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Resumen y Abstract IX

Resumen

Determinacién de contaminantes organicos persistentes en alimentos con alto

contenido de grasa como indicador de contaminacion ambiental

En el presente estudio se implementaron y validaron metodologias para la determinacién
simultanea de contaminantes organoclorados (COs) y bifenilos policlorados (PCBs) en
leche bovina y leche materna por el método QUEChERS con algunas modificaciones, por
cromatografia de gases con detector JECD y por espectrometria de masas con cuadrupolo

simple y triple cuadrupolo.

La idoneidad de los métodos propuestos se ratific6 con dos materiales de referencia
certificados (BCR 188 y BCR 450). La aplicabilidad se llevo a cabo en 50 muestras de
leche bovina y 56 muestras de leche materna, procedentes de diferentes departamentos
de Colombia. A partir de los resultados obtenidos se realizé un andlisis de riesgo con un
enfoque deterministico y probabilistico para identificar el grado de exposicion a los

contaminantes organicos persistentes (COPS).

Los métodos validados demostraron ser altamente selectivos/especificos, lineales,
exactos (error absoluto inferior al 20% con los materiales de referencia), y sensibles,
permitiendo obtener limites de cuantificacion menores a los limites maximos de residuos

(LMR) establecidos por la Comision Europea y el Codex Alimentario.

Los COPs encontrados en leche bovina y materna no superaron los LMR, sin embargo,
en la mayoria de las muestras se evidencio la presencia de DDE, DDT y algunos PCBs.
El andlisis de riesgo deterministico efectuado en ambas matrices permitié identificar
porcentajes de la ingesta diaria admisible (%IDA) (parametro que se consideré6 como

indicador de exposicion), inferiores al 50%, indicando que no hay riesgos potenciales para
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la salud de la poblacion. Sin embargo, al realizar el andlisis con un enfoque probabilistico
se obtuvo que el DDE representaba una probabilidad de 1% en leche bovina y 5.3% en
leche materna de superar el umbral toxicol6gico seguro para el grupo poblacional mas
expuesto que es la poblacion infantil. Los hallazgos de este estudio proporcionan
informacion valiosa para la determinacién de COPs como una herramienta para el andlisis

de muestras indicadoras de contaminacion ambiental.

Palabras clave: QUEChERS, contaminantes organicos persistentes, leche,

cromatografia de gases, andlisis de riesgo.
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Abstract

Determination of persistent organic pollutants in foods with high fat content as an

indicator of environmental contamination

In the present study, methodologies were implemented and validated for the simultaneous
determination of organochlorine contaminants (COs) and polychlorinated biphenyls (PCBs)
in bovine milk and breast milk by the QUEChERS method with some modifications, by gas
chromatography with yECD detector and by spectrometry of masses with simple

guadrupole and triple quadrupole.

The suitability of the proposed methods was confirmed with two certified reference
materials (BCR 188 and BCR 450). The applicability was carried out in 50 samples of
bovine milk and 56 samples of breast milk, coming from different departments of Colombia.
Based on the results obtained, a risk analysis was carried out with a deterministic and
probabilistic approach to identify the degree of exposure to persistent organic pollutants
(POPs).

The validated methods proved to be highly selective/specific, linear, exact (absolute error
less than 20% with the reference materials), and sensitive, allowing to obtain limits of
guantification lower than the maximum residue limits (MRL) established by the European

Commission. and the Alimentary Codex.

The POPs found in bovine and breast milk did not exceed the MRLs, however, the
presence of DDE, DDT and some PCBs was evidenced in most of the samples. The
deterministic risk analysis carried out in both matrices made it possible to identify
percentages of the acceptable daily intake (% ADI) (a parameter that was considered as

an exposure indicator), lower than 50%, indicating that there are no potential risks for the
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health of the population. However, when carrying out the analysis with a probabilistic
approach, it was obtained that the DDE represented a probability of 1% in bovine milk and
5.3% in breast milk of exceeding the safe toxicological threshold for the most exposed
population group, which is the infant population. The findings of this study provide valuable
information for the determination of POPs as a tool for the analysis of indicator samples of

environmental contamination.

