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RESUMEN

Las dioxinas y furanos son compuestos organicos muy toxicos, se forman como
sub productos de procesos industriales; son liposolubles, bioacumulables, estables
e inertes a reacciones quimicas y bioldgicas. Debido a su alta toxicidad su analisis
en harina de pescado es indispensable para la exportacion o para la venta en el
mercado nacional; su limite permisible segin la OMS es 1.25 ng/kg. La mayoria
de laboratorios de servicios no cuentan con un método para este tipo de analisis,
por lo que se terceriza con laboratorios del extranjero y demora el tiempo de
respuesta, razén por la cual se plantea implementar un método para este analisis
usando un cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas triple
cuadrupolo (GC/MS-TQ), equipo con el que se cuenta.

Para desarrollar el método del andlisis de dioxinas y furanos se determina el limite
de deteccidn, la curva de calibracidn y posterior a eso se analiza una muestra de
harina de pescado usando sus controles de calidad.

Los limites de deteccidn obtenidos para las dioxinas son: 0.25ug/L para 2,3,7,8-
TCDDy 1,2,3,7,8-PeCDD; 0.5ug/L para 1,2,3,4,7,8-HxCDD, 1,2,3,6,7,8-HXxCDD
y 1,2,3,7,8,9-HXCDD; 1lug/L para 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD y OCDD; para los 10
furanos es 0.5 ug/L. Las curvas de linealidad tienen R? mayor a 95 %. El valor
reportable de suma de dioxinas y furanos de la muestra analizada es 0.0669 ng/kg,

la cual es menor al limite maximo permisible.

Palabras Claves: Dioxinas, Furanos, Harina de Pescado, Cromatografia.



ABSTRACT

Dioxins and furans are very toxic organic compounds, they are formed as by-products
of industrial processes; they are fat soluble, bioaccumulative, stable and inert to
chemical and biological reactions. Due to its high toxicity, its analysis in fishmeal is
essential for exportation or for sale in the national market; its permissible limit
according to WHO is 1.25 ng / kg. Most service laboratories do not have a method for
this type of analysis, so it is outsourced to foreign laboratories and delays the response
time, which is why it is proposed to implement a method for this analysis using a gas
chromatograph coupled to a triple quadrupole mass spectrometer (GC / MS-TQ),
equipment available. To develop the method for the analysis of dioxins and furans, the
detection limit is determined, the calibration curve and after that a sample of fishmeal
is analyzed using its quality controls. The detection limits obtained for dioxins are:
0.25ug/ L for 2,3,7,8-TCDD and 1,2,3,7,8-PeCDD; 0.5ug / L for 1,2,3,4,7,8-HxCDD,
1,2,3,6,7,8-HxCDD and 1,2,3,7,8,9-HxCDD; 1ug / L for 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD and
OCDD; for the 10 furans it is 0.5 ug / L. The linearity curves have R? greater than
95%. The reportable value of sum of dioxins and furans of the analyzed sample 0.0669

ng / kg, which is less than the maximum permissible limit.

Key Words: Dioxins, Furans, Fishmeal, Chromatography.



INTRODUCCION

Las dioxinas y furanos son una familia de compuestos organicos muy tdxicos, estos
se forman como sub productos de procesos industriales; son liposolubles,
bioacumulables, estables hasta los 750 °C e inertes a reacciones quimicas y
bioldgicas, lo que hace que sean casi indestructibles (1). El andlisis de Dioxinas y
Furanos es un requisito indispensable para la exportacion de la harina de pescado
0 para la venta en el mercado nacional; debido a su alta toxicidad para la salud
humana, su limite permisible en harina de pescado es 1.25 ng/kg (2). un limite
considerablemente bajo; por lo cual, para su analisis se usa un cromatéografo de alta
resolucién GC/HRMS; la gran desventaja es que en Perd no hay un laboratorio que
cuente con este equipo, debido a su elevado costo. Hasta la actualidad el
requerimiento de este tipo de andlisis se terceriza con otros laboratorios del
extranjero, lo que conlleva a que demore el tiempo de respuesta y la ganancia sea
minima para la empresa, razon por la cual se planted implementar un método para
analizar las dioxinas y los furanos en harina de pescado usando un cromatografo
de gases acoplado a un espectrometro de masas triple cuadrupolo (GC/MS-TQ),
equipo con el que se cuenta.

Se acondicionara el GC y el detector MS con pardmetros adecuados, para obtener
un cromatograma gaseoso adecuado, de esta manera cuantificar las dioxinas y
furanos.

Se realizaré la determinacion del limite de deteccion (LD), las curvas de linealidad

y el analisis de una muestra de harina de pescado (con sus respectivos controles)



para obtener su concentracion de dioxinas en equivalentes tdxicos de la
Organizacién Mundial de la Salud (TEQ-OMS) (2).

Con este trabajo se demostrara que los conocimientos adquiridos en la Facultad de
Ciencias y Filosofias de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, contribuye
como base para seguir ampliando nuestros conocimientos y sea posible realizar
anélisis desafiantes.

Cabe resaltar que la implementacion de este analisis en un laboratorio generaria
elevadas ganancias al laboratorio, debido a la alta demanda de este tipo de analisis

en harina de pescado.

MARCO TEORICO
2.1. Dioxinasy Furanos
2.1.1. Definicién y estructura quimica

Las dioxinas y furanos son moléculas organicas que presentan cloro en
su estructura, son muy toxicas y se caracterizan por ser planas, la cual
se presenta por la union de dos bencenos a través de dos atomos de
oxigeno (3), en el caso de las dioxinas (Figura 1), o de un atomo de
oxigeno, en el caso de los furanos (Figura 2). Para los valores
reportables segun la OMS, el término ‘“dioxinas" abarca a los
policlorodibenzo-p-dioxinas (PCCDs) y los policlorodibenzofuranos

(PCDFs) (2).
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Figura 2. Policlorodibenzofuranos

Las moléculas de dioxinas y furanos pueden presentar &tomos de cloro
en diferentes posiciones, a cada uno de estos isdbmeros se les denominan
congéneres; a las que presentan el mismo grado de cloracion, se les
denominan homologos (3). Entre dioxinas y furanos, en total hay 210
compuestos, de las cuales 17 son toxicos y son aquellos que se
encuentran sustituidos con cloro en la posicion 2, 3, 7, 8. De los 17
compuestos toxicos, 10 son congéneres de furanos (anexo 1) y 7 son
congeéneres de dioxinas (anexo 2); debido a su alta toxicidad, son estas
17 de vital importancia para el analisis. El congénere mas toxico es la

2, 3, 7, 8 —tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) (4).



2.1.2.

2.1.3.

Propiedades fisico-quimicas

Las PCDDs y los PCDFs son sélidos cristalinos e incoloros a 25 °C y
presentan una elevada estabilidad térmica y quimica, baja presion de
vapor, baja solubilidad en agua, elevada solubilidad en disolventes
orgénicos, con puntos ebullicion y fusion relativamente elevados,
estables en medio oxidante, &cido y béasico (5).

La estabilidad de estas moléculas se debe a la resonancia que presentan
en todas sus estructuras; tanto en las dioxinas y furanos los oxigenos y
carbonos tienen una hibridacion sp?, sus electrones pi participan en la
resonancia y la deslocalizacion de la carga electronica se da en toda la
estructura, razon por el cual estas moléculas son muy estables (6).
Tienen afinidad a los lipidos, se acumulan en el tejido adiposo de los
animales y presentan resistencia a la degradacion bioldgica. Estas
propiedades hacen que estas moléculas sean contaminantes muy

persistentes (5) (7).

