlorinated compounds. HRGC/
HRMS has the advantage of high selectivity, sensi-
tivity, specificity and simplicity, without the need for
excessive purification, because it can discriminate
between interferences with similar masses. On the
other hand, the specificity of an analytical method
based on LRMS can be improved by selection of
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Figure 2. PCDDs/PCDFs distribution in meat samples (data expressed in pg g~ ' fat).
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Figure 3. Comparison of individual congeners of 2,3,7,8-PCDD/F analyzed by HRGC/HRMS and GC/MS (data expressed in

% WHO-TEQ).
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appropriate purification steps. In the present case, the
purification and fractionation technique was selective
on account of the different adsorbents used. Therefore,
good results could be obtained to identify contami-
nated samples (Eljarrat et al. 1995), making screening
for dioxin-contaminated beef samples possible in
Mexico, particularly in Monterrey, Nuevo Leon.

Conclusions

An analytical method was developed for the quantifi-
cation of dioxins in beef using GC/LRMS.
Concentrations ranged from 1.02 to 8.04pg
WHO-TEQ PCDDs/PCDFs g~' fat. Therefore, con-
tamination of some beef samples exceeded the maxi-
mum limit allowed by the EU of 3pg WHO-TEQ
PCDDs/PCDFs g~' fat. Despite limitation and draw-
backs in using GC/LRMS for analysis of PCDDs/
PCDFs, the results demonstrate the viability of
screening method beef for dioxins and they point to
the importance of having legislation in Mexico to
control these pollutants in beef. To our knowledge,
this is the first report on the detection of dioxin-
contaminated beef in Mexico.
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