Keywords: QUEChERS, persistent organic pollutants, milk, gas chromatography,

risk analysis.
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Introduccioén

Los seres humanos y, en general, los organismos vivos estan expuestos a una variedad
de contaminantes que se liberan al medio ambiente debido a las actividades
antropogénicas. Uno de los grandes desafios que enfrenta el mundo son los efectos
nocivos de los contaminantes organicos persistentes (COPSs), los cuales son sustancias
guimicas que no se degradan facilmente, son muy estables, y altamente téxicas. Por tanto,
los COPs tienen potencial para provocar efectos adversos en la salud del ser humano y el
ambiente (Bjorvang et al., 2022).

Los esfuerzos para eliminar o restringir la produccion y el uso de COPs ha dado como
resultado un convenio internacional, liderado por el Programa de las Naciones Unidas para
el Medio Ambiente (PNUMA), denominado Convenio de Estocolmo (Stockholm
Convention, 2022b). Este convenio fue establecido en el 2001, y como era de esperarse
muchos paises se acogieron, lo que garantizé que en el 2010 contara con la participacion

de 185 paises y hoy cuenta con 191 estados (Stockholm Convention, 2022a).

Los COPs son principalmente productos y subproductos de actividades industriales, de
origen relativamente reciente. Estos compuestos son persistentes; debido a sus
caracteristicas fisicoguimicas, generan resistencia a la degradacion fotolitica, degradacion
guimica, y degradacion por microorganismos (Liu et al., 2022). Los COPs se clasifican en
cuatro subgrupos: los bifenilos policlorados (PCBs), los plaguicidas organoclorados (COs),

dioxinas, y furanos (Adebusuyi et al., 2022).

El riesgo que representan los COPs radica en que son liposolubles, por tanto, se pueden
incorporar facilmente en la cadena alimenticia y llegar a los seres vivos, en los cuales se
acumulan principalmente en su tejido adiposo, sangre y leche (Kuang et al., 2020a; X.
Zhang et al., 2021). En los seres humanos, la principal via de exposicion a los COPs es el

consumo de alimentos, y en menor grado a través del aire (Hu et al., 2021).
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Dentro de los COPs, los PCBs y COs se destacan porque fueron ampliamente utilizados
en la industria y la agricultura, respectivamente (Adebusuyi et al., 2022; la Merrill et al.,
2013). Dichos contaminantes se distribuyeron en el ambiente y por su carécter lipofilico se
encuentran principalmente en alimentos con altos contenido graso, como la leche de vaca
y leche materna, entre otros (X. Zhang et al., 2021). Por esta razén, los dos tipos de leche
pueden proporcionar informacion valiosa sobre la presencia de PCBs y COs, por lo que
estos compuestos, se consideran indicadores de contaminacién ambiental (World Health
Organization, 2022a). Una manera de evaluar si la presencia de los PCBs y COs en el
ambiente constituyen un peligro al ser humano es a través de una evaluacion de riesgo
dietario (Fan et al., 2021).

Se han implementado numerosos métodos y técnicas analiticas para la determinacion de
PCBs y COs en diferentes matrices (Bielska et al., 2013; Carro et al., 2017; Lehotay, 2007;
Rodrigues et al., 2021), sin embargo, muchas de estas metodologias representan elevados
costos, tiempo extenso de andlisis, y el uso de altas cantidades de solventes nocivos.
Considerando todo lo anterior, el proposito de este estudio fue implementar una
metodologia rapida, facil, barata, efectiva, robusta, segura y amigable con el medio
ambiente, QUEChERS, para la determinacion simultanea de PCBs y COs en leche materna
y leche de vaca, mediante cromatografia de gases con diferentes detectores (UECD, MS,
y MS/MS), y con los resultados obtenidos establecer si estos contaminantes representan

un peligro para la salud humana.