Fuentes de generacién

Estas moléculas se generan, en diferentes procesos industriales
principalmente, como subproductos no deseados (8). Se forman en
procesos industriales relacionados con el cloro o fabricacién de
productos clorados, por ejemplo: el blanqueo de la pulpa y pasta de
papel con cloro y la produccion de compuestos organoclorados

[clorofenoles, fenilos policlorados (PCBs), clorobencenos, etc.]. Los
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procesos térmicos en la actualidad constituyen la fuente de emision
principal de PCDDs/PCDFs en muchos paises, entre los cuales se
encuentran: los incendios accidentales (de edificios, forestales, de
equipos donde hay PCBs, etc.), la incineracion de residuos (ejemplo:
solidos urbanos, sélidos clinicos, sélidos peligrosos y lodos de
depuradora), los hornos de cementeras, la produccion de energia
(calefaccion con combustion de petroleo, carb6n o madera, la
generacion de electricidad en centrales eléctricas, etc.), la fabricacion

del acero, entre otros (9).

Fuentes de contaminacion por dioxinas

La distribucion ambiental de las dioxinas es a nivel mundial y las
concentraciones altas se encuentran especialmente en los productos
lacteos, carnes, pescados y mariscos, como también en algunos suelos,
sedimentos y alimentos (anexo 3). En las plantas, el agua y el aire, sus
concentraciones son bajisimas (10). Las dioxinas pueden entrar de la
alimentacién animal a la cadena alimentaria humana a través del aire a

planta/suelo, de planta/suelo a animal y de agua/sedimento a pescado

(9).
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2.1.6.

Impacto en la salud

La presentacion de efectos tdxicos causado por dioxinas en el ser
humano se relaciona con exposicion ocupacional, accidental o por
consumo de alimentos con residuos. Los primeros reportes se dieron
durante la Guerra de Vietnam donde personas expuestos desarrollaron
una lesion que desfigura la piel, identificada como “cloroacné” (11). La
misma alteracion fue identificada en muchos trabajadores de una
fabrica donde se fabricaba compuestos quimicos a base de cloro. Otro
efecto producido por las dioxinas, reportado en humanos, es la

presencia de pequefias manchas oscuras en la piel (12).

Factor de Equivalencia Toxica

De todas las dioxinas y furanos, 17 tienen importancia toxicolégica
(anexo 1y 2) y la més toxica es el 2,3,7,8-TCDD (4). Para realizar la
comparacion de datos analiticos de los 17 congéneres, se hace uso del
grado de toxicidad de cada compuesto y se convierten los resultados
para expresarlos como “Equivalentes Toxicos” (TEQ). La conversion
asume que todos las dioxinas y furanos muestran similares efectos
cualitativos, pero con intensidades diferentes. EI Factor de
Equivalencia Toxica (TEF) indica el grado de toxicidad de cada
congénere y se determina mediante la relacion entre la toxicidad del

congénere implicado frente a la del compuesto mas toxico, el 2,3,7,8-
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TCDD, a la que se ha asignado el valor de 1 (2). En 1997 la OMS

establece los valores Unicos de OMS-TEF para humanos (anexo 4).

Harina de Pescado

La harina de pescado es una de los productos mas exportados en nuestro
pais (13), se exporta principalmente a china ya que es un ingrediente
importante en la formulacion de dietas para la nutricion animal en la
industria de alimentos balanceados para acuicultura, porcinocultura,
avicultura y alimento para mascotas, debido a su alto contenido de
proteinas y alta digestibilidad. Cerca del 98% de la pesca industrial de
anchoveta se destina para la elaboracion de la harina de pescado (13).

El proceso de produccion de la harina de pescado a escala industrial consta
de cuatro operaciones principales como coccion, prensado, secado y
molienda, todo esto con la finalidad de eliminar la mayor cantidad de agua
y aceite del pescado. En el Pert La Unica especie permitida en el pais para
la elaboracion de este producto es la anchoveta (Engraulis Rigens) (14).
En el proceso de produccion industrial de harina de pescado las
temperaturas llegan a 100°C como maximo, haciéndose imposible la
destruccion de algunos compuestos toxicos como las dioxinas en caso estén
presentes en el pescado (15). Uno de los compuestos organicos mas toxicos
y resistente a altas temperaturas son las dioxinas, debido a su propiedad
lipofilica y su baja solubilidad en agua, hacen que sean especialmente

afines por los tejidos grasos de los peces. “Estas propiedades, ademas de
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conferirles resistencia a la degradacion, favorecen su acumulacion dentro
de los organismos, pudiendo llegar a concentrarse en varios 6rdenes de
magnitud con respecto al medio que los rodea” (3). Las dioxinas son muy
toxicas para la salud, su limite permisible en harina de pescado es 1.25
ng/kg (2, p3) (anexo 5), razdn por la cual el analisis de Dioxinas y Furanos
es un requisito indispensable al momento de la exportacion de la harina a

cualquier pais o para colocarlo en el mercado nacional (16).

Cromatografia de gases

La cromatografia gaseosa es una técnica de separacion donde se usa
como gas portador un gas inerte, es una técnica de amplia utilizacion
que ofrece una buena separacion y sensibilidad a la hora de analizar
compuestos volatiles. Con esta técnica las mezclas son separadas en
fase gaseosa, de acuerdo a esto se establece los limites de su utilizacion,
las cuales estan marcados fundamentalmente por la estabilidad térmica
de los compuestos a separar (17).

La separacion mediante GC se realiza mediante inyeccion de una
pequefia cantidad de la muestra a separar en una corriente de un gas
inerte, por lo general helio, a elevada temperatura; esta corriente de gas,
atraviesa una columna cromatogréafica que separara los analitos de la
mezcla por medio de particion (cromatografia gas liquido), de
adsorcion (cromatografia gas solido). Estos analitos separados,

emergeran de la columna a intervalos discretos y pasaran al detector



adecuado (ver anexo 6), en este caso a un MS-TQ (17). Partes
fundamentales de un cromatdgrafo gaseoso:

e Fuente de gas (fase movil)

¢ Sistema de inyeccion.

e Hornoy columna (fase estacionaria)

e Sistema de deteccion.

e Sistema de registro.

2.3.1. Fuente de gas (fase mavil)

2.3.2.

Para elegir el gas portador se toma en cuenta el tipo de detector y deben
Ser puros, secos e inertes. Los gases que mas se usan en cromatografia
de gas son el helio e hidrogeno, los cuales no son determinantes en la
separacion de los compuestos, ya que son compuestos inertes; es el
flujo del gas portador la que influye en los tiempos de retencion, a
medida que se incrementa el flujo del gas se tiene menor tiempo de
retencion (18). Para este trabajo se usara el gas Helio, debido a su baja

inflamabilidad comparada al gas hidrogeno.

Sistema de inyeccién
Este sistema sirve para introducir la muestra que se va a analizar en la
columna. Se tiene que elegir un sistema que quimica y fisicamente sean

inertes a la muestra y a la fase mdvil, ademas tiene que ser capaz de



resistir presiones elevadas (18). De acuerdo a lo descrito, se usara el
sistema Agilent 7693A (19), el cual es un inyector automatico de
liquidos que facilita inyecciones precisas, rapidas y fiables para los

sistemas GC y GC/MS Agilent.

2.3.3. Hornoy columna (fase estacionaria)

El horno tiene la funcidn de conservar la temperatura de la columna
uniforme y constante, para asegurar que los tiempos de retencion
presenten una buena repetibilidad (18). ElI cromatdgrafo de gases
Agilent 8970B que se usara incorpora un horno que garantiza conservar
la temperatura de la columna estable.

La columna es fundamental para la separacion de los analitos de una
muestra. El tubo de la columna es de acero inoxidable, de diametro
interno entre 2 y 5 mm y una longitud entre 5 y 30 cm. Para la
separacion de dioxinas y furanos se usara la columna Agilent DB-5ms
Ultra Inerte (20), la cual estd compuesta por fenilo al 5% y por
polidimetilsiloxano al 95%, ofrece un rendimiento analitico para una
variedad de aplicaciones. Ademas, es de bajo sangrado!; presenta
excelentes formas de picos, una buena relacion sefial-ruido, lo que
proporciona un alto rendimiento para analitos desafiantes como las

dioxinas y furanos.

! Perdida de fase estacionaria que sale de la columna y que normalmente genera una sefial de fondo.
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2.3.4.

