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1. Introducciéon

No hay duda que los avances en materia de tecnologia e industrializacion en los
ultimos afios han sido realmente notables. Lo que hace 20 afios se podia ver en un
filme como ciencia ficcion hoy dia es una realidad. Sin embargo lamentablemente
estos avances van de la mano con el deterioro del medio ambiente y con la generacion
de materiales, cuya seguridad no ha sido completamente caracterizada y en la
actualidad vivimos las consecuencias de la persistencia de estos materiales que de
una u otra forma llegan a la poblacion y se traducen en mdltiples enfermedades, entre

ellas el cancer.

Entre los distintos contaminantes que podemos encontrar en nuestro medio ambiente
se encuentran los bifenilos policlorados (PCBs), que son compuestos de origen
aromatico con algunos atomos de cloro en su estructura, lo cual les confiere unas
propiedades fisicoquimicas excepcionales, por lo que su uso en la década de los 70s
fue bastante comun, ya sea como aislantes en el campo eléctrico, en la industria de
los plastificantes 0 como tintas para impresién. La estabilidad que le brinda su
estructura ha permitido que se conviertan en un verdadero problema en términos de
los efectos nocivos a los cuales se encuentra expuesta toda la poblaciéon y que
lamentablemente la exposicion ante estos contaminantes estard presente durante

muchos afos mas.

Los efectos que tienen los PCBs en la salud son tan variados como el nimero de
congéneres que podemos encontrar dispersos en el mar, rios, suelos o el aire. Existen
209 congéneres, los cuales son cominmente encontrados en peces y mariscos, a
través de los cuales pueden llegar a los humanos, originando cambios en el sistema
endocrino y en la fisiologia celular. El hecho de que los PCBs puedan afectar el
sistema endocrino se traduce en los variados efectos nocivos que presentan estas
sustancias, por ejemplo se han informado efectos nocivos para el sistema nervioso y

locomotor, reproductor y patologias mas complejas, como por ejemplo: cancer.

Dada las dimensiones que ha alcanzado la toxicidad de los PCBs y al hecho que
durante la década de los 70s fueron producidas miles de toneladas de estas
sustancias, las autoridades de gobierno y regulatorias principalmente de los paises
desarrollados han establecido limites para la presencia de estas sustancias en
alimentos y otros materiales, como por ejemplo: envolturas para alimentos. Para la

determinacion de estos limites existen guias, en donde se establecen parametros de

10



operacion y criterios de adecuacion para la determinacion de los PCBs, sin embargo
estas condiciones pueden variar en funcion de los instrumentos empleados, de la

matriz que esté estudiando y de la preparacion de la muestra, entre otros.

Al revisar las distintas bases de datos en la web, asi como revistas cientificas de
toxicologia ambiental y cromatografia se pone de manifiesto la gran cantidad de
estudios que existen relacionados sobre la determinacién de PCBs en distintas
matrices, la mayoria relacionados con la exposicion a humanos y animales. Este
creciente interés por los PCBs refleja la preocupacion de organizaciones de tipo
académico y gubernamental por la problematica en materia de contaminacion,
exposicion y toxicologia tanto de los PCBs, como de otras sustancias, como por
ejemplo, las utilizadas en los procesos de control de plagas.

En materia de contaminacion se hace necesario reforzar los controles sobre alimentos
y fuentes de exposicioén, por lo que se deben contar con métodos de cuantificacién con
la precision, exactitud y limites de cuantificacibn adecuados, que se ajusten a los
valores establecidos por los organismos regulatorios. Sin embargo, el mayor trabajo
esta en crear conciencia sobre el problema de la contaminacién y con eso evitar que

nuevos materiales incluso mas toxicos que los PCBs terminen en el medio ambiente.
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2. Objetivos

Actualmente a través de los distintos procesos industriales se dispersan al medio
ambiente una gran cantidad de contaminantes, muchos de los cuales intervienen en la
cadena alimenticia de especies animales o formando parte de la contaminacion de las
fuentes hidricas. Sin duda los intereses econdmicos de estas grandes organizaciones
industriales y la falta de responsabilidad respecto al bien comun se convierten en un

verdadero obstaculo frente a la problematica de la contaminacion.

De parte de los entes regulatorios se puede ver un mayor grado de conciencia frente a
la disposicién y al tipo de desechos que se originan de la actividad industrial,
soportados en la aplicacion de una legislacion que establece limites para los
contaminantes, asi como los requerimientos de metodologias de cuantificacion
robustas. Sin embargo, en la mayoria de la poblacién, el trabajo de divulgacién de la
situacion actual y concienciacion de la problematica es mucho lo que queda por hacer.

Es por ello, por lo que los objetivos que se plantea este trabajo son:

Describir la problematica toxicolégica de los bifenilos policlorados para la

humanidad.

= Mostrar ejemplos de la presencia de PCBs en medio ambiente, en alimentos y

en muestras bioldgicas.

= Definir el método mas adecuado para la determinacién de PCBs en muestras

de alimentos.
= Establecer unas condiciones estandar tedricas de trabajo para la determinacién

de PCBs en alimentos mediante la técnica de cromatografia de gases acoplada

a espectrometria de masas.
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3. Bifenilos Policlorados

De acuerdo a la Agencia de proteccion ambiental de los Estados Unidos (EPA) los
bifenilos policlorados (PCBs) son un grupo de compuestos organicos aromaticos que
estan constituidos por atomos de carbono, hidrogeno y cloro. Los PCBs estan
compuestos de una estructura bifenil en donde estan enlazados 2 anillos de benceno
y algunos de sus hidrogenos son reemplazados por atomos de cloro. La posicion y el
namero de los &tomos de cloro en el interior de la molécula determinan sus
caracteristicas fisicas y quimicas, por lo que se pueden encontrar desde un estado
liquido o solido, y de colores claros hasta negro. En la figura 1 se muestra la estructura
guimica de los PCBs.

ortho
meta meta

SN

para —» 4

4 -— para

Cl, Cl,

Fig. 1. Estructura quimica de los PCBs, tomado de IARC(2015)

La formula quimica de los PCBs es C,H0.,Cl,, donde n va de 1 a 10. En teoria existen
209 diferentes congéneres en la familia de los PCBs, sin embargo solo alrededor de
130 de ellos han sido identificados en productos de uso comercial (WHO, 2000). Los
PCBs no se encuentran de forma natural en el medio ambiente sino que son
producidos sintéticamente. Su produccion data a partir del afio 1929 hasta 1979,

cuando fue prohibida su produccion.

Dado que los PCBs poseen altos puntos de fusion (170-380°C), sumado a su gran
estabilidad quimica los hace resistentes al fuego. Y a pesar de que muchos de ellos
pueden formar vapores en contacto con el aire, no son explosivos. Los PCBs tienen
una baja conductividad eléctrica, alta conductividad térmica y una alta resistencia a la
degradacion térmica. Estas propiedades permitieron que los PCBs tuviesen muchas

aplicaciones industriales, entre las cuales se pueden mencionar las siguientes:

= Componente de equipos eléctricos, hidraulicos y de transferencia de calor.

= Plastificantes en pinturas, en productos plasticos y de caucho.
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= Pigmentos, tintas y papel de copia sin carbon.

En la Tabla 1 se muestran los 209 tipos de PCBs que existen, los cuales se

diferencian en el nimero y la posicién de los atomos de cloro.

Tabla 1. Numeros IUPAC y posiciones de los atomos de Cloro de los PCBs (Tomado de la
EURO-WHO, 2000)

Mo, | Structurs Mo Structura Ho. Structure Mo, Structurs

1 2 =] 2334 111 23355 166 2344586

2 3 a7 2335 112 23356 167" 2374455

3 4 =) 2335 113 23356 168 274456

4 2z =E 2336 114™ | 2,3, 445 169" 3 F 4455

=1 23 =1} 2344 115 23446 o™ | 2733445

=3 23 E1 2345 11E 23456 7 2r3rA46

T 24 B2 2346 117 234,56 172 2733455

=1 24 =%} 2345 118™ | 23445 173 233456

9 25 =% 2348 115 234456 174 2r3FA5F
10 26 ES 2356 120 23455 175 233458
11 33 =1 2344 121 23456 176 2r3FAEFE
12 34 &7 2345 122 237345 177 2r3F 456
13 & =] 2545 123™ | 2'344°5 178 2r3F 558
14 a5 =] 25458 124 23455 179 2r3FI56FE
15 44 Ta 2345 125 23456 fap™" | 2. 34455
15 23 Fi| 2346 126" 33445 131 2734456
17 24 T2 23,55 127 334,55 182 2344 5F
13 25 73 2356 128 223348 183 2r344 558
13 2.7k T4 2445 125 223345 184 2r3ALEFE
20 233 75 244°6 130 223345 185 2r3455 6
21 234 76 345 131 223346 186 2r 34560
2 234 T 357449 132 2233 A8 187 2r34 558
23 235 7a 3345 133 223355 188 2r3456F
24 23,6 T 3345 134 223356 149 23374455
23 234 =i} 3,355 135 2233548 190 2334456
25 25,5 =1 3445 136 223388 191 2374458
b 256 g2 2r3idd 137 223445 192 2334556
28 244 g3 2r335s 138 223445 193 2334556
s 245 =2 2r33 e 135 223446 194 2r3FA4L55
) 24,6 &5 2r344 140 2234468 195 23344586
3 245 =] 2r345 141 2234585 196 2334458
32 246 7 2r3AL 142 22 345E 197 2r3rA4 68
33 34 ==} 2r346 143 22 3458 195 2r3F 4556
34 Z3.5 =] 2340 144 223456 199 273345686
35 3,34 9] 22345 145 2.2 3468 200 2334568
3 335 o1 2r34'6 146 223455 1 2r3FIAL556
w 344 o2 2r 355 147 223456 2 2r33 5568
| 34,5 93 22350 148 223458 vl 5] 27344556
=] I a2 2.F358 145 2.2 345k 204 2344 566
40 2r33 95 2356 150 2234688 il 237445586
41 2r34 =1 2.r360 151 223556 6 2r33 A4 556
42 234 a7 2xrF45 152 2.2 3,566 2T 273344568
43 2735 93 2346 153 224455 . ] 2r3F45568
44 2rars =] 2r44'5 154 224458 209 2r3F3A4LS55 66
45 2.r3E 100 2446 155 224488

45 2rF 3 101 2455 156™ | 2,3, 3445

47 2zr44 10z 2456 157 | 23,3445

43 245 103 2456 158 2334486

43 2r45 104 2r468 155 233455

50 2.F 4k 105 | 233744 160 233 4.5E

51 | 224F ME | 23,545 161 | 23,9455

=2 2785 107 23345 162 233455

53 2r5F 108 23745 163 2334586

54 2.7 6 109 233746 164 23345

85 2334 110 23346 1685 233556

Los congéneres marcados han sido designados segin su TEF en: *congénere no orto ** congénere mono-

orto***congénere di-orto
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3.1 Efectos téxicos de los PCBs

A pesar de que la produccién de PCBs fue suspendida a finales del siglo pasado, se
estima que en nuestra biosfera hay un remanente de aproximadamente 750 mil
toneladas de PCBs, lo cual sugiere que el problema persistird aun por muchos afnos,
dada la estabilidad de estos compuestos y la baja tasa de biotransformacion. Los
PCBs son responsables de efectos nocivos de tipo neurolégico, reproductivo,
endocrino y cancer, entre otros. A continuacion se muestran algunos de los estudios
que sirven de ejemplo sobre la toxicidad que tienen los PCBs sobre de las personas
(Ghosh et al., 2010).

Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico es un término que se utiliza para definir la condicion de un
grupo de personas con factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares, como
hipertension, diabetes, obesidad visceral, valores de colesterol y triglicéridos séricos
por encima de lo recomendable. En un estudio realizado por Lind et al (2017) se
evalu6 la relacién entre la incidencia de sindrome metabdlico y 30 contaminantes
ambientales. El estudio muestra una asociacion entre los PCB126, PCB170 y PCB118

y la aparicion de sindrome metabdlico.
Neurotoxicidad

Diversos estudios muestran que la exposicion continua a PCBs tiene un efecto toxico
sobre el sistema nervioso. Por ejemplo, en el estudio desarrollado por Gascon et al
(2013) se sugiere que tanto la exposicién prenatal al PCB-153, asi como la exposicion
a través de la lactancia, produce en los infantes un deterioro en el desarrollo

neurofisioldgico.

En el trabajo de Ribas et al (2001) en donde se realiz6 un seguimiento a 7 estudios
sobre exposicién prenatal a PCBs, se encontré que en cuatro de cinco estudios en
donde se evaluaba el desarrollo psicomotor, se ponia de manifiesto un decrecimiento
en las habilidades motores, mientras que uno de los cinco presentaba déficit en la

adquisicion de habilidades cognitivas.

En un estudio realizado por Tsukimori et al (2013) menciona que la exposicion
maternal a PCBs, PCDDs y PCDFs puede resultar en efectos adversos en la salud de
los infantes. Los sintomas presentados por los nifios concuerdan con una enfermedad
que ha sido de amplio estudio en Japon, esta es, la enfermedad de Yusho. Esta

enfermedad se caracteriza porque los nifios padecen severo retraso en su crecimiento,
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hiperplasia gingival, edema facial y aparicion precoz de los dientes, entre otros

sintomas.
Toxicidad sistema endocrino

En una revisién realizada por Pinson et al (2017) se proponen los mecanismos por
medio de los cuales se da la disrupcion endocrina mediada por PCBs. Las hormonas
que se ven principalmente afectadas son las hormonas tiroideas y las hormonas
esteroides, lo que se traduce en desordenes en el desarrollo neurolégico, como por

ejemplo: una reduccion en el indice de coeficiente intelectual.
Cancer

En una revision realizada por Rodgers et al (2018) se han identificado 158 articulos, en
donde se muestra evidencia experimental de la relacién entre la exposicion a ciertos

contaminantes ambientales, entre ellos los PCBs y la aparicién de cancer de mama.

3.2. Regulacién sobre la exposicién a PCBs

Dado la evidencia que existe en torno al caracter toxico de los PCBs, distintos
gobiernos de orden local y global han dictado normativas con el proposito de controlar
la exposicion de la poblacién a los PCBs, por lo que se han establecido limites de

exposicion en ambiente, alimentos y por exposicién ocupacional.

La FDA (ECFR, 2018) establece un limite de PCBs de 2 ppm para los alimentos de
origen animal. De igual forma la FDA establece un limite para los materiales que

constituyen las envolturas de los alimentos, el limite es de 10 ppm.

La FAO y la WHO establecen que la ingesta diaria de PCBs debe ser inferior a

6 ng/Kag.

En la tabla 2 pueden observarse las concentraciones limites para PCBs de acuerdo a

varias agencias normativas.

Tabla 2. Regulaciones relacionadas con PCBs (Tomado de ATSDR, 2016)

Concentraciones

Agencia Enfoque - Comentarios
limites
OSHA Aire: area de 1,0 mg/m3 para PCBs Aplicable; TWA* y PEL?
trabajo con 42% de Cloro

0,5 mg/m® para PCBs
con 54% de Cloro

Ambos estandares aplican para todas las formas
fisicas de aerosoles: vapor, niebla, aerosoles y
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particulas de polvo cargadas con PCBs.

Aire: area de

3 .
NIOSH trabajo 1,0 pg/m Alerta; TWA (10 horas)
EPA Agua potable: 0,0005 ppm Aplicable MCL"®
ambiente
FDA Alimentos: 0,2 — 3,0 ppm (todos Aplicable; nivel de tolerancia
ambiente los alimentos)

2,0 ppm (pescados)

10 ppm (envolturas de
papel para alimentos)

WHO Alimentos:

FAO ambiente 6,0 ng/Kg por dia Ingesta diaria permitida

*TWA: se refiere a la concentracién media ponderada en el tiempo para un dia de trabajo y una
jornada semanal de 40 horas en el cual los trabajadores pueden estar expuestos de manera
repetitiva.

®PEL: se refiere a la concentracion mas alta en el aire al cual un trabajador puede estar
expuesto, en promedio durante 8 horas de trabajo diario.

PMCL: concentracién maxima permitida para agua potable.

mg/m?®: miligramo por metro cubico

pg/m*: microgramo por metro cubico

ug/Kg: microgramo por kilogramo

En relacién a la legislacion europea (Diario oficial de la unién Europea, 2011) se
permiten contenidos de PCBs hasta de 40 ng/g grasa en alimentos de origen animal,
tales como: bovinos, ovinos, cerdo y aves de corral. Mientras que para los pescados

se permite un limite de hasta 300 ng/g peso.

3.3 Presencia de PCBs en alimentos

Algunas de las vias por medio de las cuales los PCBs se encuentran en los alimentos
que a diario se consumen estan directamente relacionadas con la presencia de estos
contaminantes en el medio ambiente. Por ejemplo, la presencia de PCBs en aguas de
los rios 0 en los mares se convierte en una fuente de PCBs para los animales que
habitan o estan relacionados con estos ecosistemas. Para el caso de la agricultura, la
persistencia de estos contaminantes en el aire, agua y tierra hace que puedan
encontrarse PCBs en verduras, frutas, granos y todos los alimentos que se cultivan en
los suelos. Sin embargo, dado la baja la solubilidad en medios acuosos, los alimentos
que provienen de la agricultura son los que presentan menor cantidad de PCBs en

alimentos.

La fuente mas comun de PCBs para la dieta humana son los pescados y mariscos y

en un menor grado estan los alimentos que provienen de animales de cria, como por
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ejemplo: el ganado porcino, vacuno y las aves de corral. Para el caso de la cria de
animales a escala comercial, la fuente primaria de PCBs es la alimentacion
suministrada a los animales. Esta alimentacibn en algunos casos puede estar
contaminada con sustancias quimicas, tales como: dioxinas, PCBs, metales pesados y
micotdxinas, que pasan de la carne a la poblacion, comprometiendo la salud de los
consumidores. Una vez que se ha encontrado la posible fuente de contaminacion, la
siguiente pregunta es: de donde proviene las materias primas con las cuales se
producen los piensos para animales, que calidad poseen estas materias primas y bajo
qué controles se realiza su produccién. En algunos casos estas materias primas
proceden de lugares, en donde la exposicibn a PCBs presenta altos limites, ya sea

durante el cultivo o el procesamiento a escala industrial.

En relacién a los piensos, en un trabajo realizado por Van der Fels-Klerx et al (2017)
se desarrollé un modelo mediante el cual se clasifican los ingredientes animales sobre
la base del riesgo potencial de los contaminantes presentes en concentraciones por
encima de los limites permitidos. Durante este trabajo se demostré que el modelo
propuesto es aplicable para el caso de dioxinas y PBCs en piensos para granjas de
animales en Holanda entre 2013 y 2014. Los alimentos que se encontraron en los
primeros lugares de riesgo son: aceites de origen vegetal y animal; maiz y pescado.
Este estudio también se menciona el impacto en la salud humana relacionada con
dioxinas y PCBs; y que es debido fundamentalmente a la contaminacion que puede
encontrarse en alimentos, tales como los huevos o la leche, ya que son los que
presentan la mas alta transferencia de estos contaminantes, lo que podria asociarse a

la facilidad que tienen de incorporar sustancias lipofilicas.

En un estudio realizado por Lee et al (2016) en mercados de Taiwan desde 2004 hasta
2012 se compar6 la distribucibn de PCDD/F y PCBs en nueve categorias de
alimentos. Los resultados muestran una tendencia de la reduccién de PCBs en el afio
2012 frente a los obtenidos en 2004. Tal como se ha manifestado anteriormente, los
pescados y mariscos, en especial los cangrejos presentan los valores mas altos de
PCBs, sin embargo los resultados obtenidos para el 2012 presentan una disminucion
aproximada del 65% frente a los resultados del 2004. Las carnes, productos lacteos y

cereales, presentan una reduccién que varia entre el 13 y 40%.

3.4 Presencia de PCBs en humanos

En un estudio realizado por Abdallah et al (2017) se determinaron los contaminantes

organohalogenados en pacientes con cancer colorrectal y paralelamente se hizé la
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determinacién en pacientes sanos, como grupo control. En lo que respecta a PCBs el
estudio pretendia verificar la presencia de los siguientes PCBs: 118, 138, 153, 170y
180. En relacién a los resultados en ambos grupos la concentracion de PCBs se
encontré por encima de un limite de cuantificacion de 0,1 ng/g y sin diferencias
significativas en las concentraciones de PCBs determinadas entre uno y otro grupo.

En un estudio realizado sobre 42 personas en Alemania (Fromme et al., 2016) se
encontraron altas concentraciones de PCB153, PCB180 y PCB138. En 11 de las 42
personas las concentraciones de PCBs estaban por encima de lo reportado en guias

sobre exposicién a agentes quimicos.

Otro ejemplo de la presencia de PCBs en humanos se da en un estudio realizado por
el gobierno de Canada (Haines et al., 2017) a través de su organismo sanitario, en el
cual se definieron valores de referencia para biomonitorizaciébn de contaminantes
organicos persistentes en humanos. En el 66,0% del total de los participantes en el
estudio fueron detectados contaminantes. El grupo mas numeroso de contaminantes
encontrados fueron los PCBs, con un total de 10, siendo los més significativos el
PCB153, PCB180 y el PCB138.
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4. Técnicas analiticas en la determinacién de PCBs

La gran capacidad toxicolégica que presentan los PCBs, como se ha indicado
anteriormente, explica un poco la razén de que existan muchos estudios en el campo
de la toxicologia analitica, en donde se realiza la determinacién de PCBs en matrices
ambientales, en su gran mayoria, en matrices biolégicas, principalmente sangre; y por
altimo en alimentos, los cuales vienen a convertirse en una fuente importante de
exposicion para los humanos a través de la dieta, en especial por el consumo de

pescados y mariscos.

A partir del nimero de congéneres existentes para los PCBs y de las concentraciones
limites que normativamente deben cumplir los alimentos, se hace necesario que los
métodos empleados para la caracterizacion y cuantificacion de estas moléculas no
solo posean una sensibilidad del orden de ppm, en algunos casos nanogramos, Sino

que sean selectivos y puedan diferenciar cada uno de los 209 congéneres.

4.1 Técnicas no cromatogréaficas o de deteccion

4.1.1 Técnica colorimétrica

La técnica colorimétrica se fundamenta en el color que adopta el medio disolvente en
que se encuentran disueltos los PCBs debido a la reaccién que se da entre una parte
de la estructura de PCBs y un reactivo o mezcla de reactivos. Por ejemplo, en el
método EPA 9079 la reaccion se da entre los atomos de cloro de la molécula de PCB
y una mezcla de sodio metdlico, naftaleno y dietilenglicol dimetil éter. EI método EPA
(9079) permite detectar concentraciones de PCBs hasta de 20 pg/g en aceites

empleados en equipos eléctricos industriales.