El desarrollo de la investigacion se organizé en tres capitulos. En el capitulo 1 se plantea
el marco tedrico, el estado del arte y los objetivos de este estudio. En el capitulo 2, se
describe el desarrollo de un método QUEChERS modificado, su validacion, el analisis de
materiales de referencia certificados, y su aplicacion en las matrices de estudio (leche
materna y leche de vaca). Por ultimo, en el capitulo 3 se analizan los resultados obtenidos
de los muestreos realizados y mediante la evaluacion de riesgo dietario deterministico, y

probabilistico se determina el riesgo para la poblacion.
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Planteamiento del problema

Debido a las propiedades fisicoquimicas de los COPs y al uso indiscriminado en las
décadas de los 60s y 70s, estos compuestos se han dispersado por todo el planeta,
inclusive, se han encontrado en el tejido adiposo de diferentes animales, como por ejemplo
los osos polares quienes nunca han estado en contacto directo con estas sustancias
(Kucklick et al., 2002). Los COPs generan un impacto ambiental negativo, y en los seres
humanos causan una gran variedad de efectos toxicos. Una vez ingresan los COPs en un
organismo, estos se concentran en el tejido adiposo, y debido a su bioacumulacion y
biomagnificacion se va aumentando su concentracién a través de la cadena tréfica. El
riesgo que estos compuestos representan para la salud ha sido confirmado por diversos
estudios, algunos son considerados mutagénicos, teratogénicos o carcinogénicos (Lim et
al., 2017; Miniero et al., 2015), no sélo en los seres humanos, sino también en
comunidades bidticas con diferentes niveles de sensibilidad.

Ante la contaminacién que generan los COPs nace la necesidad de restringir su uso y
controlar los residuos de estos compuestos que pueden durar décadas para que se
degraden. Debido a lo plateado anteriormente, la comunidad internacional auna esfuerzos
para proteger el ser humano, y por ende los recursos naturales que sustentan la vida del
planeta. Colombia no ha sido indiferente a esta decisién, y con la firma del convenio de
Estocolmo sobre contaminantes organicos persistentes, ha ratificado el apoyo y

compromiso para remediar y minimizar amenazas contra la salud.

Histéricamente, los paises latinoamericanos han sido mas susceptibles al impacto
ambiental debido a las politicas ambientales débiles y modelos econdmicos basados en la
agricultura, ganaderia y mineria, que resultan en la produccion y liberacién de quimicos
organicos sintéticos (FAO, 2021; ORyan & lbarra, 2016). Actualmente, en la regién
Latinoaméricana y el Caribe existe informacion parcial de la presencia y grado de
exposicion a COPs a la que esta sometida la poblacién (Varjani et al., 2017), situacién que

preocupa debido al riesgo que generan estos compuestos.
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Justificacion de la investigacion

Teniendo en cuenta los antecedentes de los COPs, y que en Colombia fueron ampliamente
utilizados, es importante el monitoreo de estos compuestos para identificar las diferentes
fuentes de contaminacién y evaluar el riesgo que representa su exposicion, ademas de los

compromisos adquiridos como pais antes los organismos y convenios internacionales.

Entre todas las posibilidades, las matrices lipidicas como la leche bovina y materna se
consideran las mas adecuadas para hacer un bio-monitoreo debido a que pueden
acumular dichos contaminantes (los COPs), ademas son faciles de obtener y se recolectan
de forma no invasiva. Adicionalmente, la concentraciéon de los COPs puede brindar un
indicio del grado de afectacion a la salud por la ingesta de leche (Malisch et al., 2017;
Miiller et al., 2019).

Por otra parte, en Colombia la leche liquida ocupa entre el 5° y 6° lugar de los alimentos
mas consumidos, siendo los infantes entre 1-4 afios la poblacién con el mayor consumo.
Ademas, el 61% de la poblacion entre 5 y 64 afios consume diariamente productos lacteos,
en consecuencia, se considera la leche como un alimento de alto consumo nacional
(Jiménez & Guerrero, 2018), y por lo tanto adecuada para obtener informacién relevante

como indicador de contaminacién ambiental.