2.3.5.

Sistema de deteccion

Tras la separacion en la columna de los analitos de la mezcla, la identificacion
y cuantificacion de los analitos se realiza usando un detector adecuado. Para
la deteccién de dioxinas y furanos se requiere un detector de alta
sensibilidad y selectividad, razéon por el cual se usard el detector
espectrémetro de masas de triple cuadrupolo Agilent 7010B (MS-TQ Agilent
7010B) (21); este detector nos proporciona limites de deteccién muy bajos
llegando sin problemas a nivel de pg en modo de ionizacién electrénica (El).
Este sistema presenta una fuente de El de alta eficiencia que genera mas
iones comparado al modelo anterior de Agilent 7010A, lo que lo convierte
en el detector MS-TQ Agilent mas sensible (21) (22). Cuenta con los modos
de adquisicidn SCAN, SIM y MRM dinamico (dMRM); el MRM dindmico es lo

distintivo de este sistema, la cual proporciona facilidad de uso y eficiencia.

Sistema de registro

Para la identificacidon, cuantificacién y posterior registro de datos, en este
trabajo se usard el sistema MassHunter Agilent (23) (24), el cual es un
software que permite organizar en lotes las muestras y los analitos para una

revisidn y andlisis rapidos.
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OBJETIVOS

3.1

3.2.

Generales
Determinacion con un cromatografo de gases acoplado a un espectrometro
de masas triple cuadrupolo acondicionado para la lectura especifica de
dioxinas y furanos, en matriz de harina de pescado.
Especificos
Extraccion de los analitos con tolueno utilizando soxhlet.
Eliminacion de los compuestos interferentes de las dioxinas y furanos.
Concentracion del extracto libre de interferentes hasta 20 uL.
Acondicionamiento, del cromatdgrafo de gases acoplado a un
espectrometro de masas triple cuadrupolo, con una fuente y cuadrupolo
exclusivo para el analisis de dioxinas y furanos.
Lectura del extracto final en el cromatografo de gases acoplado a un
espectrometro de masas triple cuadrupolo.
Determinar el limite de deteccién de las dioxinas y furanos.
Realizar las curvas de linealidad de las dioxinas y furanos.
Verificar el resultado de la muestra usando los controles: blanco de
método, muestra control de laboratorio y duplicado de la muestra.
Obtener el valor reportable de dioxinas [suma de policlorodibenzo-
para-dioxinas (PCDD) y policlorodibenzofuranos (PCDF)], de la
muestra, expresada en equivalentes toxicos de la Organizacion Mundial

de la Salud (EQT- OMS).
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V.

METODOLOGIA

4.1.

4.2.

4.2.1.

Muestra

Harina de pescado de anchoveta proveniente de una industria pesquera del
litoral de Chimbote.

Equipos, materiales y reactivos

Equipos

Cromatdgrafo Gaseoso Agilent 7890 B con Detector de Masa Agilent 7010B.
Inyector Automatico de Liquidos Agilent 7693A.

Columna Agilent DB-5ms Ultra Inerte.

Balanza analitica Mettler Toledo.

Evaporador Caliper, adecuado para volumenes de hasta 200 mL y entrada para
gas nitrogeno.

Rota Vapor Buchi.

Sonicador Branson.

Bomba de vacio.

Materiales

Tubos del evaporador, punto final aproximadamente 0,5 mL.

Pipetas Pasteur de vidrios de borosilicato de 150 mm.

Fiolas de 5, 10, 25, 100, 250 mL.

Probetas de 25 mL.

Insertos de 150 uL y viales de 2mL.

Dedales de extraccion
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4.2.3.

4.2.3.1.

4.2.3.2.

Recirculacion del enfriador.
Planchas de calentamiento.
Perlas de ebullicion.
Matraz de fondo redondo (RBF), vidrio de borosilicato, 500 mL.
Matraz de fondo plano, 250 mL.
Embudo, estandar, 150 mm, 80 mm de diametro, vidrio de borosilicato.
Micropipeta de 0.5-5, 10-100, 100-1000 pL y puntas desechables.
Tubos de centrifuga de Polipropileno desechables de 50 mL y 15 mL.
Vasos de 100 mL.
Frascos de vidrio de 1L.
Columnas de vidrio de separacion cromatografias.
Extractores Soxhlet.
Embudo Buchner.
Matraz Kitasato.
Reactivos
Soluciones estandar:
Soluciones de calibracion de PCDD/F (anexo 1y 2)
13C-Solucion de adicién para PCDD/F (Estandar Interno) (anexo 7)
Reactivos para analisis
Diclorometano, grado cromatogréafico.
Tolueno, grado para analisis.

Etanol, grado para analisis.
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e n-hexano, grado cromatografico.

e Sulfato de sodio anhidro, grado para analisis.

e Harina de pescado patron.
e Columna de silica gel mixta.
e Columna de carbon activado.

e Lana de vidrio.

4.3.  Condiciones del cromatdgrafo de gases y el detector masas

4.3.1. Condiciones del GC

Columna

Volumen de inyeccion
Gas portador

Modo de gas portador
Flujo

Programa de Horno

Tiempo total de corrida

4.3.2. Condiciones del MS

Modo de operacién

Temperatura de la linea
transferencia
Temperatura de fuente

Temperatura de cuadrupolo

de

15

Agilent DB-5 MS Ul 60m x 250um X
0.25um (p/n 122-5562U1)

5ul

Helio

Flujo constante

0.96 mL/min

120 °C (5 minutos)

25 °C/min a 250 °C (5 minutos)

2.6 °C/min a 300 °C (17.5 minutos)

29.5 minutos

lonizacién de electrones  (El),
reaccion multiple (MRM)
300 °C

300 °C
150 °C



4.4.

4.4.1.

4.4.2.

Modos de Adquisicién

El espectrometro de masas triple cuadrupolo permite adquirir datos mediante
diferentes modos de adquisicion.

Adquisicién completa de escaneo (SCAN)

En el modo SCAN los 2 cuadrupolos dejan pasar todos los iones de un rango de masas
en un momento determinado y logran hacer un barrido, donde cambian todas las
radios frecuencias muy rdpidamente para poder asignar las masas caracteristicas, de
esta manera obtiene los diferentes espectros. De esta manera con el modo SCAN se
tiene un cromatograma con todos los componentes de un rango de masa. Este modo
se usa principalmente en el andlisis cualitativo para la identificacién de compuestos
por busqueda en biblioteca de espectros.

Para este andlisis se conoce las masas del ion precursor y sus respectivos iones
productos de todas las dioxinas y los furanos (ver Anexo 8), pero no sabemos cual es
sus tiempos de retencion en el sistema GC/MS-TQ que contamos.

Para determinar el tiempo de retencién de cada dioxina y furano use el modo SCAN
en un rango de masas de 300 y 550 Da, use una solucidn de estdndar de dioxinas y
furanos (PCDD / F) de una concentracion de 10 ug/l en Tolueno.

Monitoreo de iones seleccionados (SIM)

En el modo SIM el primer cuadrupolo deja pasar todos los iones y el segundo
cuadrupolo solamente deja pasar un ion molecular de interés. Mediante este modo,
se tiene una sefal del ion de interés y se tiene un cromatograma mas limpio, pero a
niveles de concentracidn muy bajo el modo SIM no es tan efectivo, razén por el cual

en este trabajo se usa el MRM.
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4.4.3.

4.5.

45.1.