En el caso de la técnica propuesta por la EPA 9079 puede existir la posibilidad de que
otras moléculas pudieran responder a la prueba, lo que generaria un falso positivo, por
ejemplo, si la muestra analizada contiene una alta concentracién de sulfuros al aplicar
el reactivo propuesto por la EPA 9079 se formara un color amarillo en el punto final de
la reaccion, indicando la posible presencia de PCBs en la muestra, lo cual no puede
ser cierto. Sin embargo existe otro ejemplo, en donde la técnica colorimétrica resulta
ser altamente especifica. En el trabajo realizado por Cheng et al. (2018), se ha

desarrollo un método colorimétrico que permite la deteccién y cuantificacion de un
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PCB especifico, este es, el PCB 77 en una matriz como agua, que resulta ser mucho

menos compleja que una muestra biolégica.

Comparativamente un método colorimétrico resulta mas rapido y sencillo que un
método cromatografico. La deteccion del PCB se obtiene de manera visual y el
resultado puede estar disponible en cuestion de minutos. Sin embargo es necesario
mencionar que el método propuesto por Cheng et al (2018) tiene una mejora
significativa, ya que ha incorporado al método un aptamero, con el propésito de que el
método sea mas especifico. El aptdmero es una porciébn de una cadena de acido
nucleico que es capaz de reconocer una molécula de PCB especifica, actuando de

manera similar a la respuesta que tiene un anticuerpo frente a un antigeno.

4.1.2 Técnica electroquimica

La técnica electroguimica se fundamenta en la medicién de la corriente o voltaje que
se genera a través de la actividad de especies iénicas. La voltametria, amperometria,
conductimetria y la potenciometria, son ejemplos de técnicas electroquimicas, siendo
la potenciometria la de mayor uso en el laboratorio de analisis quimico. La técnica
electroquimica presenta algunas ventajas, tales como: la instrumentacion simple, de
facil miniaturizacion, buena determinacion cuantitativa, alta selectividad y sensibilidad

(Shi et al., 2016); y un rapido tiempo de respuesta.

Dado que los PCBs no tienen actividad electroquimica, es necesario la formacién de
un complejo entre un polimero de B-ciclodextrina y un indicador redox (Oxido de
grafeno reducido, polipirrol y ferroceno). Debido a la estructura especial que presenta
la B-ciclodextrina es posible alojar en la cavidad que posee, moléculas como PCBs,
mientras que la incorporacion de indicadores redox, le imprimen al sensor la

selectividad adecuada (Zheng et al., 2016).

En relacion a los limites de deteccion la técnica propuesta por Zheng en la cual se
emplean sensores electroquimicos ha probado tener limites de deteccion
significativamente bajos. En la tabla 3 se muestra una comparacion de los limites de
deteccién y el rango lineal entre la técnica electroquimica frente a otras técnicas, como

son: GC-MS, inmunoensayo cromatografico e inmunosensor electroquimico.
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Tabla 3. Comparacion del método electroquimico frente a otros métodos (Tomado de Zheng et

al., 2016)
Método Rango lineal (nM¥) Limite de detecciéon (nM)
GC-MS 0,068-860 0,0092
Inmunoensayo cromatografico - 3,1
Inmunosensor electroquimico 0,0034-340 0,001
Sensor electroquimico 0,001-10000 0,0005

*nM: nanomolar

4.1.3 Técnica ELISA

La técnica ELISA se basa en la deteccion de un antigeno por parte de un anticuerpo
gue se pone en contacto con una enzima y genera una respuesta que puede ser
medida, como por ejemplo: un cambio de color. ELISA es un método alternativo para
la deteccion de dioxinas, tales como los PCBs, empledndose en su mayor parte como
un método para detectar la presencia o no de PCBs y no con fines cuantitativos, ya
gue no tienen la especificidad de un método cromatogréafico que pueda diferenciar ente
los distintos PCBs.

Tsutsumi et al (2006) han desarrollado un método de ELISA para la deteccion del PCB
118 en muestras de pescados. Tsutsumi y su grupo de trabajo en su estudio con el
PCB 118 aprovecharon la alta especificidad que tiene este PCB con un anticuerpo
monoclonal. Una vez que el anticuerpo se une al PCB, se adiciona una enzima y se
somete a incubacion, lo cual genera un producto que resulta con una absorbancia que
puede ser medida a 450 nm. El método ELISA desarrollado por Tsutsumi et al fue
comparado de manera paralela con un método de HRGC/HRMS encontrandose que el
método de ELISA puede identificar PCBs en concentracion de hasta de 2 pg/g.

Otro ejemplo de la utilizacion de la técnica ELISA para la determinacion de PCBs es el
estudio realizado por Van Emon et al (2013), en donde se realiz6 la determinacion de
PCBs en muestras de suelo y sedimento, encontrdndose una aplicacion tanto
cualitativa como cuantitativa en la determinacion de PCBs, sin embargo es necesario

gque las muestras se encuentren altamente contaminadas.

4.1.4 Técnica CALUX

La técnica CALUX se fundamenta en el empleo de una linea celular modificada a la
cual se le ha incorporado un gen que responde a la actividad de la enzima luciferasa,
la actividad luminica producida una vez entra en contacto con la sustancia quimica es

la respuesta que puede ser medida. Las dioxinas y cualquier otra molécula que activen
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el receptor de aril hidrocarburos pueden llevar a la induccion de la expresion del gen
de luciferasa.

En el trabajo realizado por Hasegawa et al (2007) se realiz6 la determinaciéon de PCBs
en aceite de pescado empleando los métodos CALUX y HRGC/HRMS de manera
paralela. La comparacion de los resultados obtenidos en ambos métodos era otro de
los objetivos del estudio realizado por Hasegawa.

Los valores TEQ obtenidos por Hasegawa con la técnica CALUX son
aproximadamente la mitad de lo que puede ser obtenido con HRGC/HRMS. Esta
diferencia pudiera ser explicada por la respuesta de los estandares utilizados en el
método CALUX, las cuales fueron entre 1.5 a 2.12 veces mayor a la que presentaron
los estandares con el método HRGC/HRMS. La otra razon que podria explicar esta
diferencia es el efecto antagonista de especies especificas en la muestra. Debido a
estas limitaciones la principal aplicacion de CALUX es como una técnica para verificar
la presencia o no de PCBs.

Otra aplicacion de la técnica de CALUX se da en la deteccién de PCBs en muestras
de alimentos, en un estudio realizado por Winkler, 2015, en donde al aplicar la técnica
de CALUX en unas muestra de huevos se encuentra que los valores de PCBs
exceden los niveles permitidos. Una vez se informa de un resultado con CALUX este
debe confirmarse empleando un método cromatogréfico, como por ejemplo:
GC/HRMS.

4.2 Métodos cromatograficos

Las técnicas presentadas anteriormente corresponden a técnicas no cromatograficas y
gue son utilizadas generalmente en una fase inicial del proceso analitico, con el
proposito de detectar la presencia de PCBs. Son técnicas rapidas con una
instrumentacion simple, con gran sensibilidad y limites de deteccién bajos, sin
embargo la selectividad no resulta ser adecuada ante muestras con algun grado de
complejidad, como son los alimentos. Es por ello, por lo que cuando son empleadas
estas técnicas los resultados deben ser confirmados empleando un método

cromatogréfico.

Los métodos cromatograficos en comparacion con las técnicas no cromatograficos

presentan la ventaja de poder detectar y cuantificar varias moléculas de PCBs en una
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misma prueba, incluso es posible cuantificar los 209 congéneres en un mismo

cromatograma.

La cromatografia es una técnica analitica en el cual los componentes de una mezcla
se separan o distribuyen entre dos fases, una fase estacionaria o fija, y una fase mévil
en la cual se encuentra la mezcla, cuyos componentes se pretenden separar. Las
técnicas cromatograficas empleadas para la deteccion y cuantificacion de PCBs son

las siguientes:

= Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

= Cromatografia de gases acoplada a un detector de captura electrénica (GC-
EDC)

= Cromatografia de gases acoplada a un espectrofotobmetro de masas (CG-MS)

= Cromatografia de gases de alta resolucion acoplada a un espectrofotometro de
alta resolucion (HRGC-HRMS)

De las técnicas cromatograficas la que se emplea mas en la determinacion de PBCs
es la cromatografia de gases, mientras que la cromatografia liquida tiene una
aplicacion mas que todo preparativa en el analisis de PCBs. La deteccion de captura
electronica en cromatografia de gases es de uso frecuente en la determinacién de
PCBs, ya que es capaz de brindar bajos limites de deteccion y alta precision, sin

embargo resulta ser menos sensible y especifica que un espectrofotbmetro de masas.

4.2.1 Cromatografia liquida de alta resolucién

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en la determinacion de PCBs fue
empleada en el estudio de Olsovska et al (2010), en el cual se utilizd6 un equipo
UHPLC en fase reversa junto con varias columnas de fase C18, con didmetros de
particulas de 1,7 um o de diametros menores. El método permite determinar hasta 16
PCBs, con un coeficiente de correlacion entre 0,997 y 0,999; y limite de deteccion
entre 0,1 y 0,5 ppm. El orden de elucién de los picos obtenidos fue corroborado
empleando GC/MS, sin embargo una limitante que pudiera mencionar sobre este
estudio, es que el método no fue puesto a prueba en lo concerniente a la recuperacion

frente a una matriz, por ejemplo una muestra de tejido.

Otro trabajo en donde se empled una técnica HPLC acoplada a MS fue el que realizd

Quinete et al. (2015, 2016), en donde se determinaron las concentraciones de PCBs,
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sin embargo hay que anotar que los PCBs estaban hidroxilados, lo que facilitaba su

interaccion con la fase estacionaria empleada en cromatografia liquida.

Si bien el empleo de la cromatografia liquida no resulta conveniente para la
determinacion de PCBs, a través de varios estudios (Cettier et al., 2015; Cloutier et al.,
2017; Deshpande et al., 2013) se logra poner de manifiesto su empleo como parte del

método de limpieza de la muestra previo a la inyeccién al cromatdgrafo de gases.

4.2.2 Cromatografia de gases con deteccion de captura electronica
(GC/ECD)

En la tabla 4 se pueden observar las condiciones de andlisis y del instrumento
empleado en la determinaciobn de PCBs mediante cromatografia de gases con
deteccién de captura electrénica. En virtud de los objetivos planteados en este trabajo,
las condiciones recopiladas en la tabla 4 son: matriz en la cual se encuentran los
PCBs, columna, condiciones cromatograficas, limite de deteccibn y rango de
cuantificacion. Es importante conocer la matriz en que se desarrolla el estudio, ya que
lo que se pretende es que el método propuesto al final de este trabajo es determinar
PCBs en alimentos, por lo que es preferible conocer estudios realizados en muestras
de pescados, lacteos, tejidos, etc. La columna en conjunto con unas adecuadas
condiciones cromatograficas son importantes para lograr una adecuada resolucion
entre cada uno de los PCBs, asi como tener un limite de deteccion que se ajuste a los

objetivos que pretende el método o bien por exigencias regulatorias.