Debido a lo anterior, para contribuir al pais con el cumplimiento del objetivo de bio-
monitoreo y estudio sobre la presencia de COPs en el ambiente (compromiso adquirido
con la firma del convenio de Estocolmo), en la presente investigacion se plante6 analizar
la presencia de los COPs en leche bovina y materna mediante metodologias sencillas, con
la instrumentacién disponible, para identificar si aun los COPs representan un riesgo para

la salud de la poblacién colombiana.
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Objetivo general

Desarrollar y validar una metodologia para la determinacién de contaminantes organicos
persistentes (PCBs y plaguicidas organoclorados) en alimentos con alto contenido de
grasa como herramienta para el andlisis de muestras indicadoras de contaminacién
ambiental.

Objetivos especificos

= Validar la metodologia para el analisis de PCBs y plaguicidas Organoclorados en
alimentos con alto contenido de grasa.

= Determinar residuos de PCBs y plaguicidas Organoclorados en alimentos con alto
contenido de grasa en zonas de exposicién.

= Relacionar los resultados obtenidos para identificar posibles riesgos de exposicion

por ingesta de contaminantes organicos persistentes.






1.Marco tedrico y estado del arte

Alrededor de la década de los cuarenta, la quimica organica moderna vivié un impacto
positivo al producir en laboratorio una serie de moléculas sintéticas dotadas de
propiedades que resultaron sumamente atractivas desde la perspectiva de su efectividad
para alcanzar ciertos fines sociales y econémicamente deseables. Entre dichas moléculas
se destaca el 1,1,1-tricloro-2,2-bis (4-cloro-fenil) etano (DDT), un insecticida organoclorado
de gran efectividad para combatir plagas de cultivos agricolas e insectos vectores de los
agentes causales de enfermedades como el paludismo. Otro ejemplo que resalta son los
bifenilos policlorados (PCBs), empleados como agentes dieléctricos en transformadores y
capacitores, cuya persistencia constituyd en su momento una de sus mayores cualidades
(Cortinas, 2003; Jarman & Ballschmiter, 2012).

Los beneficios que derivaron del empleo de algunas de estas moléculas tuvieron
connotaciones no so6lo econdmicas, sino también sanitarias y sociales. Asi, por ejemplo, el
namero de vidas que han logrado salvarse gracias a la aplicacién del DDT en las regiones
palidicas del mundo, ademas de su usé6 en tinturas para telas, como insecticida para
atacar polillas, y también en farmacologia (World Health Organization, 2022b). Los
multiples usos que se le dio al DDT han sido considerables, tanto asi, que en 1948 Paul
Mller, quien sintetizé tal molécula, se hizo acreedor a un Premio Nobel (Jarman &
Ballschmiter, 2012).

El DDT fue el inicio de un grupo de compuestos mas conocidos como plaguicidas
organoclorados (OCPs, que en el presente documento se denominan COs), los cuales
fueron utilizados en diferentes ambitos, principalmente en la agricultura. En la Figura 1-1
se pueden observar algunos de estos compuestos de primera generacion, acompafiados

de otras sustancias cloradas que por sus caracteristicas fisicoquimicas se encuentra
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agrupados y denominados mas comunmente como “la docena sucia”, que fueron incluidos

en la lista de contaminantes del convenio de Estocolmo.

Figura 1-1: Compuestos incluidos en la lista de contaminantes organicos persistentes para

el 2001 en el convenio de Estocolmo.
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Fuente: Guo & Kannan (2015).

Por otra parte, los PCBs, como también los COs, se encuentran dentro del grupo de los
contaminantes organicos persistentes (COPs). Los PCBs fueron compuestos quimicos
comerciales que se fabricaron sintéticamente y se utilizaron principalmente como fluidos
dieléctricos en transformadores desde la década de 1920 hasta que fueron prohibidos en

la mayor parte del mundo entre 1970 y 1980 (Hermanson et al., 2010).