Monitoreo de reaccién multiple (MRM)
En el modo MRM el primer cuadrupolo deja pasar un ion molecular (ion precursor o
ion padre) de interés, en la celda de colisidén este ion molecular se fragmenta y en el
segundo cuadrupolo se escoge un fragmento especifico que solo este presente en el
ion precursor (ion producto o ion hijo) y no en los interferentes. De esta manera se
obtiene un cromatograma con una seiial del ion de interés libre de interferentes,
razon por el cual es mas selectivo y sensible que el SIM. A cada combinacion ion
padre / ion hijo se llama transicidn; el sistema GC/MS-TQ nos permite en el modo
MRM monitorizar varias transiciones y determinar de entre 30 a 50 compuestos al
mismo tiempo con una alta especificidad, se usa principalmente para el analisis
cuantitativo de compuestos conocidos.
Una vez determinada los tiempos de retencién mediante el modo SCAN, realice los
andlisis cuantitativos de las 7 dioxinas y los 10 furanos usando el modo MRM;
asignando las masas del ion precursor y ion productos conocidas (ver Anexo 8).
Procedimiento
Preparacion por dilucion del estandar interno y patrén de trabajo de
PCDD/F

e Diluir la solucion de estandar interno (13C PCDD / F) a 100 ug/l en

Tolueno.

o Diluir el patron de trabajo de PCDD / F a 100 ug/l en Tolueno.
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4.5.2. Preparacion para la determinacion del limite de deteccidon y cuantificacion
de las dioxinas y los furanos.

e Afiadir 100 ul de Solucidon de estandar interno de 100 ug/l en los tubos
ambar de 2 mL rotulados 1, 2,3,4 5,6y 7

e Afadir 5 uL de la solucion Stock de 100 ug/I, en los tubos.

e Diluir el contenido de los tubos con 895 ul de diclorometano.

e Llevar los tubos preparados al Autosampler Agilent 7693 para su
respectiva lectura, en el Cromatdgrafo Gaseoso Agilent 7890 B

equipado con Detector de Masa Agilent 7010.

Tabla 1. Preparacion para la determinacion del limite de deteccion y

cuantificacion de las dioxinas y los furanos.

Tubo V de estandar V de V de
interno 100 ug/I solucidn stock 100 ug/l diclorometano

(uL) (uL) (uL)

1 100 5 895

2 100 5 895

3 100 5 895

4 100 5 895

5 100 5 895

6 100 5 895

7 100 5 895
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4.5.3. Preparacion de la curva de calibracion de PCDD/F

e Afiadir 100 ul de Solucién de estandar interno de 100 ug/l en los tubos
ambar de 2 mL rotulados 1, 2, 3,4 ,5 ,6.

e Afadir 10, 20, 40, 60, 80, 100 uL de la solucién Stock de 100 ug/l, en
los tubos 1, 2, 3,4 ,5 ,6 respectivamente.

e Diluir el contenido de los tubos hasta 1 mL con diclorometano.

e Llevar los tubos preparados al Autosampler Agilent 7693 para su
respectiva lectura, en el Cromatografo Gaseoso Agilent 7890 B

equipado con Detector de Masa Agilent 7010.

Tabla 2. Preparacion de la curva de calibracion de dioxinas y furanos.

Tubo Alicuota de estandar  Alicuota de solucién Volumen de

interno 100 ug/I stock 100 ug/I diclorometano

(uL) (uL) (uL)
1 100 10 890
2 100 20 880
3 100 40 860
4 100 60 840
5 100 80 820
6 100 100 800
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4.5.4. Procedimiento de andlisis para la muestra de harina de pescado.

454.1. Pesaje

Blanco de muestra (BM): Pesar 40 g de harina de pescado libre del
analito en el dedal de extraccion.

Muestra de control de laboratorio (LCS): Pesar 40 g de harina de
pescado libre del analito en el dedal de extraccion.

Muestra (M): Pesar 40 g de muestra en el dedal de extraccion.
Duplicado de muestra (DM): Pesar 40 g de muestra en el dedal de

extraccion.

45.4.2.  Adicién del estdndar interno y adicion del patron trabajo de PCDD / F

Fortificar con 100 pL de estandar interno en el dedal de extraccion, al
blanco de muestra, LCS, muestra y duplicado de muestra.
Afiadir con 40 ul de Solucion Stock de PCDD / F en el dedal de

extraccién al LCS.

45.4.3. Extraccion por soxhlet del BM, LCS, My DM

Lave el extractor Soxhlet incluyendo los matraces de fondo redondo
(RBF) con tolueno y diclorometano. Encienda el recirculador
refrigerante y deje enfriar.

Coloque el dedal tapado con lana de vidrio en el extractor Soxhlet.
Agregue 200 mL de tolueno y perlas de ebullicion al RBF y coléquelo
en la plancha de calentamiento.

Conecte el extractor Soxhlet, incluido el condensador y verifique que
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todo este sellado.

Configure el Soxhlet a una velocidad de 5 a 7 ciclos por hora, deje
extrayendo por 4 h.

Apague la plancha de calentamiento y permita que se enfrie, retire el
RBF que contiene tolueno.

Agregue 200 mL de tolueno/etanol (1:1) y perlas de ebullicién a un
nuevo RBF y coloquelo en la plancha de calentamiento.

Conecte el Soxhlet, incluido el condensador y verifique que todo este
sellado.

Configure el Soxhlet a una velocidad de 5 a 7 ciclos por hora. Deje
extrayendo por 16 h.

Apague la plancha de calentamiento y permita que se enfrie.

Retire el RBF y combine ambos extractos (el extracto de tolueno y el
extracto de tolueno / etanol). Anadir 5 g de sulfato de sodio anhidro,
agitar y dejar decantar.

Filtre el extracto al vacio y concentrar el filtrado utilizando un rota vapor
aproximadamente 0,5 mL.

Tome el concentrado del evaporador y coléquelo en una fiola de 25 mL.
Lave el balon del evaporador con tolueno, enrace la fiola de 25 mL con

tolueno, homogenizar.
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454.4.

Purificacion con columna de silica mixta

La columna de silica mixta utiliza silica gel de alta pureza (tamafio de malla
de 100-200); esta compuesta con 3 g de silica gel impregnada con AgNO;
al 10 %, 5 g de silica gel impregnada con H,50, al 20 %, 4 g de silica gel
impregnada con H,S0, al 44 %, 3 g de silica gel impregnada con KOH al

2%y 3gde Na,S0, anhidro, como se observa en la figura 3.

=

Silica gel impregnada
con AgNO; (3g) i

Silica gel impregnada
con H,S0, (5g) s

Silica gel impregnada
con H,50, (4g)

Silica gel impregnada
con KOH (3g)

Na,S0, anhidro (3g) ——

*capas separadas por
0.9 g de silica gel

Figura 3. Columna de silica mixta.

La silica gel impregnada con AgN O nos permite eliminar compuestos de
azufre (si estuviera presente), donde la plata reacciona con el azufre
formando sulfuro de plata, un compuesto de color negro; esto se puede

observar durante la purificacion, pues la capa de silica gel impregnada con
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AgNO; se va ennegreciendo a medida que se le va afiadiendo el extracto
de la muestra.

La silica gel impregnada con H,SO, de baja concentracion nos permite
eliminar compuestos basicos y en parte hidrolizar grasas. La silica gel
impregnada con H,S0O, de mayor concentracion permite hidrolizar de
manera segura toda la grasa presente en el extracto de la muestra. Cuando
se dice grasa, generalmente se refiere a los acilglicéridos, ésteres
compuesto por una molécula de glicerina a la cual se le unen uno, dos o
tres &cidos grasos. La hidrolisis del triglicérido con acido sulfdrico da como

productos a la glicerina y acidos grasos, como se observa en la figura 4.

CHa 2R CHOH

| o H,S0, -

CHOCE ~ + 3HD - CHOH B szdl_on
:1 2 ;

CHaOC R CH,OH

rimkiedride glicering acidos grasos

Figura 4. Productos formados de la hidrolisis del triglicérido.

La silica gel impregnada con KOH nos permite eliminar los componentes
acidos, como los &cidos grasos formados en la capa anterior. EI Na,SO4 anhidro
retiene la glicerina y el agua.

De esta manera la columna de silica mixta, usando como solvente el tolueno, nos
permite obtener solo compuestos de naturaleza apolar, como son las dioxinas y

furanos.
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454.5.

Transfiera los 25 mL de la fiola a la columna de silice mixta, lavando la
fiola con 10 mL de tolueno.
Permita que la muestra drene a través de la columna y recibala en un

matraz de 125 mL.