Tabla 4. Estudios de determinacién de PCBs mediante GC con ECD

Autor

Limite de
deteccion /

Columna Rango de

Matriz Condiciones cromatograficas

Gas de arrastre: Nitrogeno
Flujo: 1 mL/min

cuantificaciéon

Bordajandi
et al., 2008

Leche materna

DB-5, 30m x
0.25mm x 0.25um

Temperatura del detector: 300°C
Temperatura del horno: 2 min: 80°C;
30°C/min: 80- 185°C; 1.5°C/min: 185-

230°C; 5°C/min : 230-270°C

0.04 — 0.4 pg/uL

Durante et
al., 2016

Tejido adiposo
subcutaneo de
Delfin

DB5, 30m x
0.25mm, 1pm

Gas de arrastre: Hidrégeno (13 psi)
Gas de purga: Nitrégeno
Volumen de inyeccion : 2uL
Temperatura del inyector: 280°C
Temperatura del detector: 320°C
Temperatura del horno: 1 min: 70°C;
40°C/min: 70- 170°C; 1.5 min: 170-

240°C; 15 C°min: 240-300°C; 11 min:

300°C

0.05 — 1.68 ng/L

Fromberg et
al., 2011

Lacteos y
pescados

CP-Sil-5CB, 50m
X 0.25mm x

Gas de arrastre: Helio
Inyeccién splitless: 2uL

05-4pL
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0.25um
DB-17, 60m x
0.25mm x 0.25um

Temperatura del detector: 320°C
Temperatura del horno: 1 min: 90°C;
30°C/min: 90- 180°C; 10 min: 180°C;
2°C/min: 180 -240°C; 10°C/min: 240-

280°C; 20 min: 280°C

Glynn et al.,
2011

Sangre

Ultra-2, 50m x
0.20mm x 0.33um
+
DB-17, 60m x
0.25mm x 0.25um

Gas de arrastre: Helio (0,6 y 1,3
mL/min)
Gas de purga: Nitrégeno, 40-
60mL/min
Volumen de inyeccién : 2uL
Temperatura del inyector: 200°C
Temperatura del detector: 300°C
Temperatura del horno: 1.3 min:
105°C; 20°C/min: 105- 210°C; 2 min:
210°C; 2 C°min: 210-260°C; 5 min:
260°C; 5 C°min: 260-270°C; 8 min:
270°C

1-7 pg/g

Jones et al.,
2006

Pescado
(musculo)

HP-5MS, 30m x
0.25mm x 0.25um
(dual)

Gas de arrastre: Helio (1.35 mL/min)
Gas de purga: Metano: Argoén (5:95),
65mL/min
Volumen de inyeccion : 2uL
Temperatura del inyector: 305°C
Temperatura del detector: 305°C
Temperatura del horno: 2 min: 130°C;
1.4°C/min: 130- 255°C; 18 C°min:
265°C; 9 min: 265°C

1.0 £ 0.3 pg/kg

Lemarchand
etal., 2010

Higado de nutria (
Lutra lutra)

Rtx-5, 60m x
0.25mm x 0.25um

Gas de arrastre: Nitrégeno
Volumen de inyeccion : 2L
Temperatura del horno: 2 min: 75°C;
15°C/min: 75- 150°C; 1,2 C°min: 150-
256°C; 25 C%min: 256-300°C

0.5-1.0ng/g

Perugini et
al., 2013

Musculo de
pescado
(Oncorhynchus
mykiss)

Rtx-5MS, 30m x
0.25mm, 0.25um

Volumen de inyeccion : 1pL
Temperatura del inyector: 270°C
Temperatura del horno: 1 min: 60°C;
10°C/min: 60- 190°C; 13 min: 190°C;
3 C%min: 190-270°C; 6.33 min: 270°C

0.1-1.4ngl/g

Crespo et
al., 2005

Algas

BP5, 30m x
0.25mm, 0.25um

Gas de arrastre: Nitrogeno (1 mL/min)
Volumen de inyeccion : 1pL
Temperatura del inyector: 280°C
Temperatura del detector: 320°C
Temperatura del horno: 1 min: 50°C;
15°C/min: 50- 200°C; 7 °C/min: 200-
320°C; 8 min: 320°C

0.62 (PCB118) -
19.0(PCB77) ug/L

Torres et al.,
2015

Tejido graso de
ballena (
Eubalaena
australis)

SPB-5, 30m x
0.25mm, 0.25um

Gas de arrastre: Helio (1,5 mL/min)
Volumen de inyeccion : 1pL
Temperatura del inyector: 275°C
Temperatura del detector: 290°C
Temperatura del horno: 1 min: 100°C;
5°C/min: 100- 150°C; 1 min: 150°C;
1.5 °C/min: 150-240°C; 10 °C/min:
240-300°C; 10 min: 300°C

0.08 — 0.33 ng/mL

A partir de los datos mostrados en la tabla 4 se puede observar que la técnica de GC

acoplada a un detector de ECD tiene la posibilidad de utilizarse en distintos tipos de

matrices. En todos los casos, excepto en los que no se mencione, el detector

empleado fue un detector de captura electrénica de ®*Ni. La columna de mayor uso en

estos trabajos fue la G27, segun la clasificacion de fases estacionarias de la USP

(farmacopea americana) y que corresponde a una composicion de (5%/Fenil)-

metilpolisiloxano. Los gases de arrastre y purga pueden variar entre Hidrégeno,

Nitrégeno y Helio, mientras que el flujo puede ser de 1 mL/min. El gradiente de
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temperatura para el horno puede ajustarse dependiendo los tiempos de retencion de
las moléculas de PCBs presentes en la matriz, partiendo de una temperatura de 50°C
hasta 320°C. La temperatura del inyector y del detector deben estar cerca de los
300°C, siendo la temperatura del detector unos 30 o 40°C mayor que la presenta el

inyector.

4.3 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS)

En una monografia sobre PCBs de la Agencia internacional para la investigacion del
cancer (IARC, 2015) menciona que el método para la determinaciéon de PCBs es
esencialmente el mismo indistintamente del tipo de matriz, esto es, GC/MS. Esta
informacién es consecuente con la mayoria de los articulos consultados durante este

trabajo.

Al igual que el método de cromatografia de gases con deteccién de captura electronica
(GC/EDC), la columna de mayor uso para la separacion de PCBs mediante GC/MS fue
la G27 (clasificacion USP). Las marcas de mayor uso resultan ser: DB-5MS, ZB-5MS'y
HP-5MS. En comparaciéon con el método de GC/ECD, el gas de arrastre en la mayoria
de los estudios consultados, sino en todos, fue el Helio a un flujo de 1 mL/min. El
volumen de inyeccién puede variar entre 1 y 5 uL; mientras que la temperatura del
inyector se ubica en un valor cercano a los 280°C. El gradiente de temperatura del
horno generalmente inicia con un valor entre 60°C y 80°C, en donde puede
permanecer alrededor de uno a dos minutos. Luego incrementa hasta los 180°C
empleando un gradiente cercano a los 10°C/min. Seguido se emplea un gradiente
menor, que puede estar entre los 3°C/min a 5°C/min hasta una temperatura entre
280°C a 310°C. Una vez alcanza la temperatura final puede permanecer en este valor

hasta por 25 minutos, para un tiempo total de corrida aproximado de una hora.

En relacion a las condiciones de operacion del espectrémetro de masas la
identificacion se realiz6 por comparacion de los tiempos de retencion empleando para
ello estandares certificados y monitorizacion selectiva de iones (SIM). La temperatura

de la fuente i6nica estuvo en un valor cercano a los 250°C.

4.4 Problemas de calidad durante la determinacion de PCBs (Konieczka et
al., 2010).

De manera general la determinacion de PCBs en alimentos, en las cuales se esperan
concentraciones a niveles traza, involucra las siguientes etapas (Konieczka et al.,
2010):
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1. Obtencion de la muestra (muestreo).

2. Transporte y almacenamiento de muestras.
3. Preparacién de las muestras para analisis.
4. Determinacion final de los PCBs.

5. Célculo e interpretacion de la data.

6. Control y aseguramiento (QA/QC) de las medidas analiticas e informe de los

resultados.

Si bien todas las etapas del proceso de determinacion de PCBs tienen directa o
indirecta relacién con el método, las 2 primeras etapas pueden estar comdnmente
asociadas a errores humanos durante el muestreo y transporte de las muestras.
Contrario a las etapas iniciales, la preparacion de las muestras y la determinacion de
los PCBs tienen una importante relacién con la confiabilidad que pudieran tener los
resultados obtenidos. Por lo que no es posible pensar en el éxito de un método si la
preparacion de la muestra no logra asegurar una recuperacion que se ajuste a los
objetivos del método. Por otra parte, si la columna no resulta ser la adecuada, en
adelante nada deberia funcionar de manera correcta. Es por ello, por lo que se hace
necesario considerar los posibles problemas que pueden presentarse durante el
desarrollo del método y las posibles alternativas en caso de que los primeros ensayos

no logren presentar el mejor desempefio.

4.4.1 Selectividad

Se entiende por selectividad a la capacidad que tiene el método de discriminar el
analito o los analitos de interés frente al resto de componentes que pudieran estar
presentes en la matriz objeto de estudio. En cromatografia esto significa que el pico de
interés debe encontrarse debidamente resuelto de los picos adyacentes, por un lado, y
por otro, de que el pico debe ser puro, lo que se refiere a que no debe haber
solapamiento de picos. La resolucion (Rs) es el pardmetro utilizado en cromatografia
para evaluar la diferencia en los tiempos de retencién y con ello la correcta separacion
entre dos picos. Segun el capitulo 621 de la USP 40 (USP, 2018), la resolucion se
define como la separacién que hay entre 2 componentes de un cromatograma definido

por la siguiente formula:

Rg = 2 = (tgy — tra)/(W; + W3)
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Donde tg, €s tr; SoOn los tiempos de retencion de cada uno de los componentes; y W, y
W, corresponden a los anchos de banda de cada uno de los picos. En la figura 2 se
muestra de manera grafica los conceptos de tg y W, asi como el concepto de

resolucion cromatogréfica.
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Fig. 2. Separacion cromatografica entre 2 componentes, tomado de la USP 40

En cromatografia de gases la resolucion entre los picos se ve especialmente afectada
en funcion de algunas condiciones del método, entre las cuales estan:

= Eltipo de columna empleada
= Los parametros de separacion cromatografica, por ejemplo: el flujo del gas o el

gradiente de temperatura.

En un andlisis cromatografico la separacion de dos o mas sustancias se da en virtud
de la interaccién entre el analito y la fase estacionaria. Esta interaccién depende por
un lado de las propiedades fisicoquimicas del analito, la cual es una variable que esta
fuera de nuestro control. Por otro lado esta la quimica de la fase estacionaria, que
ofrece la posibilidad de realizar ajustes y con ello poder lograr una resolucion

adecuada para el método.

La separacion de dos especies en cromatografia puede darse a través de distintos
procesos fisicoquimicos, entre los cuales se encuentran: adsorcién, distribucion de
masas o intercambio i6nico. Sin duda el curso que adopte el método cromatografico
dependera no solo del analito que se pretende separar o cuantificar, sino también del
resto de componentes presentes en la matriz objeto de estudio, asi como de la

interaccion con la fase estacionaria.
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4.4.2 Calibracion

A través de la calibracién podemos asegurar que la respuesta obtenida por el equipo
corresponde a los valores conocidos o esperados del analito. Dado que la curva de
calibracién tiene un componente predictivo es necesario que la respuesta del
instrumento sea dependiente de la concentracibn en que se encuentre el analito

estudiado. La calibracién depende de los siguientes factores:

= Eltipo de instrumento de medida.