Existen alrededor de 209 congéneres de PCBs, es decir que tienen la misma estructura
central del doble anillo aromatico (Figura 1-2a) sustituido por diferentes cantidades de
atomos de cloro; un PCB puede llegar a poseer hasta 10 atomos de cloro en la misma
molécula (Afful et al., 2013). Sin embargo, de los 209 congéneres de PCBs, solo 6 se
consideran indicadores (Figura 1-2b), es decir, que se encuentran mas frecuentemente
debido a que cuentan con dos sustituyentes orto que impide una configuracion plana y le

confiere una mayor estabilidad a la molécula (St-Gelais et al., 2017; Zaynab et al., 2021).
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Figura 1-2: Bifenilos policlorados (PCBs): a) estructura de los PCBs con la nomenclatura

de indicacion de posicién de sustitucion, b) PCBs indicadores.
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Los COs y PCBs son sustancias quimicas sintéticas; se caracterizan principalmente por
su alta volatilidad que les confiere la capacidad de viajar largas distancias, baja solubilidad
en agua y alta solubilidad en grasa que les permite atravesar las membranas celulares y
bioacumularse en el tejido adiposo de los seres vivos (Figura 1-3a). Dichas caracteristicas
de los COPs hacen que estos se biomagnifiquen, es decir que su concentracion aumenta

a través de la cadena trofica (Figura 1-3b).

Figura 1-3: Bioacumulacion y biomagnificacion de los COPs en organismos vivos.
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Los COPs se consideran venenos agudos para ciertas especies de la biota acuética y
terrestre (Barnhoorn et al., 2009), mientras que en los seres humanos ejercen efectos
toxicos como alteraciones reproductivas, dérmicas, hormonales, inmunologicas, y pueden
conducir al desarrollo de cancer (de Angelis & Schramm, 2021; Hernandez-Mariano et al.,
2022; la Merrill et al., 2013; Zaynab et al., 2021).

Debido a las bajas concentraciones en los que se encuentran los COs y PCBs en las
diferentes matrices, el analisis de estos contaminantes constituye un desafio, por lo que
se debe garantizar una preparacion adecuada de las muestras antes de su analisis

instrumental y asi minimizar errores a la hora de cuantificarlos (Kim et al., 2019a).

Para iniciar, es de resaltar la importancia que tiene la cadena de frio desde que la muestra
es recolectada hasta el momento que llega al laboratorio, con el propdsito de evitar que
los analitos termolabiles puedan degradarse o la interaccion con la matriz pueda llegar a
afectar la naturaleza de los compuestos de interés. Una vez las muestras se encuentran
en el laboratorio, se debe conservar la cadena de frio hasta su respectivo andlisis. Otro
punto critico en el andlisis de los COs y PCBs es la homogenizacion inicial. Dicho proceso
debe garantizar la distribucién uniforme de los COPs en la porcion analitica, permitiendo
asi la toma de porciones pequefias y representativas (Erazo & Guerrero, 2006). Las
muestras deben pulverizarse adecuadamente en caso de ser soélidas, para maximizar el
area de superficie y aumentar la eficiencia de extraccion (Kim et al., 2019b). Una vez se
tiene la porcion analitica en las condiciones anteriormente mencionadas, se efectua el

analisis de los COPs, el cual se lleva a cabo principalmente en tres etapas (Figura 1-4).

Figura 1-4: Etapas de un proceso analitico para la determinacién de COs y PCBs.