Purificacion con columna de carbon (carbon AX-21)

Consiste en cromatografia de adsorcion en columna utilizando carbon
activado AX-21, la cual es recomendada por la normalizacion espafiola
UNE-EN 16215:2020 para la separacion de PCDD / PCDF planas y

eliminar PCBs no planas y otras moléculas no planas interferentes (25).

Carbon AX-21 - I

Figura 5. Columna de carbdn activado AX-21
Transferir el extracto contenido en el matraz a la columna de carbon,
lavando el matraz con 10 mL de tolueno. Recibir el solvente en un balén
de 125 mL.
Concentrar el extracto a sequedad en el rota vapor.

Reconstituir el extracto a un volumen de 80 uL con tolueno y transferir
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al inserto de 150 uL, lavar 2 veces el bal6n con 30 uL de tolueno para
recuperar todo el extracto.

e Colocar el inserto dentro del tubo de evaporacion, a una temperatura de
40°C y ajuste la presion del aire a 0.7 bar.

e Llevarasequedady reconstituir a un volumen final de 20 uL con tolueno,
esta fraccion contiene PCDD / Fs.

45.46. Lectura

e Coloque el inserto (que contiene los 20 uL) en un vial de 2mL vy llevar
los tubos preparados al Autosampler Agilent 7693 para su respectiva
lectura, en el Cromatografo Gaseoso Agilent 7890 B equipado con
Detector de Masa Agilent 7010.

*Repita el procedimiento 4.5.4 para todas las muestras.

4.6. Célculoy expresion de resultados.
4.6.1. Célculo de concentracion en Equivalentes Toxicoldgico:

B (Lectura)x(Volumen final)x(Dilucion)
PCDD/F <{I—§) B Peso de muestra

C €Y)

Lectura = Concentracion de lectura de PCDD/F (ug/L)

Dilucion = Factor de dilucion (sin unidades).

Volumen final = microlitros (uL)

Peso de la muestra: gramos ()
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4.6.2. Célculo de los valores de Equivalentes Toxicolégicos (TEQ):
Para realizar este calculo se necesita los valores de los Factores Toxicoldgicos
Equivalentes (TEF) que se muestran en el anexo, estos valores se multiplican

con los valores de concentracion de los congéneres respectivos.

TEQ ng. = TEF C n 2
Qg = 2,160 (Cocpy) @

1

Donde:

TEQ(@) es el Equivalente Toxicoldgico
kg

(TER)I es el valor de TEF de compuesto i (anexo 4)
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\2

RESULTADOS

Tabla 3. Resultados del limite de deteccion de dioxinas y furanos.

Prueba de Limite de deteccion (pg/ul)

Cantidad

adicionado Analito Muestras de harina de pescado patron %R (50 %-150 %)

(py/uly* 1|23 |4|5|6 |7
0.25 2,378TCDD  [0.24]0.24|0.25/0.24|0.22|0.23/0.24| 95| 96 | 99| 95| 89| 91 | 97
0.25 1,2,37,8-PeCDD  [0.24]0.24|0.24|0.24|0.24]{0.23/0.22| 95| 94 | 95| 95| 98 | 94| 90
05 1,2,34,7,8-HxCDD [0.45(0.45|0.47|0.47|0.48|0.48/0.46] 90 | 91| 95| 93| 95| 95| 93
05 1,2,36,7,8-HxCDD [0.50{0.51|0.51]0.51]0.50]|0.50/0.50|100| 101|101 |101]101|101|100
05 1,2,3,7,89-HxCDD [0.49{0.51|0.51|0.46]0.47|0.51|0.54| 98 |103[102| 93 | 94 |102|107
1 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD [0.96{0.99/0.99|0.98|0.95|0.950.97| 96 | 99| 99| 98| 95| 95| 97
1 OCDD 0.92/0.96]0.96{0.90{0.98/0.92/10.99| 92| 96 | 96| 90| 98 | 92| 99
05 2,378-TCDF  |0.47/0.47/0.49/0.49/0.48(0.50(0.50| 94 | 95| 98 | 98 | 96 | 100|100
05 1,2,37,8-PeCDF  |0.49/0.49/0.49(0.49/0.49(0.49(0.48| 98 | 97| 98| 97 | 99| 99 | 96
05 2,34,78-PeCDF  0.50{0.51{0.51|0.48|0.50|0.49|0.56|100{102|101| 97 [100| 99 |112
05 1,2,34,78-HxCDF |0.51/0.51/0.51/0.51{0.50{0.51{0.54|103|102|102|102|101|101|108
05 1,2,36,7,8-HxCDF |0.53]0.45|0.44/0.47/0.51/0.52(0.44|107| 90 | 88 | 95 |103|105| 88
05 2,34,6,7,8-HXCDF |0.50/0.50/0.50{0.50{0.48(0.50{0.55| 99 [100]|100| 99 | 96 |101|111
05 1,2,3,7,89-HxCDF |0.48]0.48|0.47|0.47|0.41|0.47(0.48| 96| 95| 95| 94| 82| 95| 97
05 1,2,3,4,6,7,8-HpCDF |0.48|0.47|0.48]0.43|0.42|0.47|0.51| 96| 95| 96 | 86 | 85 | 94 |103
05 1,2,3,4,7,8,9-HpCDF |0.48|0.49{0.46|0.47]0.50| 0.50|0.47| 96 | 97 | 93| 95 | 99 [100| 94
05 OCDF 0.44(0.45(0.43|0.43{0.45|0.43]0.45| 87 | 90 | 86| 87 | 89 | 85| 90

*La cantidad adicionada en ug/l es igual a pg/ul.
Figura 6. Cromatograma de dioxinas y furanos
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*Tiempo de retencion de cada analito (anexo 9)
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Curvas de las dioxinas

Gréfico 1. Curva de linealidad 2,3,7,8-TCDD
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Grafico 2. Curva de linealidad 1,2,3,7,8-PeCDD

300000
250000
200000

=

= 150000

Ll
9 100000
50000

0

y= 42,978.10 x + 9,630.02
R?= 0.96

1 2 3 4 5
CONCENTRACION (ug/L)

28




Gréfico 3. Curva de linealidad 1,2,3,4,7,8-HxCDD
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Grafico 4. Curva de linealidad 1,2,3,6,7,8-HxCDD
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Gréfico 5. Curva de linealidad 1,2,3,7,8,9-HxCDD

400000

350000 | Y= 35,564.21 x + 15,447.56
Rz= 0.96

300000
2 250000
= 200000
(11 ]
% 150000
100000
50000

0
0 2 4 6 8 10

CONCENTRACION (ug/L)

12

Gréfico 6. Curva de linealidad 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD
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Gréfico 7. Curva de linealidad OCDD
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Curvas de los furanos

Grafico 8. Curva de linealidad 2,3,7,8-TCDF
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Gréfico 9. Curva de linealidad 1,2,3,7,8-PeCDF
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Gréfico 10

. Curva de linealidad 2,3,4,7,8-PeCDF
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Gréfico 11. Curva de linealidad 1,2,3,4,7,8-HxCDF
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Grafico 12. Curva de linealidad 1,2,3,6,7,8-HxCDF
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Gréfico 13

. Curva de linealidad 2,3,4,6,7,8-HxCDF
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Grafico 14. Curva de linealidad 1,2,3,7,8,9-HxCDF
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Gréfico 15

. Curva de linealidad 1,2,3,4,6,7,8-HpCDF
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Gréfico 16