= El nimero de muestras.

= Una amplia distribucién de las concentraciones de las muestras sobre la curva
de calibracion.

= La precisién requerida del método.

= La composicion de la matriz.

= La posibilidad de que la composicion de la muestra pueda cambiar durante el
proceso de andlisis.

Gran parte de la decision sobre la eleccién del instrumento de medida estara
condicionada por los niveles de concentracion esperados para la muestra, por lo que
se requerird un instrumento que pueda dar un limite de deteccibn menor a la
concentracion del analito. Atendiendo a las normativas regulatorias en relacion a los
niveles permitidos de PCBs en alimentos es necesario que el limite de deteccién que
pueda dar el cromatégrafo de gases sea menor de 20 ng/g, lo cual se cumple en los
distintos estudios de determinacion de PCBs en alimentos consultados durante este
trabajo. De igual forma se necesita que el método tenga una precision adecuada, la
cual debe quedar definida en el QA/QC y debe ser verificada a través de la validaciéon

del método de analisis.
Sobre el resto de los factores que afectan la calibracion, se puede decir que dependen

de la constitucién de las muestras, por lo que es tan importante el instrumento, como

la seleccion de un método adecuado de preparacion y limpieza de la muestra.
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5. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas en la
determinacion de PCBs en alimentos

En cuando a la técnica utilizada para la determinacion de PCBs, si bien existen varias
que ofrecen una alta especificidad, la técnica de mayor uso y recomendada por lo
entes normativos es la de cromatografia de gases acoplada a un detector de masas.

Para definir finalmente tanto el método, como las condiciones de trabajo del mismo, se
realizé la revision de varios estudios de determinacion de PCBs en muestras de
alimentos, tal como puede observarse en la tabla 5. De esta forma las condiciones del
método se estableceran teniendo en cuenta los elementos comunes que pudieran
existir entre la bibliografia revisada, la cual estd compuesta basicamente de: estudios
de determinacion de PCBs en alimentos y de las guias normativas. De igual forma
cobra especial importancia las recomendaciones vistas en el item 4.4, en el cual se
relacionan algunos de los problemas que pudieran presentarse durante la
determinaciéon de PCBs, y en la medida en que se logren evitarse o solucionarse

rapidamente estos inconvenientes se asegurara el éxito del método propuesto.
El método propuesto al final de este trabajo estara compuesto de las siguientes partes:

= El método de preparacion y limpieza de la muestra.
= La columna empleada para el andlisis cromatografico.
= Las condiciones de separacién del método cromatogréfico.

= Los requerimientos en términos de sensibilidad y precisién de método.

No se incluyen en el marco de este trabajo lo relacionado con la toma de la muestra y

el procesamiento de los datos.

En la tabla que se muestra a continuacién pueden observarse los estudios que forman
parte de la revision realizada sobre la determinacién de PCBs por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas. Informacion tal como la preparacion de la
muestra, condiciones cromatograficas y del espectrofotbmetro de masas, asi como los

LOD, LOQ y coeficiente de correlacion lineal se encuentran en la tabla 5.
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5.1 Resultados de la consulta bibliografica

Tabla 5. Estudios de determinacién de PCBs mediante GC acoplado a MS.

Moléculas Condiciones LODéLOQ
. . . Preparacion de la | identificadas Condiciones . o
Estudio Matriz Técnica g espectrémetro de (Coeficiente
muestra ylo cromatogréficas
- masas de
cuantificadas L
correlacion)
Cromatografia de Columna: HP-5MS; 30m x
1. Specific profiles of gases (GC) o 250 pm; 0.25pm
. Homogenizacion, Se lograron . o
polybrominated acoplada a e o Volumen de inyeccién: 1 pL
: p saponificacion, cuantificar . . )
diphenylethers Musculo e espectrometria de - : Gas de arrastre: He LOQ: 1,36 -10,6
(PBDEs) and higado de masas (MS) en extraccion, 13PCBs, siendo Flujo: 1,3 mL/min Operado en modo de ng/
polychlorinated pegscado y modo de evaporacion, limpieza | los PCBs 28, 52 Tempeia.tur,a del horno: 3 monitoreo de ion 99
biphenyls (PCBSs) in delfin ionizacion ex(t)rggtrcl)ﬁcir?c:eocr::icéil al a}l;ljr?dlgr?tzsazn min: 75°C; 15°C/min: 75- seleccionado (SIM) R >0,99
fish and tucuxi dolphins negativa de ’Gg escados 150°C; 2°C/min: 260°C;
(Quinete et al.,2011) captura P ) 20°C/min: 300°C; 1 min:
electrénica 300°C
. ) . Temperatura linea de
2. Method validation for COIumg%é%?n,S'lﬂsn’qlsm X transferencia: 250°C
243 pesticides and . ’ m, 1um . Temperatura fuente
- Cromatografia de ) Volumen de inyeccion: 2,5 o o
environmental Carne de ases de baia Se empleé 13 PCBs (77 L ibnica: 320°C
contaminants in meats ganado gases ) QUEChERS. ' H . lonizacién electronica: - LCL: 0,5 ng/g
presion(LPGC) I L 81, 105, 114, Gas de arrastre: He
and poultry by tandem vacunoy Extraccion, extraccion o . 70eV
L acoplada a ) 123/128, 126, Flujo: 2,0 mL/min
mass spectrometry porcino; y . en fase solida, . Temperatura R >0,99
espectrometria de I ; . 126/157, 170, Temperatura del horno: 1,5 . o
coupled to low- aves de . limpieza e inyeccion o, OMG . cuadrupolo: 150°C
ressure gas corral masas Tandem al GC 180y 189) min: 70°C; 80°C/min: 70- Gas de colision: Ni (1,5
P 9 (MS/MS) 180°C; 40°C/min: 250°C; on- N,
chromatography (Han . X o mL/min)
70°C/min: 320°C; 3,4 min: L )
et al., 2016) 320°C Gas de enfriamiento:
He (2,25 mL/min)
3. Organochlorine Cromatoarafia de Columna: HP-5MS; 30m x Temperatura fuente
pesticides and ases ge baia 6 PCBs (28, 52, 0,32mm; 0.25pm ibnica: 280°C
polychlorinated Leche, gresic')n(LPGJC) Homogenizacion, 101, 138, 153y Temperatura inlet inyeccion: La ionizacion fue LOQ: 0,01 -0,09
biphenyls in grass, yak musculo e P acoplada a extraccion, limpieza, 180), sin 280°C realizada en modo de pa/g
muscle, liver, and milk higado de es ectch))metrl’a de concentracion, embargo el Volumen de inyeccién: 1 pL ionizacion electronica
in Ruoergai high yak nf)asas Tandem inyeccion al HRGC 1802 no fue Flujo: 1,3 mL/min (ED
altitude prairie, the detectado Temperatura del horno: 2 La energia de electron

eastern edge

(MS/MS)

min: 50°C; 10°C/min: 50-

fue de 40eVy la
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of Qinghai-Tibet
Plateau (Nan Gai et
al., 2014)

180°C; 2 min: 180-220°C;
10°C/min: 220-290°C; 15
min:290°C

corriente electrénica de
650pA

4. Polychlorinated
biphenyls (PCBs),

Columna: ZB-5MS; 60m x
0,25mm; 0.25um
Precolumna: ZB-5MS; 5m x

Operado en modo
MS/MS. Gas de
descarga trampa de

polychlorinated Cereales i 0,25mm; ; i
diphenyl ethers (avena, Ultra fia d H L, :gl-;g Pl%?sl(gg Volumen de inyeccion: 40 uL Vol |_ones.| ':'I'.S' dor- LOD: 0,11 -0,59
(PBDES) and hojuelas cromatografia de omogenizacion, , , , Flujo: 1,0 mL/min oltaje multiilicador: 0a/g
oraanochlorine astas ’ gases (UGC) extraccion, limpieza, 153, 180, 194, Gas dé a’rrastre' He 1700 V.
esticgides in selected Fi)warina‘ con inyector PTV extraccion 77,81, 105, 14, Temperatura del hbrnO' 3 EI MS fue calibrado con LOQ: 0,01 -0,30
pcereals available on salvadc; acoplada a concentracion, 118, 123, 126, min: EOOOC' 10°C/min: 1'0_ perfluoro- terbutilamina ’ ’/ ’
the Polish retail market | pan papiI’Ia espectrometria de inyeccion al GC 156, 157, 167, 186°C' ) 1‘7°C/min' 180- en modo ionizacion Pa’g
(Roszko et al., 2014 | y frituras) masas (MS) 169y 189) 200°C; 2 min: 200°C; pos'g‘l’gcfrzr']?;ga"to R >0,98
(o] in: - o - H-.
and Roszko et al., 1,8 C/mlnl. 200 24Q C 2 min: Temperatura linea de
2012) 240°C; 50°C/min: 240- ;
280°Ci' 15 min'2.80°C transferencia: 320°C
Columna: J&W Scientific,
DB-1701
, Homogenizacién, Temperatura inlet inyeccion: Energia de ionizacion:
5. Multi pesticide and Crggitsogreagﬁade extraccion, 260°C 70eV
P_CB_re5|dues in N|_Ie Pescgdo resolucion separacion _de la 4 PCBs (28, 52, Flujo: 1,2 mL/rr'un Temperatura:}. interfase: LOD: 2,0 uglkg
tilapia and catfish in (Tilapia y (HRGC) acoplada parte lipidica, 118y 138) Gas de arrastre: He 280°C
Assiut city, Egypt bagre) a espectrometria limpieza, Temperatura del horno: 1 La seleccién de iones
(Yahia et al., 2014) de r%asas (MS) concentracién e min: 40°C; 30°C/min: 40- en el modo SIM fue
inyeccion al GC 130°C; 5°C/min: 130-250°C; dividida en 14 grupos
10°C/min: 250-300°C;5
min:300°C
6. Occurrence,
variability and human Columna: Rtx-5MS, 60m x
exposure to Cromatografia de Homogenizacion, 0,25mm; 0.25pm e,
. = ; . Cuantificacion de los
Polychlorinated gases de alta extraccion, 11 PCBs (77 Volumen de inyeccion: 1,5 compuestos
Dibenzo-p-dioxins resolucion concentracion, 81 105 114’ pL seleccignados fue LOD/LOQ:
(PCDDs), Leche de (HRGC) acoplada limpieza, X . . Flujo: 1,5 mL/min : X 0,007-2,31 pg/g
. ; . . 118, 123, 126, ) realizada mediante el
Polychlorinated vaca a espectrometria fraccionamiento, 157,167, 169 y Gas de arrastre: He método de dilucion
Dibenzofurans de masas qg alta sec_ado_,l 189) 'I'_emper?tgra ?Fl hqrrlo: 3 isotopica usando el
(PCDFs) and resolucion reconstitucion e min: 120°C; 20°C/min: 120- software Target Lynx
Dioxin-Like (HRMS) inyeccion al GC 180°C; 2°C/min: 180-270°C;

Polychlorinated
Biphenyls (DL-PCBs)

19 min:270°C

33




in dairy products
(Aranguiz et al., 2015)