Extraccion Limpieza Andlisis intrumental
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1.1 Métodos de extraccidon

El analisis de los COs y PCBs se inicia con el proceso de extraccién donde los analitos
pasan de la matriz al solvente organico. En un proceso de extraccion se deben considerar
los siguientes aspectos: capacidad de eliminacion de interferencias, recuperacién de
analitos, costo y efectos sobre el medio ambiente y la salud de los analistas. Los COPs
han sido ampliamente investigados, por lo que se han utilizado diferentes métodos de
extraccidon en matrices ambientales (Adebusuyi et al., 2022; Afful et al., 2013; Bjorvang et
al., 2022; Hu et al., 2021; Liu et al., 2022; X. Zhang et al., 2021).

Debido a que los COs y PCBs son lipofilicos, la mayoria de los métodos de extraccion se
basan en el aislamiento de los lipidos de la matriz que se va a analizar para posteriormente
realizar una purificacion. Actualmente existen diversos métodos para la determinacion de
COPs en diferentes matrices, como los proporcionados por la agencia de proteccién
ambiental de los Estados Unidos (EPA Environmental Protection Agency, 1994), la
asociacion oficial de quimicos analiticos (Lehotay, 2007), entre otros, los cuales son

mencionados en esta revision.

Los métodos de extraccion mas utilizados son Soxhlet, extraccién con liquido presurizado
(PLE, también conocida como extraccion acelerada con solvente - ASE), extraccion con
fluido supercritico (SFE), dispersién de matriz en fase sdélida (MSPD), extraccién asistida
por microondas (MAE), extraccion asistida por ultrasonidos (UAE), extracciéon liquido-
liquido (LLE), extraccion en fase sélida (SPE), micro extraccién en fase solida (SPME), y
el método de extraccién rapido, facil, econémico, eficaz, robusto y seguro (QUEChERS).

Al comparar estos métodos se puede identificar sus ventajas y desventajas.

La extraccién Soxhlet, desarrollada en 1879 por Franz Von Soxhlet, es uno de los métodos
mas antiguos y ampliamente usados para la determinacion de COs y PCBs. Este método
consiste en una extraccion liquido-solido donde se dispone de cierta cantidad de muestra
en un cartucho poroso; por este cartucho pasa un solvente caliente, extrayendo los analitos
(Figura 1-5). Los solventes mas utilizados son hexano, diclorometano y éter etilico, y las
principales matrices en las que se ha implementado la extraccion Soxhlet son sedimentos,
suelos, polvo, pescado, filtros de aire, entre otras muestras sélidas (Alshemmari, 2021;
Fiedler et al., 2022; Pozo et al., 2022; Sotdo Neto et al., 2020).
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Figura 1-5: Extraccién Soxhlet convencional.
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Fuente: Rodrigues et al. (2021).

En el marco de la implementacion del Plan de Monitoreo Mundial de COPs en los paises
de América Latina y el Caribe GFL/PMS 3778, se realiz6 una extraccion Soxhlet y limpieza
mediante cromatografia de permeacion en gel (GPC), para el andlisis de COs en leche
materna (Osorio, 2013). En este monitoreo, desarrollado por la Direccién Nacional de
Salud Ambiental y el Ministerio de Medio Ambiente de Per(, se analizaron 50 muestras de
leche materna y se reportaron residuos de plaguicidas organoclorados en 3 de las 5
regiones muestreadas (Osorio, 2013). En la Figura 1-6 se pueden evidenciar los resultados
de este estudio, donde se encontraron principalmente residuos de p,p'DDE,

hexaclorobenceno y endrin (Osorio, 2013).

La extraccién Soxhlet es un método es bastante robusto; su principal ventaja es que los
extractos quedan muy limpios, por lo que no se hace necesario filtrar ni centrifugar, y en
algunas oportunidades no se requieren métodos de limpieza adicionales. Sin embargo, la
extraccion Soxhlet requiere mucho tiempo de analisis y el uso de grandes cantidades de
solventes altamente toéxicos. Otra desventaja es que para el caso de muestras liquidas

como la leche, es necesario la liofilizacion.
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Figura 1-6: Concentraciones de plaguicidas organoclorados en leche materna