. Curva de linealidad 1,2,3,4,7,8,9-HpCDF
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Gréfico 17. Curva de linealidad OCDF
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Tabla 4. Concentracién de BM, LCS, Muestra y Duplicado de muestra

obtenido por el GCMS-TQ

. BM LCS Muestra ~ DUPlicado
Analitos ug/L ug/L ug/L muestra

ug/L
2,3,7,8-TCDD 0.0024 2.8540 0.0048 0.0018
1,2,3,7,8-PeCDD 0.0023 2.9352 0.0095 0.0069
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0.0825 5.8751 0.0929 0.0380
1,2,3,6,7,8-HXCDD 0.0378 5.5063 0.0776 0.0570
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0.0582 5.8953 0.0358 0.0266
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD  0.0768 11.4812 0.0967 0.0957
OCDD 0.0938 11.6626 0.0709 0.0792
2,3,7,8-TCDF 0.0947 5.8485 0.0065 0.0871
1,2,3,7,8-PeCDF 0.0298 5.8205 0.0603 0.0691
2,3,4,7,8-PeCDF 0.0659 5.3812 0.0181 0.0360
1,2,3,4,7,8-HXCDF 0.0651 5.6585 0.0437 0.0022
1,2,3,6,7,8-HXCDF 0.0249 5.5723 0.0044 0.0571
2,3,4,6,7,8-HXCDF 0.0471 5.4952 0.0885 0.0106
1,2,3,7,8,9-HXCDF 0.0969 5.7006 0.0619 0.0153
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0.0244 5.3783 0.0293 0.0063
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0.0941 5.6228 0.0558 0.0030
OCDF 0.0536 5.8638 0.0452 0.0815
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Tabla 5. Valor reportable de Dioxinas [suma de policlorodibenzo-para-
dioxinas (PCDD) y policlorodibenzofuranos (PCDF)], de la muestra
analizada, expresada en equivalentes toxicos de la Organizacion Mundial de
la Salud (TEQ- OMS), utilizando los factores de equivalencia de toxicidad de

la misma organizacién (TEF-OMS, 2005).

Concentracion * TEF TEQ ™

Compuestos (na/kg) OMS OMS
2005 (ng/kg)

2,3,7,8-TCDD 0.0024 1 0.0024
1,2,3,7,8-PeCDD 0.0398 1 0.0398
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0.0465 0.1 0.0046
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0.0388 0.1 0.0039
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0.0179 0.1 0.0018
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0.0084 0.01 0.0001
OCDD 0.0355 0.0003 0.0000
2,3,7,8-TCDF 0.0033 0.1 0.0003
1,2,3,7,8-PeCDF 0.0302 0.03 0.0009
2,3,4,7,8-PeCDF 0.0091 0.3 0.0027
1,2,3,4,7,8-HXCDF 0.0219 0.1 0.0022
1,2,3,6,7,8-HXCDF 0.0022 0.1 0.0002
1,2,3,7,8,9-HXCDF 0.0443 0.1 0.0044
2,3,4,6,7,8-HXCDF 0.0310 0.1 0.0031
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0.0147 0.01 0.0001
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0.0279 0.01 0.0003
OCDF 0.0226 0.0003 0.0000

Valor Reportable 0.0669

*calculado de acuerdo a la ecuacién 1.

**calculado de acuerdo a la ecuacién 2.
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VI.

DISCUSION

Para la determinacion de dioxinas y furanos se uso el sistema cromatografo gaseoso
Agilent 7890 B equipado con detector de masa Agilent 7010B, debido a que este
sistema adapta la capacidad de separacion que tiene la cromatografia de gases con
la sensibilidad y capacidad selectiva del detector de masas triple cuadrupolo. Esta
adaptabilidad permite analizar y cuantificar compuestos a nivel de trazas en mezclas
complejas, como la harina de pescado, con una elevada de efectividad. Se usa una
columna Agilent DB-5ms Ultra Inerte, compuesta por fenilo al 5% y por
polidimetilsiloxano al 95%, una columna apolar que tendrd mayor afinidad a
compuestos apolares. Juan Luengo L. dice: “La solubilidad de las dioxinas en agua
decrece cuando aumenta el nimero de atomos de cloro” (26); por tanto, mientras mas
atomos de cloro presenten la dioxinas o furanos, mas se retendran en la fase estacionaria;
esto se ve reflejado en el cromatograma (figura 6), donde el tiempo de retencion esta
relacionado en gran medida con la cantidad de cloros presentes en las dioxinas y
furanos; razon por el cual en la figura 6 se pueden distinguir 5 secciones muy bien
remarcados, entre el minuto 15 al 16 se observan al tetraclorodibenzo-p-dioxina y
el tetraclorodibenzofurano, entre el minuto 17 al 19 se observan al
pentaclorodibenzo-p-dioxina y a los 2 pentaclorodibenzofuranos, entre el minuto
20 al 22 se observan a las 3 hexaclorodibenzo-p-dioxinas y a los 4
hexalorodibenzofuranos, entre el minuto 23 al 26 se observan al pentaclorodibenzo-
p-dioxinay a los 2 pentaclorodibenzofuranos y entre el minuto 28 al 29 se observan

al octaclorodibenzo-p-dioxina y el octaclorodibenzofurano.
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En la tabla 3 se observa los limites de deteccion de las dioxinas y los furanos, estos
varian entre 0.25 ug/L a 1 ug/L. Estos limites se determinaron mediante
experimentos de diferentes diluciones en los estandar de dioxinas y furanos,
haciendo corridas en el GC/MS-TQ e interpretando los cromatogramas (figura 6;
en el caso del 2,3,7,8-TCDD y 1,2,3,7,8-PeCDD se obtuvo un limite mas bajo (0.25
ug/L) comparado a los demas analitos, debido a que son las dioxinas mas toxicas
segun la organizacion mundial de la salud (10) y que a esas concentraciones son
detectables; en el caso de 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD y OCDD, se obtuvo un limite de
deteccion mayor debido a que su resolucién en el cromatograma a menos de 1 ug/L
no es detectable. Los demas dioxinas y furanos tienen un limite de deteccion de 0.5
ug/L, en los cuales sus picos en el cromatograma son detectables (figura 6). Una
vez determinada la concentracion minima para la deteccion de los picos de cada
analito en el cromatograma, se realizo el método cromatografico y se hicieron 7
corridas. Se determin6 que los valores son reproducibles, que la desviacién estandar
no varia considerablemente y ademas el porcentaje de recuperacién es mayor al
85%.

Con el limite de deteccidn, se puede determinar el limite de cuantificacion de cada
analito, que es el doble del limite de deteccion.

En la figura 6 se observa los picos de las 7 dioxinas y los 10 furanos; el 2,3,7,8-
TCDD presenta un pico con mayor resolucion, los 3 picos juntos en el tiempo de
retencion TR (21 min) son las 3 HXCDD, las cuales son isdbmeros, porque presentan

la misma cantidad de cloros en sus estructuras. Se observa también el pico con
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menos resolucién en el tiempo de retencion TR (29,2 min), la cual corresponde al
OCDD.

Para la separacion y deteccion de todos los picos de los analitos se requiere por lo
menos 29.5 minutos en el tiempo de corrida, esto para que se diferencien los picos.
En las curvas de linealidad, la concentracion méas bajo cuantificable (limite de
cuantificacion) para 2,3,7,8-TCDD y 1,2,3,7,8-PeCDD es 0,5 ug/L, para
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD y OCDD es 2 ug/L y para los demés analitos es lug/L. La
concentracion méxima de cada estandar se calcula a partir del limite de
cuantificacion multiplicado por el factor 10. La concentracion para 2,3,7,8-TCDD
y 1,2,3,7,8-PeCDD es 5 ug/L, para 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD y OCDD es 20 ug/L y
para los demés analitos es 10 ug/L.

En las curvas de linealidad de las dioxinas (graficos 1 - 7) y los furanos (gréaficos
8 - 17) el coeficiente de determinacion es mayor al 95 %, lo cual nos indica que la
relacion entre las concentraciones de los analitos y las sefiales (areas) son lineales;
por lo tanto, se puede cuantificar las concentraciones de dioxinas y furanos.