7. Streamlined sample
cleanup using
combined dispersive

Cromatografia de
gases de baja

Homogenizacion,

Columna: SLB-5MS; 5m x
0,53um; 1pm
Volumen de inyeccion: 5 L

Temperatura
transferencia: 250°C
Temperatura fuente

solid-phase resion(LPGC) extraccion. limpieza 9 PCBs (105, Gas de arrastre: He i6nica: 320°C
extraction and in-vial Camarones P acoplada a SPE conc’entrgci(’)n’ 114, 118/123, Flujo: 2,0 mL/min Energia de ionizacion: - LOD < 0.5n/
filtration for analysis of es ectr,?)metrl’a de reéonstitucién e ' 126, 156, 157, Temperatura del horno: 1,5 70eV N9’y
pesticides and nf)asas Tandem inveccion al GG 167 y 169) min: 70°C; 80°C/min: 70- Temperatura
environmental (MS/MS) y 180°C; 40°C/min: 180- cuadrupolo: 150°C
pollutants in shrimp 250°C; 70°C/min: 250- (Sapozhnikova et al.,
(Han et al., 2014) 320°C; 4,5 min: 320°C 2013)
8. %'ng?:aﬁgﬂ g’flp'd Columna: BPX-50, 30m x Rango masa: m/z 45-
olvchlorinated 18 PCBs (28, 0,25mm; 0.25um 750
poly , 52,77, Volumen de inyeccién: 8 pL Temperatura fuente
biphenyls, Cromatografia de E o o X N
: xtraccion , limpieza, 81, 101, 105, Flujo: 1,3 mL/min idnica: 250°C )
polybrominated P d gases (GC) PE = 114118 12 d H T li LOQ: 0,1-0,5
diphenyl ethers, and escado y acoplada a S ,cont_:ent_r,auon, , 118, 123, Gas de arrastre: He emperatura linea Lg/kg
olvevelic arorﬁatic camarones espectrometria de reconstitucion e 126, 138, 153, Temperatura del horno: 4.3 transferencia: 280°C
hp yey L p inyeccion al GC 156, 157, 167, min: 80°C; 30°C/min: 80- Voltaje del detector: -
ydrocarbons in fish masas (MS-TOF) 169, 220°C; 2°C/min: 220-240°C; 1950V
(K;gg;:\;gngsal 180 y189) 10°C/min: 240-340°C; 15 Frecuencia adquisicion
" min:340°C datos: 3 espectros/s
2011)
r?]észreg%rl?;?rno%f_ Columna: Rtx-5MS, 30m x Temperatura fuente
Coat(f | magnetio 0,25mm; 0.25um iGnica: 230°C
. 9 Cromatografia de Homogenizacion, Volumen de inyeccion: 1 L Temperatura linea .
microsphere AR .. . . o LOD: 0.02 -
and its application in gases (GC) extraccion, Ilrn_pleza, 7 PCBs (28, 52, Flujo: 1,0 mL/min transferencia: 250°C 4.40 ng/g
the multi-residue Pescado acoplada a concentracion, 101, 118, 138, Gas de arrastre: He Operado en modo de ’
analvsis of pesticides espectrometria de reconstitucion e 153y 180) Temperatura del horno: 4 deteccion R > 0.9903
anyd PCBFs) in fish masas (MS/MS) inyeccion al GC min: 40°C; 25°C/min: 40- monitorizacion de ‘
125°C; 10°C/min: 125- reaccion selectiva
byGC-MS/MS (Peng 300°C; 10°C/min:300°C
et al., 2015) ' )
10. Comparison of Cromatografia de Columna: DB-5MS, 50m x Temperatura
- ~omp gases (GC) Homogenizacion, 0,25mm; 0.25um per )
seven indicator PCBs A AR . L transferencia: 290°C
Carne de acoplada a extraccion, limpieza, 7 PCBs (28,52, | Volumen de inyeccién: 2 pL
and three coplanar p - L . MS operado en modo .
. res, cerdoy | espectrometria de concentracion, 101, 118, 138, Flujo: 1,0 mL/min N LOD: 2.05 pg/g
PCBs in beef, pork, A ) de monitorizacion
pollo masas de alta reconstitucion e 153y 180) Gas de arrastre: He selectiva de iones

and chicken fat (Kim et
al., 2004)

resolucion
(HRMS)

inyeccion al GC

Temperatura inyector: 280°C
Temperatura del horno: 1
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min: 120°C; 10°C/min; 120-
220°C; 4°C/min: 220-280°C;
30°C/min:280°C

11. Polychlorinated
biphenyls (PCBs) and
Polybrominated
Diphenyl ethers
(PBDESs)
in three fish species
from an estuary in the
southeastern coast of
Brazil (Lavandier et al.,
2013)

Musculo e
higado de
pescado

Cromatografia de
gases (GC)
acoplada a

espectrometria de
masas (MS)

Saponificacién,
homogenizacion,
extraccion, limpieza,
concentracion,
reconstitucion e
inyeccion al GC

25 PCBs

Columna: HP-5MS, 30m x
0,25mm; 0.25um
Volumen de inyeccion: 1 L
Flujo: 1,1 mL/min
Temperatura inyector: 280°C
Gas de arrastre: He
Temperatura del horno: 3
min: 75°C; 15°C/min: 75-
150°C; 2°C/min: 150-260°C;
20°C/min:260-300°C; 10 min:
300°C

Temperatura interfase:
280°C
Temperatura fuente
ionica: 300°C
Operado en modo SIM

LOQ: 1.89 —
5.94 ngl/g

R?>0.995

12. Polychlorinated
dioxins, furans
(PCDD/Fs), dioxin-like
polychlorinated
biphenyls (dI-PCBs)
and indicator PCBs
(ind-PCBs) in egg and
egg products in Turkey
(Olanca et al., 2014)

Huevo y
productos
derivados de
huevo

Cromatografia de
gases (GC)
acoplada a

espectrometria de

masas de alta
resolucion
(HRMS)

Homogenizacion,
extraccion, limpieza,
concentracion,
reconstitucion e
inyeccion al GC

18 PCBs

Columna: DB5-MS, 60m x
0,25mm; 0.25pm
Flujo: 1,2 mL/min

Gas de arrastre: He
Temperatura del horno (no-
ortoPCBSs): 20°C/min: 110-
200°C; 4°C/min: 200-280°C;
20 min: 280°C; 5°C/min:280-
300°C; 8 min: 300°C
Temperatura del horno
(mono-orto e ind-PCBSs):
20°C/min: 110- 200°C;
4°C/min: 200-300°C; 10 min:
300°C

Modo de impacto
electrénico y SIM
Temperatura fuente
iGnica: 260°C
Energia electrén: 35eV
Voltaje del detector:
350V

LOQ < 0.276
pg/g

13. Method
development for the
simultaneous
determination
of polybrominated,
polychlorinated, mixed
polybrominated/chlorin
ated
dibenzo-p-dioxins and
dibenzofurans,
polychlorinated
biphenyls

Pescado

Cromatografia de
gases (GC)
acoplada a

espectrometria de

masas de alta
resolucion
(HRMS)

Homogenizacion,
extraccion,
concentracion,
reconstitucion e
inyeccion al GC

28 PCBs

Columna: ZB-5MS, 60m x
0,25mm; 0.25um
Flujo: 1,0 mL/min

Volumen de inyeccion: 1 pL
Temperatura inyector: 270°C
Gas de arrastre: He
Temperatura del horno: 2
min: 75°C; 15°C/min: 75-
150°C; 2,5°C/min: 150-
290°C; 1 min: 290°C

Temperatura fuente
i6nica: 280°C
Modo de ionizacion d
impacto positivo
Energia electrén: 36eV
Corriente trampa: 600
HA

LOQ: 0.17-0.34
pa/g
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Detector MS ionizacion
de impacto electrénico
en modo SIM

Detector programado LOQ < 0,25 ug/L
m/z en 360 y estandar
interno en m/z en 362

and polybrominated

diphenyl ethers in fish
Columna: ZB-5MS, 30m x

0,25mm; 0.25um

Flujo: 0,9 mL/min
Temperatura inyector: 280°C

Gas de arrastre: He

(Zacs et al., 2015)
14. Uptake and
depuration of PCB-153 Cromatografia de Extraccion, limpieza
inedible shrimp gases (GC) concenfracién '
Palaemonetes Camarones acoplada a NN PCB 153
. ; reconstitucién e .
varians and human espectrometria de inyeccion al GC Temperatura del horno: 2
health risk assessment masas (MS) min: 40°C; 10°C/min: 40-
(Grilo et al., 2014) 180°C; 6°C/min: 180-310°C;
10 min: 310°C
Columna: DB-5, 60m x
15. Analysis of dioxins, Cromatografia de 0,25mm; 0.25um Temperatura linea de
furans and DL-PCBs in Pescado, gases de alta Flujo: 1,0 mL/min transferencia: 250°C
food and feed samples | carne de res resolucion Extraccion, limpieza, Volumen de inyeccién: 2 uL Temperatura fuente
from Lithuania y cerdo. (HRGC) acoplada concentracion, No reporta Gas de arrastre: He iGnica: 250°C LOQ: 0.2 ng/k
and estimation of Alimento a espectrometria reconstitucion e P Temperatura del horno: 2 El (energia impacto - 02 NAikg
human intake para de masas de alta inyeccion al GC min: 120°C; 30°C/min: 120- electronico): 40eV
(Godliauskiene et al., animales resolucion 200°C; 6°C/min: 200-280°C; | Operado en modo SIM
2012) (HRMS) 10°C/min: 280-320°C;5 min: resolucion 10000
320°C
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5.2 Método propuesto para el andlisis de PCBs por GC/MS

De la revision realizada se observa de que muchos trabajos estan basados en
estudios realizados previamente, de la cual toman las condiciones de la preparacion
de la muestra y del método; y realizan ajustes en virtud de la matriz estudiada y de las
condiciones propias de cada laboratorio, como por ejemplo: la tecnologia del

instrumento, la columna o el tipo de muestra.

En otros casos se hacen referencia a métodos propuestos por organismos de tipo
regulatorio o normativo como por ejemplo: EPA (1613, 1614, 1668, 8082) o la UE
(Reglamento 2017/644).

El método EPA 1613 de dilucién isotopica sugiere una técnica de HRGC/HRMS,
empleandose en muestras de aguas, suelos, sedimentos, lodos, tejidos y otras
matrices. Si bien el método 1613 es sugerido por la EPA para la cuantificaciéon de
moléculas distintas a los PCBs (CDDs y CDFs), varios de los estudios de la tabla 5
tomaron como base el método EPA 1613 para establecer las condiciones del método
para la determinacion de PCBs. La similitud estructural y la posibilidad de que estos
compuestos se cuantifiguen de manera conjunta con los PCBs como contaminantes
en alimentos y muestras ambientales, hace que los métodos de analisis empleados

para el andlisis de unos u otros contaminantes, sean muy similares.

Otros métodos que sirvieron de partida para los trabajos presentados en la tabla 5 son:
EPA 1612, para el analisis de bromo difenil éteres (BDES) y sus congéneres; EPA
1668 para el analisis de congéneres de cloro bifenilos (CBs); y finalmente el método
EPA 8082 para el analisis de PCBs, sin embargo este dltimo a diferencia de los
anteriores, emplea un detector ECD acoplado a un GC, mientras que el resto de los
métodos sugeridos por la EPA son técnicas de HRMS acoplado a un HRGC.

De los métodos expuestos anteriormente el que presenta mayor utilidad para la
determinacién de PCBs fue el EPA 1668, ya que en comparacion con el método EPA
8082 permite determinar la concentracion de los 209 congéneres de PCBs a unos

niveles de concentracién muy bajos, en el orden de partes por trillon.