encontradas en tres regiones de Peru.
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Continuando con los principales métodos de extraccion para el analisis de los COPs, la
extraccion liquido-liquido es una técnica convencional empleada durante muchos afios
para la extraccion de analitos desde matrices acuosas. Se fundamenta en la transferencia
de los analitos entre dos liquidos inmiscibles en funcién de su solubilidad en ambas fases,
en otras palabras, los analitos deben pasar desde la fase acuosa a la fase organica
mediante varias etapas de agitacion de la mezcla. De modo general, el sistema se
compone de un embudo de decantacion donde se sitlan las dos fases, una acuosa que
contiene a los analitos y otra organica que actlla como extractante (Figura 1-7). Después
de un periodo de agitacién de las dos fases para aumentar la superficie de contacto entre
ellas y permitir un equilibrio més rapido de los analitos a extraer, se produce una
transferencia de los analitos desde la fase acuosa hacia la fase organica, en proporcion
del coeficiente de reparto entre el disolvente organico de extraccion elegido y la fase
acuosa. Seguidamente se deja reposar el sistema hasta que se produzca la separacion de
fases. La extraccion liquido-liquido, utilizando como solvente de extraccion una mezcla de
hexano y acetonitrilo, es uno de los métodos mas antiguos utilizados para la separacion

de plaguicidas en grasas y muestras bioldgicas (Ali et al., 2016). Usando una adecuada
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proporcion acetonitrilo-hexano, los plaguicidas se distribuyen en la fase de acetonitrilo,
mientras que los lipidos quedan solubilizados en la fase no polar (hexano).

Figura 1-7: Extraccion clasica liquido-liquido.
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En un estudio realizado por investigadores de la Universidad de los Andes se determinaron
plaguicidas organoclorados en muestras de leche materna de mujeres colombianas
mediante GC/UECD. Los resultados de las muestras positivas fueron confirmados por
GC/MS. El método de extraccion que se utilizo fue la extraccion liquido-liquido empleando
como solvente una mezcla de hexano y acetona en proporcion 2:1. Luego se realizé la
limpieza de los extractos con &cido sulfarico concentrado. Este método obtuvo limites de
deteccién y cuantificacion bajos, fue reproducible y rapido. En el andlisis de las muestras
se determiné que la leche de las madres colombianas que fueron incluidas en esta
investigacion tenia 4,4' DDE en concentracion promedio de 203 ng/g de grasa (Rojas-
Squella et al., 2013). Otra aplicacion de la extraccion liquido-liquido, es la reportada por
investigadores de Reino Unido, donde utilizaron este método para extraer residuos de
plaguicidas organoclorados en leche materna de mujeres de Indonesia, encontrando
residuos de p,p’ DDT y p,p’ DDE (Burke et al., 2003).

Por otra parte, es importante resaltar la extraccion con fluidos supercriticos (SFE), debido
a que se ha usado para la determinacion de COPs en matrices soélidas. Esta extracciéon
consiste en pasar dioxido de carbono supercritico a través de la matriz, el cual se encarga
de solubilizar y transportar los COPS a un solvente de recoleccion para su analisis (Bielska
et al., 2013). Rodil et al. (2007) usaron SFE para el analisis de COPs, especificamente de
15 compuestos organohalogenados, como COs, PCBs, bifenilos polibromados y éteres de

difenilo polibromados en alimentos para peces (almejas, mejillones y berberechos). Los
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resultados obtenidos indicaron que todas las muestras analizadas tenian concentraciones
de PCBs y algunas concentraciones cuantificables para COs. Los cromatogramas tipicos
obtenidos con SFE-GC-MS/MS se ilustran en la Figura (Rodil et al., 2007). Se evidenci6
la presencia de PCB-52 a 40,5 ng/g en una muestra de mejillén (Figura a) y p,p-DDT a
117,8 ng/g en una muestra de almeja (Figura b). Como conclusion de este estudio se
encontré que el método SFE es simple, rapido, requiere una pequefia cantidad de muestra
(1 g), poco volumen de solvente de elucién (2 ml de hexano), y ademas el método demostré
ser eficiente para la cuantificacion de COPs (Rodil et al., 2007). El bajo consumo de
disolvente en el método SFE se debe a las condiciones de operacidn, altas presiones (500—
3000 psi) y/o altas temperaturas (50-200 °C), lo que permite mejorar la solubilizacién y
desorcion de los COPs de la matriz. Sin embargo, el requisito de altas presiones aumenta

el costo operativo en comparacién con otros métodos de extraccion.