En la tabla 4 se observa las concentraciones obtenidas de las dioxinas y los furanos
de la muestra de harina de pescado, ademas se tiene las concentraciones de sus
controles, como el blanco de método, la muestra control de laboratorio y el
duplicado de la muestra, las cuales verifican que el resultado obtenido de la
muestra sea confiable. Cabe resaltar que las concentraciones de cada dioxina y
furano en la muestra de harina de pescado son menores a sus limites de

cuantificacion, lo que nos indica su “ausencia”.
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El duplicado de muestra presenta concentraciones por debajo al limite de
cuantificacion, igual a la muestra, esto demuestra la confianza en que la prueba dio
resultados confiables. La concentracién del blanco de método BM para cada
analito es practicamente cero, esto nos indica que el método establecido esta
correcto, que no presenta interferencias; por lo tanto, no presentan falsos positivos.
La muestra control de laboratorio LCS para todos los analitos de dioxinas y furanos
presentan una recuperacion cercana a su valor adicionado, se tiene por tanto un
buen porcentaje de recuperacién. Ademas de la muestra control de laboratorio
LCS, se usan los estdndares internos marcados isotdpicamente para determinar el
porcentaje de recuperacion, segun las normas I.S. EN-16215:2020 (25) y EPA
METHOD 8290 (27) . Se profundiza estos controles para asegurar la calidad del
método de ensayo realizado y los controles establecidos (anexo 10).

En la tabla 5 se obtiene, de la muestra de harina de pescado, la concentracion de
dioxinas [suma de policlorodibenzo-para-dioxinas (PCDD) y
policlorodibenzofuranos (PCDF)] expresada en equivalentes tdéxicos de la
Organizacion Mundial de la Salud (TEQ- OMS). Para la obtencién del valor
reportable tenemos la ecuacion 1y 2, en los cuales se usan las concentraciones de
lectura, volumen final concentrado (20 ul), peso inicial (40g) y los factores de
equivalencia de toxicidad de la misma organizacion (anexo 4). En la tabla también
se puede observar que el 2,3,7,8-TCDD y 1,2,3,7,8-PeCDD presentan un factor
toxicoldgico de 1, lo cual nos indica su alta toxicidad y debido a eso su aporte

elevado en el célculo final para el valor reportable; los compuestos menos toxicos
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de las dioxinas y furanos analizados, son los OCDD y OCDF, las cuales presentan
un factor toxicoldgico de 0.0003 y su aporte para el calculo es muy bajo.

La toxicidad de las dioxinas y furanos aumenta a medida que disminuye la cantidad
de cloro en sus estructuras, cabe resaltar que la dioxina mas toxica es la 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) (4)

El valor reportable de dioxinas expresada en equivalentes toxicos de la
Organizacion Mundial de la Salud (TEQ- OMS), obtenido de la muestra de harina
de pescado, es 0.0669 ng/kg, este valor es menor al limite maximo permisible en
harina de pescado 1.25 ng/kg (2); lo cual indica que la muestra de harina de

pescado no presenta dioxinas en un nivel que pueda causar dafos en la salud.
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VII.

CONCLUSION

Los limites de deteccion para las dioxinas son: 0.25ug/L para 2,3,7,8-TCDD y
1,2,3,7,8-PeCDD; 0.5ug/L para 1,2,3,4,7,8-HxCDD, 1,2,3,6,7,8-HxCDD vy
1,2,3,7,8,9-HxCDD:; 1ug/L 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD y OCDD.

El limite de deteccion para los 10 furanos es 0.5 ug/L.

El limite de cuantificacion para las dioxinas y furanos es el doble del limite de
deteccion.

Las curvas de linealidad de las dioxinas y furanos tienen un coeficiente de
determinacion (R?) mayor a 95 %.

El blanco de método, la muestra control de laboratorio y el duplicado de la
muestra verifican que el resultado obtenido de la muestra de harina de pescado
sea confiable.

El valor reportable de dioxinas [suma de policlorodibenzo-para-dioxinas
(PCDD) vy policlorodibenzofuranos (PCDF)], de la muestra analizada,
expresada en equivalentes toxicos es 0.0669ng/kg, la cual es menor al limite
maximo permisible (1.25 ng/kg).

La determinacion de dioxinas y furanos en matriz de harina de pescado es
viable usando un cromatografo de gases acoplado a un espectrémetro de masas

triple cuadrupolo.
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VIII.

RECOMENDACIONES

e Para la realizacion del andlisis de dioxinas usar equipos de proteccion
adecuados debido a su alta toxicidad.

e Debido a alta toxicidad de dioxinas se recomienda trabajar en un laboratorio
exclusivo.

e Este trabajo puede servir como base para la implementacion metodoldgica en
un laboratorio de analisis, y debido a la alta demanda del analisis de dioxinas,
generaria elevadas ganancias.

e Los conocimientos adquiridos durante los estudios de la carrera de quimica
constituyen una base solida para seguir ampliando nuestros conocimientos y

que sea posible cumplir metas desafiantes.
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X.  ANEXOS

Anexo 1. Abreviatura de Dioxinas

Dioxinas

Abreviatura

Nombre

2,3,7,8-TCDD

2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-p-dioxina

1,2,3,7,8-PeCDD

1,2,3,7,8-Pentaclorodibenzo-p-dioxina

1,2,3,4,7,8-HXCDD

1,2,3,4,7,8-Hexaclorodibenzo-p-dioxina

1,2,3,6,7,8-HxCDD

1,2,3,6,7,8-Hexaclorodibenzo-p-dioxina

1,2,3,7,8,9-HxCDD

1,2,3,7,8,9-Hexaclorodibenzo-p-dioxina

1,2,3,4,6,7,8-HpCDD

1,2,3,4,6,7,8-Heptaclorodibenzo-p-dioxina

OCDD

Octaclorodibenzo-p-dioxina

Anexo 2. Abreviatura de Furanos

Furanos

Abreviatura

Nombre

2,3,7,8-TCDF

2,3,7,8-Tetraclorodibenzofurano

1,2,3,7,8-PeCDF

1,2,3,7,8-Pentaclorodibenzofurano

2,3,4,7,8-PeCDF

2,3,4,7,8-Pentaclorodibenzofurano

1,2,3,4,7,8-HXCDF

1,2,3,4,7,8-Hexaclorodibenzofurano

1,2,3,6,7,8-HXCDF

1,2,3,6,7,8-Hexaclorodibenzofurano

2,3,4,6,7,8-HXCDF

1,2,3,7,8,9-Hexaclorodibenzofurano

1,2,3,7,8,9-HXCDF

2.3,4,6,7,8-Hexaclorodibenzofurano

1,2,3,4,6,7,8-HpCDF

1,2,3,4,6,8,9-Heptaclorodibenzofurano

1,2,3,4,7,8,9-HpCDF

1,2,3,4,7,8,9-Heptaclorodibenzofurano

OCDF

Octaclorodibenzofurano
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Anexo 3. Vias de contaminacion de dioxinas

MEDIO AMBIENTE

GEneracion
Procesamiento Quimico
Combustion

Resenvario Mundial
Sedimentos
Vias Acuaticas
Suelos

Cereales cosechados, Vegetales,
Forraje, Pastos, Frutas,
otros Cereales

Alimento para
animales
Animales * Animales

terrestres acuaticos
\ Harina de pescada, /
ACeite de pescadao,

Grasa animal y
dervados

ALIMENTOS HUMANOS
ame, Pescado, Lacteos, Huevos,
Frutas, vegetales, Cereales

:

Humanos
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Anexo 4. Valores de TEF para compuestos individuales.

Compuestos WHO 2005 TEF *

Policlorodibenzo-para-dioxinas

2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1
1,2,3,4,7,8-HXCDD 0.1
1,2,3,6,7,8-HXCDD 0.1
1,2,3,7,8,9-HXxCDD 0.1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01

OCDD 0,0003

Policlorodibenzofuranos

2,3,7,8-TCDF 0.1
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3

1,2,3,4,7,8-HXCDF 0,1
1,2,3,6,7,8-HXCDF 0.1
1,2,3,7,8,9-HXCDF 0.1
2,3,4,6,7,8-HXCDF 0.1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,000 3

* Reglamento UE 2017/644. Métodos de muestreo y analisis para el control de
los niveles de dioxinas, PCB similares a las dioxinas y PCB no similares a las

dioxinas en determinados productos alimenticios
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Anexo 5. Limite Maximo permisible de dioxinas en harina de pescado.