En las figuras 3 y 4 se muestran algunos ejemplos de los equipos utilizados para la
determinacion de PCBs, las marcas Agilent y Waters, corresponden a algunas de las

referencias de mayor uso en los estudios consultados.
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Inyector automatico

Torreta

Bandeja de 4,

muestras
(Lector de codigo de
barras / mezclador /
calentador no visibles)

Fig. 3. Equipo de GC/MS Agilent 7890A (Tomado de https://www.agilent.com/, acceso 09 de
Junio de 2018)

Fig. 4. Equipo GC/MS AutoSpec Premier (Tomado de
http://www.waters.com/waters/home.htm?locale=en US , acceso 08 de Junio de 2018)

5.2.1 Preparacion de la muestra y limpieza

De manera general la preparacion de la muestra involucra los siguientes pasos, tal
como se ha descrito en los distintos estudios consultados y que se pueden observar

en la columna de preparacion de la muestra de la tabla 5:
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= Homogenizacion

= Extraccién

= Limpieza

= Concentracion

= Reconstitucion e inyeccién al GC

La figura 5 (Kalachova et al., 2011) muestra el flujo analitico para la determinacion de

PCBs y otros compuestos. Los pasos A hasta C corresponden a la preparacion de la

muestra.

A. PRETRATAMIENTO DE LA MUESTRA

® ® @

A Desecacion A Liofilizacién A saponificacion
H Na,SO4/hidromatrix ] ||

B. ESTRATEGIA DE EXTRACCION
@ ® ® @ ® ®

|~ | Soxhelt A sonicacion | | A PLE | |4 SPE | | AMSPD | | A MAE

| [ | | | [ | [ |

C1. LIMPIEZA NO DESTRUCTIVA

® ® ®
AGPC ‘Cromatograﬁa de adsorcion ‘ Cartucho SPE
[ ] -(F|0riSi|/Si|ica/a|Umina) @ Florisil/silica/alumina)

C2. LIMPIEZA DESTRUCTIVA

Tratamiento con acido o Cartucho SPE
A sulfurico concentrado (silicaacidificada)

B + C1. EXTRACCION Y LIMPIEZA INTEGRADAS

L ®
AP | | ASPE 2
| [

D. SEPARACION FINAL, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION

e o
GC-MS | | A GC-MS ‘GC-ECD H c-uv ||l LCFD ALc-Ms <

®
A (o) ) I (apPi)

@®PcBs A rBDEs M PAHs

Fig. 5. Flujo de trabajo analitico para la determinacién de PCBs, PBDEs y PAHs
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Una vez se tiene conocimiento sobre la muestra de alimento que sera estudiada, el
paso se tiene que seguir es definir la cantidad de muestra que sera empleada en cada
determinacion. Para ello es posible valerse de antecedentes que se tengan sobre la
concentracion de PCBs en los alimentos que se estan estudiando, o partiendo de la

concentracion limite esperada.

En varios estudios mencionan la utilizacion de un equipo ultraturrax, el cual se encarga
de dispersar la muestra, mientras que en otros casos se recurre a un molino, o por
medio de maceracién se logra la reduccién del tamafio, como por ejemplo para
muestras solidas, como cereales o algunos tejidos. El objetivo de la homogenizacion
es facilitar la extraccibn de los PCBs una vez se pongan en contacto con un
disolvente.

En la figura 6 (Zacs et al., 2015) se observa otro flujograma de preparacién de
muestras para determinacion de PCBs. Justo después de la homogenizacion se puede
observar la adicion de un estandares internos marcados isotépicamente (**C).

| Alicuota de la muestra homogenizada |

| Adicionar estandar interno marcados isotopicamentecon 13C;,

v

Extracciénsoxhlet
diclorometano/n-hexano (1/1)

v

GPC (Bio-Beads SX-3)
elucién con n-hexano

v

Columna de silicagel/acido (2,5 g)
elucién con acetato de etilo/ciclohexano

v

Columna florisil (6,0 g)

I
v \Z

PBDD/DFs, PCDD/DFs, PXDD/DFs PBCs, PBDEs
elucién con tolueno elucién con n-hexano

v v

Carbopack-B (0,5 g) Carbopack-B/Celine-545 (6,0 g)
PBDD/DFs, PCDD/DFs, PXDD/DFs
enjuague con tolueno

4, NDL-PCBs, mono-orto no-orto DL-PCBs
DL-PCBs, PBDEs elucién con tolueno

Columna de Alumina (3,0 g) elucién con n-hexano
PBDD/DFs, PCDD/DFs, PXDD/DFs l

enjuague con diclorometano

\

Tratamiento con acido sulfurico37Nal extracto final, adicién del estandar dercuperacién isotopicamente marcado
13Cy, e inyeccién al GC-HRMS

Fig. 6. Diagrama de flujo de preparacion de la muestra para la determinacién de PCBs en
pescados
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A continuacién, la muestra se somete a un proceso de saponificacion con un alcali
fuerte como hidréxido de potasio (KOH) para eliminar la grasa, como en el caso de
muestras de pescados o de ganado con alto contenido graso. En las muestras con alto
contenido en grasa la saponificacion es un proceso efectivo de purificacion de la
muestra. Existe la posibilidad de extraer la grasa empleando un equipo Soxtec System
(Ver figura 7), tal como se realiz6 en el trabajo realizado por Trocino et al, 2012. Para
las muestras con un alto contenido de agua, la liofilizacion o por medio de desecacion
empleando un reactivo como sulfato de sodio (Na,SO,) son las vias mas comunes de

eliminar el agua en exceso.

Fig. 7. Modelo de un equipo Soxtec 1043HT

5.2.1.1 Extraccion

La purificacion o limpieza de la muestra permite que los PCBs se encuentren en una
concentracion adecuada a través de la cual puedan extraerse, por lo que el préximo
paso es definir la estrategia de extraccion que se debe emplear. Entre las técnicas que

existen para el aislamiento de los PCBs en alimentos estan las siguientes opciones:

= Extraccién con disolventes mediante agitacion.

= Extraccién con disolventes empleando un aparato Soxhlet.
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= Extraccion con disolventes empleando un aparato Soxhlet con una fuente de
microondas (FMASE).

=  Extraccion con ultrasonicacion.

» Extraccién acelerada con microondas (MAE).

» Extraccién acelerada con disolventes (ASE).

= Técnicas de extraccidn con membranas.

= Técnicas de extraccion en fase solida.

Con relacién al método Soxhlet si bien ain se encuentran estudios en donde se aplica,

los altos tiempos de extraccion y el gran consumo de disolventes ha hecho que su

utilizacion sea menos frecuente, ademas el empleo de tecnologias mas eficientes en

términos del rendimiento de PCBs obtenidos también ha favorecido el desuso del

método Soxhlet en la extraccibn de PCBs. Por otra parte, desde el punto de vista

ambiental no resulta conveniente, por los altos consumos de disolventes para el

proceso de extraccion. En la tabla 6 se relacionan ejemplos de métodos de extraccion

para distintos tipos de contaminantes, entre ellos PCBs.

Tabla 6. Ejemplos de métodos de extraccién segun el tipo de alimento estudiado (Tomado de

Beyer et al., 2008)

Muestra Analitos Solvente Tecnica Referencia
Pesticidas Eter de petroleo/acetato de etilo
Miel o P / : LLE Tahboub, Zaater y Barri (2006)
organoclorados (80:20, v:v)
A itril Ri Ihi Almei i
wiel Pesticidas c.etonltlr| o, acetona, acetato de LLE issato, Galhiane, Almeida, Gerenuttiy
etilo o diclorometano Apon (2007)
Ramos, Ejarrat, hernandez, Rivera
Mantequilla PCBs Hexanoyacetona/hexano (2:1,v:v)  LLE ) ¥
Gonzalez(1999)
Pesticidas ysus Jansson, Pihlstrom, Osterdah y Markides
Frutas y vegetales ) y Acetato de etilo LLE ¥
metabolitos (2004)
. Acetonitrilo, acetonitrilo/acetona
. . Insecticidas . . .
Aceite de oliva (3:1, v:v), acetonitrilo/hexano (3:1,  LLE Lentza-Rizos, Avramides y Cherasco (2001)
organoclorados
viv)
Pimientos, brocoli, tomates, - Ferrer, Garcia-reyes, Mezcua, Thurmany
- Pesticidas Metanol USE
naranja, limones, manzana y melon Fernandez-Alba(2005)
Higado de pollo Pesticidas clorados Hexano/acetona (4:1, v:v) USE Lambropoulou et al. (2006)
. . Ext io .
Frijoles Fenitrotidn Diclorometano xtraccion Diagne et al. (2002)
soxhlet
Extraccion
Leche PCBs Pentano/diclorometyano (1:1, v:v) X : Focantetal. (2002)
soxhlet
Pesticidas Extraccién
Aves de corral, cerdoy cordero i Acetato de etilo X ! Garrido Frenich et al. (2006)
organofosforados soxhlet
Pesticidas Extraccién Fidalgo-Used, Centineo, Blanco-Gonzalez
Pescado Hexano/acetona (1:1, v:v) 8 ¥
organoclorados soxhlet Sanz-Medel (2003)
Extraccion
Pescado PCBs Hexano Faladyszetal. (2004)
soxtec
Semillas de girasol Residuos de pesticidas Diclorometano FMASE Prados-Rosales et al. (2003)

El método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) es un

método de extraccion en fase solida de bajo costo, facil de utilizar y muy rapido. De la

revision realizada se pone de manifiesto su empleo en estudios de determinacién de

PCBs (Han et al., 2016), por lo que es un método conveniente para considerar en la

extraccion de PCBs en alimentos.
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El método EPA 1668 implica una extraccion con Soxhlet/dean Stark para muestras
sélidas, semisolidas y multifases, mientras que para muestras de pescados y tejidos
emplea una extraccion Soxhlet con cloruro de metileno. Sin embargo en los estudios

consultados fue poca la utilizacién de este método.

5.2.1.2 Disolventes empleados en la extraccion

En la tabla 6 se muestran algunos disolventes empleados durante la extraccion de los
PCBs. De la revision realizada sobre estudios de determinacién de PCBs en
alimentos, los disolventes de mayor uso son: hexano, acetona, diclorometano,
n-pentano, acetonitrilo y mezclas que se dan entre ellos, generalmente en proporcion
1:1.

5.2.1.3 Limpieza

El extracto obtenido del paso anterior (extraccion) y que contiene PCBs se somete a
un proceso de limpieza mediante una extraccion inversa con &cido sulfarico y/o una
base, seguido de cromatografia por permeacion de gel, silica gel o Florisil. El método
EPA 3620C es un método de limpieza que utiliza Florisil y que tiene una amplia
aplicacion en la limpieza de extractos en la determinacion de: pesticidas

organoclorados, organofosforados y PCBs.

Florisil corresponde al nombre comercial del silicato de magnesio (Figura 8) con
propiedades basicas, y que se utiliza para separar los analitos (PCBs) de los
interferentes. El Florisil se emplea en una etapa previa a la aplicacion de un método

cromatografico, como por ejemplo, en el caso de la separacion de los distintos

g
_O, I\O_
Mg2+

Fig. 8. Estructura del silicato de magnesio

congéneres de PCBs.
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A partir de la revision realizada y al observar la informacion consignada en la tabla 6,
el definir un método estandar de limpieza, resulta una tarea compleja, ya que hay una
gran variedad de alternativas usadas por los autores, de manera general utilizan una
cromatografia en base silica, que puede ser modificada o estar acompafiada de sales,
acidos, bases, sulfatos y nitratos entre otros.

5.2.2 Condiciones instrumentales

Basicamente las condiciones del método estan descritas en los apartados 4.2 y 4.3
que tratan sobre los métodos cromatogréaficos para la determinacion de PCBs. Tal
como se ha mencionado antes, el método para la determinacién de PCBs es el mismo
independientemente de la matriz estudiada, es decir, con unas pocas modificaciones
las condiciones del método empleadas en una matriz ambiental seran las mismas que

se emplean para una muestra de un alimento, como por ejemplo, pescado.

Muchos de los estudios encontrados, asi como el método EPA 1668 reportan el uso de
instrumentos de alta resolucion, por lo que la recomendacién de este trabajo es que la

determinacion de PCBs se realice en un equipo HRGC acoplado a un HRMS.

El cromatografo de gases de mayor uso en los estudios consultados son: el Agilent
7890A acoplado a un detector de triple cuadrupolo 7000A (Figura 3) y la referencia
Agilent 6890 (Figura 9) acoplado a un espectrometro de masas Autospec Ultima de
Waters (Figura 4).

Fig. 9. Equipo de GC Agilent 6890 (Tomado de https://www.agilent.com/, acceso 09 de Junio
de 2018)

La recomendacion de este trabajo es el empleo de un cromatografo de gases, en lo

posible de alta resolucién acoplado a un detector de masas de triple cuadrupolo.
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5.2.2.1 Cromatografo de gases (HRGC)

A continuacion se muestran las condiciones de operacién del cromatégrafo de gases
para el método propuesto:

Columna: las referencias HP-5MS (Agilent), DB5MS (Agilent J&W) y ZB-5MS
(phenomenex) son las marcas de columnas que mayormente fueron empleadas en los
estudios consultados. Todas estas referencias y algunas de otras marcas
corresponden a la fase G27 (USP), es la misma columna utilizada en el método para
PCBs en muestras ambientales y en el método que emplea el detector ECD. Las
dimensiones de la columna pueden variar en su longitud de un estudio a otro, se
sugiere emplear la de mayor dimension (60m x 0,25mm; 0.25um), para asegurar una
adecuada resolucion entre los PCBs.

Flujo: el flujo se estableceria en un valor entre 1 a 1,3 mL/min, dependeria un poco del
instrumento, de la respuesta, de que el sistema cromatografico este adecuado y del
cumplimiento de los requerimientos establecidos por QA/QC.

Gas de arrastre: Helio, la mayoria de los estudios consultados emplearon este gas.

Volumen de inyeccién: se sugiere iniciar con un volumen de 1 puL, y evaluar la
respuesta de los picos cromatograficos, asi como el desempefio de los parametros
cromatogréficos. En caso de ser necesario incrementar el volumen o plantear cambios
en el proceso de purificacion/extraccion, por ejemplo en el caso que la sefial este

cerca al limite de cuantificacion.
Temperatura del inyector: 270°C
Temperatura de la interfase: 290°C

Temperatura del horno: la programaciéon de la temperatura se puede observar en la

tabla 7 que se presenta a continuacion.

Tabla 7. Programacién de la temperatura del horno del GC

Temperatura (°C) Gradiente (°C/min)
75 0*
150 15
290 2,5
290 0**

*2 minutos al inicio a 75°C **10-15 minutos en 290°C
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5.2.2.2 Espectrémetro de masas (HRMS)

El espectrémetro de masas debe utilizarse en modo de deteccion de monitorizacién

selectiva de iones, para ello se sugieren los siguientes parametros de operacion:

Energia de ionizaciéon: un valor cercano a 40eV deberia ser capaz de una

monitorizacién selectiva de iones con una resolucién mayor a 10000.

Interfase GC/MS: en relacién a la interfase del espectrémetro de masas es necesario
asegurar que la columna que viene del GC se encuentra a un 1 cm de la fuente idnica,

de manera que no interfiera en el flujo de electrones.

Temperatura de la fuente ionica: la temperatura debe ser la misma o estar cercana al

valor de la temperatura de la interfase, por lo que un valor de 280°C es adecuada.

Procesamiento de los datos: el HRMS debe contar con un software que integrado al
equipo permita la coleccion, registro, almacenamiento y procesamiento de los datos
generados del espectrémetro de masas. De manera general, cada marca de equipo

viene con su propia version de software.

Factores de respuesta y calibraciones multipuntos: el software del MS debe mantener
registros y listas de los factores de respuesta (radio de respuesta para dilucién

isotépica) y calibraciones multipuntos.

Rango de masa: m/z 45-750

5.2.3 Control de calidad

Una vez definidas las condiciones de operacion del cromatografo de gases y del
espectrometro de masas, el siguiente paso es establecer pardmetros que aseguren
que el método es adecuado para los objetivos que se pretenden, por ejemplo:
identificacion o cuantificacion. Es por ello, por lo que la instrumentacion es tan
importante como el hecho de que pardmetros como el limite de deteccion y
cuantificacion se encuentren por debajo de la concentracion esperada para los PCBs o
gue la resolucién sea suficiente de manera que puedan diferenciar cada una de las

sefiales de PCBs, sin que se presente superposicion de cada uno de ellos.

Tiempos de retencion de los congéneres: es necesario realizar una inyeccion de 1 o
2uL con el propésito de establecer tanto la respuesta de la sefial, como el tiempo de

retencién de cada uno de los congéneres. Los tiempos de retencién se definiran por
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comparacion con cada uno de los estandares de los congéneres or comparacion con
cada uno de los estandares de los congéneres. En caso de que los tiempos de
retencién excedan el tiempo de andlisis cromatografico, es necesario considerar
realizar cambio en el gradiente de temperatura o una ampliacién en el tiempo de

analisis.

Relacién de abundancia iénica, niveles minimos y relacion sefal-ruido: a partir de una
inyeccion de los estandares se debe determinar las &reas de cada congénere 0 grupo
de congéneres, y calcular la relacion de abundancia i6nica para cada m/z. El
espectrometro debe utilizarse en modo de correccién de la deriva de masa. El lock
mass, se define como la masa de un ion con valor de relacién m/z conocida, derivado
de un estandar de un compuesto conocido que ha sido adicionado a una muestra y
que se introduce a una fuente i6nica para ser analizado. Cada lock mass debe ser
monitoreado y no debe variar mas de un +20% dentro de su respectivo tiempo de

retencion.

Deben definirse los niveles minimos de cuantificacién, para ello se establecera la
respuesta de 10 inyecciones de un blanco para un medio de muestra (agua, aceite,
tejido, etc.). El nivel minimo deberia ser no menos de 2 veces la desviacion estandar
encontrada. De acuerdo con la tabla 5, el limite de cuantificacion del método debe ser

al menos 1pg/g.

Resoluciéon del MS: el poder de resolucion del instrumento debera ser minimo de
10000, para ello es posible utilizar un estandar de PFK (perfluoroqueroseno),
encontrdndose un fragmento con relacion m/z a 330.9792 o dentro del rango de 300 a
350. La escala de deteccion debe ajustarse de manera que no exceda el 10% de la

escala total de deflexion.

Curva de calibracién: la curva de calibracion deberd contar con un minimo de 5
puntos. La relacion entre respuesta relativa vs la concentracion en las disoluciones de
calibracion se calcula en el intervalo de calibracion. La respuesta relativa se calcula
teniendo en cuenta las areas generadas por las respuestas primarias y secundarias de
la relacion exacta de m/z. Este mismo proceso debera realizarse en el caso del
empleo de estandar interno, en el cual no se habla de respuesta relativa, sino de factor

de respuesta (RF).

Definir la precision y recuperacion del método: es necesario determinar la
recuperacion del método, para ello se debera cargar la matriz con un estandar y definir

la recuperacién, el cual se calcula mediante la siguiente formula;
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Concentracion encontrada (n—gL)
mL” 100

Recuperaciéon (%) = g
Concentracién adicionada (ﬂ)

El calculo de las concentraciones en matrices solidas o acuosas se calculan mediante

las siguientes formulas:

.z IS T ng (Cex X Vex )
Concentracion en sélidos | — )| = ———
kg W
Cox xV,
Concentracién en fase acuosa (%) = M
L Vs

Donde:

Cex = concentracion del extracto

Vex= volumen del extracto

Ws= peso de la muestra

Vs= volumen de la muestra

Finalmente la concentracion en un extracto (Cey) se calcula con la formula que se
muestra abajo, en donde Al y A2 hace referencia a las respuestas primaria y
secundaria del estandar afiadido y del estandar interno, mientras que RF es el factor

de respuesta para cada uno de los PCBs. Cjs es la concentracién del estandar interno.

E) (A1 + A25)Cy

C =
ex ( (Al;s + A2;)RF

mL

La recuperacion debe encontrarse en un rango entre 30 y 120% para todos los
congéneres para considerarse un método aceptable segin los métodos de la EPA
1613B, 1668A y 1614.

Exactitud: la exactitud se expresard en funcién de la recuperacion, para lo cual es
necesario conocer tanto el porcentaje de recuperacion (R), como la desviacion
estandar del porcentaje de recuperacion (Sg). La exactitud queda expresada como el

rango entre R-2 Spa R+-2 Sg.
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6. Conclusiones

Partiendo de los objetivos planteados para este trabajo y de acuerdo a la relevancia de

la problemética que se pone de manifiesto durante el desarrollo del mismo, las

conclusiones que se desprenden de la presente revision son:

Se estima que 750 mil toneladas de PCBs se encuentran en la biosfera siendo
causantes de trastornos reproductivos, de crecimiento y desarrollo psicomotor,
metabolicos y cancer. Los procesos de cancer producidos a través de la
exposicion a PCBs pudieran estar relacionados con muerte celular a través de

un mecanismo de apoptosis.

A través del estudio bibliografico se pudo comprobar la gran cantidad de
investigaciones que existen sobre la determinacion de PCBs en alimentos y
con ello la presencia de los mismos en humanos, principalmente en muestras

sanguineas y leche materna.

Los animales marinos mediante la dieta suelen ser la principalmente fuente de
PCBs para los humanos. Siendo el PCB 153 uno de los mas comunes en los

estudios consultados.

Las técnicas colorimétrica, electroquimica, ELISA y CALUX resultan ser
buenas alternativas en etapas iniciales del proceso analitico, como técnicas de

deteccidn, sin embargo su utilidad en términos cuantitativos es limitada.

Debido a las propiedades fisicoquimicas de los PCBs el método méas adecuado
para la determinacién de PCBS es la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas. Se muestra que la cromatografia liquida presenta
una utilidad en las etapas previas a la cuantificacion, como parte de la
preparacion de la muestra, mas especificamente durante el proceso de

limpieza o fraccionamiento de los extractos.

Dentro de las condiciones de trabajo para el método propuesto es importante
resaltar el gas de arrastre utilizado, la columna, la temperatura del horno y los
parametros de operacion del espectrometro de masas. Estas condiciones

propuestas pueden variar en funcion de las referencias de los materiales y
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equipos utilizados. Las condiciones de trabajo estan disponibles en el capitulo
5.

Como parte de la idoneidad del método es necesario evaluar la relacion de
abundancia ionica, la resolucion de ambos instrumentos, la exactitud en
funcibn de la recuperacion, precisibon y de unos niveles minimos de

cuantificacion.
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