Sustanclas indeseables

Productos destinados a la alimentaciin animal

Contenido miximo en ng EQT
FCDDJF OM5[kg (ppm) (1) en
piensos calculsdo sobre la base
de un contenido de humedad

1. Dioxinas [suma de policlo-
rodibenzo-para-dioxinas
(PCDD) y policlorodibenzo-
furanos (PCDF) expresada
en equivalentes téxicos de
la Organizacion Mundial de
la Salud (EQT-OMS), utili-

zando los factores de equi-
vilencia toxica de la misma

organizacion (FET-OMS,
2005} (4]

b

del 12%
Materias primas para piensos de origen vegetal, excep- 0,75
— aceites veetales y sus subproductos. 0,75
Materias pnmas para piensos de origen mineral. 0,75
Materias primas para piensos de origen animal:
— grasa animal, incluida la grasa de leche y la grasa 1,50
de huevo,
= otros productos de animales terrestres, incluidos la 075
leche v los productos lacteos y los huevos v los
ovoproductos,
— aceite de pescado, 50
— pescados, otros animales acudticos y sus productos 1,25
derivados, excepto el aceite de pescado y las pro-
teinas de pescado, hidrolizadas, que contengan mas
de un 20% de grasa (%),
— proteinas de pescado, hidrolizadas, que contengan 1,75

mas de un 20% de grasa,
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Anexo 6. Diagrama de flujo de la técnica cromatogréafica gaseoso.

3

Control
de flujo

Inyector de
muestra

T 1]

e

Registrador

(Gas de arrastre

I

olumn Detector

Horno de la

columna

Anexo 7. Dioxinas, furanos y sus analogos marcados isotépicamente

Dioxinas

Dioxinas marcadas
isotépicamente

Furanos

Furanos marcados
isotépicamente

2,3,7,8-TCDD

13C-2,3,7,8-TCDD

2,3,7,8-TCDF

13C-2,3,7,8-TCDF

1,2,3,7,8-PeCDD

13C-1,2,3,7,8-PeCDD

1,2,3,7,8-PeCDF

13C-1,2,3,7,8-PeCDF

1,2,3,4,7,8-HxCDD

13C-1,2,3,4,7,8-HxCDD

2,3,4,7,8-PeCDF

13C-2,3,4,7,8-PeCDF

1,2,3,6,7,8-HXCDD

13C-1,2,3,6,7,8-HxCDD | 1,2,3,4,7,8-HXCDF

13C-1,2,3,4,7,8-HXCDF

1,2,3,7,8,9-HxCDD

13C-1,2,3,7,8,9-HxCDD | 1,2,3,6,7,8-HXCDF

13C-1,2,3,6,7,8-HXCDF

1,2,3,4,6,7,8-HpCDD | 13C-1,2,3,4,6,7,8-HpCDD| 2,3,4,6,7,8-HXCDF

13C-2,3,4,6,7,8-HXCDF

OCDD

1,2,3,7,8,9-HXCDF

13C-1,2,3,7,8,9-HxCDF

1,2,3,4,6,7,8-HpCDF

13C-1,2,3,4,6,7,8-HpCDF

1,2,3,4,7,8,9-HpCDF

13C-1,2,3,4,7,8,9-HpCDF

OCDF

13C-OCDF
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Anexo 8. Masas del ion precursor y ion producto de las dioxinas y furanos.

Quantifier Qualifier
Name Type RT" Precursorion Production CE'(V) Precursorion Production CE'(V)
p-2378-TCDF PCDF 2032 31549 L] 33 nra 2539 33
2378-TCDF PCDF 20.34 30349 408 Kx] 3054 2424 33
£6-1234-TCDD PCOD 2044 3259 629 I8 3179 2649 28
Hp.2378-TCDD PCDD 2074 s 2618 4 3339 2689 24
2378-TCOD PCDD 20.75 31499 266.9 4 ins I5ES L)
13C-12378-PaCOF  PCOF 21H 519 2E78 35 3499 2859 35
12378-PeCODF PCDF 21H k<L ] 769 35 3378 s 35
%7 23478-PeCOF  PCOF 2408 514 2878 35 3489 2859 35
23478-PeCDF PCOF 2410 33949 6.9 35 33719 748 35
e -pee 168 non-Ortho PCB 24.19 s inag 28 3689 289 b
PCE 169 non-Ortho PCB 2420 3599 2899 28 KLTR. 2879 I8
'%£-12378-PeCOD  PCOD 2434 3659 ing 5 367.9 3038 5
12378-PeCDD PCOD 24 36 3559 i PR 25 KLER: 2504 5
'£-123478-HxCDF  PCOF 2704 3858 insg 35 3BTE 3239 i5
123478-HxCDF PCDF 27105 1738 3048 35 3758 3y i5
13C-123678-H«COF  PCOF 2714 358 insg 35 3878 3238 35
123678-HxCOF PCOF 2714 3738 3109 35 3758 nzs 35
13C-234678-H«COF  PCDF 2783 858 inag 35 3878 3239 i5
2346T78-HxCDF PCDF 2185 1738 31049 35 3758 g 35
13C-123478-H«COD  PCOD 28.00 4038 3398 5 4018 33714 15
123478-HxCDD PCOD 28102 898 3269 25 3918 K¥LE 5
'3C-123678-H«COD  PCOD 2812 038 3398 25 4018 3379 5
123678-HxCOD PCOD 28.14 3898 326.9 5 3918 JIBE 5
"80.123789-H«COD  PCOD 2844 038 3398 25 4018 3374 5
123769-HxCOD PCOD 2450 3398 3269 25 3018 kY11 5
'%0-123789-HeCDF  PCOF 2898 8548 inag 38 3678 3239 38
123788-HxCDF PCDF 29,00 1738 3108 35 3758 K1 Fa: i5
"£-1234678-HpCDF  PCOF 3113 4198 K1Y 36 4218 36TE 36
1234678-HpLDF PCDF .14 78 K1Y 36 4088 3468 36
11234678-HpCDD PCOD krk Y 4378 KTEY. 25 4358 e 5
1234678-HpCOD PCOD 33m 4238 360.8 5 4158 3628 15
10-1234789-HpCDF  PCOF kkky) 4198 3658 36 4218 3578 36
12347B9-HpCOF PCDF 3400 78 3448 36 4098 3468 36
13¢-0CDD PCOD 3938 469.7 405.8 26 4.7 4078 b
ocoD PCOD 94 4517 3048 25 4587 3068 15
13C-0CDF PCDF 3983 4537 3B9E 35 4557 3018 15
QCOF PCOF 3984 M7 3TeE 35 437 B0 35
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Anexo 9. Tiempo de retencion (TR) de dioxinas y furanos

Analito TR
2378 TCDF 15.43
2378 TCDD 15.56
12378 PeCDF 17.44
23478 PeCDF 17.89
12378 PeCDD 18.21
123478 HXCDF 20.35
123678 HXCDF 20.43
234678 HXCDF 20.89
123478 HXCDD 21.01
123678 HXCDD 21.18
123789 HxCDD 21.42
123789 HxCDF 21.89
1234678 HpCDF 23.49
1234678 HpCDD 24.74
1234789 HpCDF 25.51
OCDD 28.72
OCDF 29.13

Anexo 10. Aseguramiento de calidad del método de ensayo.

En la siguiente tabla, se indican los controles establecidos para el ensayo.

Controles aplicados

Criterio

Referencia

Blanco

<LDM

EPA 8290 - Reglamento UE 2017/644

Comision Europea

Patrén de trabajo LCS

%R: 60-120%

EPA 8290 - Reglamento UE 2017/644

Comision Europea

Duplicado de muestra

%RPD<= 25%

EPA 8290 - Reglamento UE 2017/644

Comision Europea

Patron interno deuterado

%R: 60-120%

Reglamento UE 2017/644 Comision

Europea
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