Figura 1-8: Cromatograma de iones GC-MS/MS y espectro de masas: a) CB-52 en una

muestra de mejillén, b) p,p-DDT en una muestra de almeja.
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Fuente: Rodil et al. (2007).

La extraccion asistida por microondas (MAE) se utiliza para la extraccion de COPs en
muestras solidas con disolventes orgénicos, mediante la aplicacion de radiacion
ultrasénica en bafio de agua o con otros dispositivos, como sondas, sonorreactores o

microplacas (Sparr Eskilsson & Bjorklund, 2000). EI método consiste en usar la energia de
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microondas para calentar el disolvente de extraccion que se encuentra en contacto con la
muestra, y de esta forma se extraen los analitos. El principio se basa en el efecto directo
de las microondas sobre las moléculas por conduccion iénica y rotacion dipolar. El tipo de
disolvente, la matriz, la potencia aplicada, la temperatura y el tiempo de extraccion son los
parametros mas importantes que afectan el proceso de extraccion. Ademas, el contenido
de agua de la muestra debe controlarse para evitar un calentamiento excesivo y garantizar
asi la reproducibilidad de los resultados. Un procedimiento de extraccion MAE tipico puede
durar entre 15y 30 min. Regularmente, se utiliza un volumen pequefio de disolvente, en el
rango de 10 a 30 ml (Guo & Kannan, 2015).

Una aplicacion del método MAE es la investigacion realizada por el Instituto de
Investigacion en Medicina y Salud Ocupacional de Croacia (Dvorscak et al., 2022), donde
se uso6 este método para la determinacion de COPs, especificamente éteres de difenilo
polibromados (PBDE) en leche materna (Figura ). Se encontré que el 50% de las muestras
analizadas tenian concentraciones cuantificables de PBDE. La optimizacion del método
MAE resulto ser confiable, asequible y amigable con el medio ambiente. Sin embargo, para
las muestras liquidas de leche materna también se requieren procesos adicionales como

la liofilizacion.

Figura 1-9: Extraccion asistida por microondas.
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Fuente: Dvorscak et al. (2022).

El método de extraccion en fase solida SPE, ha sido ampliamente utilizado en los Gltimos
afos para el analisis de COPs; es un método de extraccion que separa los compuestos
disueltos o suspendidos en una matriz de acuerdo con sus propiedades fisicas y quimicas,
permitiendo la concentracion del analito y la remocién de impurezas simultdneamente. El

método se basa en la particion selectiva del analito en una fase soélida estacionaria
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(adsorbente) y una fase liquida movil (matriz). Para que el analito sea retenido por el
adsorbente se requiere una mayor afinidad por la fase estacionaria que por la fase liquida.
Una vez el analito se retiene en la fase estacionaria, se hace el lavado con un disolvente
apropiado hasta eliminar los interferentes de la matriz evitando eluir el analito de interés.
Posteriormente se eluye el analito con otro disolvente hasta debilitar las interacciones con

la fase estacionaria en el cual estaban retenidos.

Un diagrama del método de extraccibn SPE se muestra en la Figura 1-10, en el cual se
observan las diferentes etapas del proceso. Primero una activaciéon de la fase estacionaria,
seguido del paso de la muestra liquida a través del adsorbente donde quedan retenidos
los analitos y algunos componentes de la matriz. Posteriormente se observa el lavado de
los interferentes de la matriz y por ultimo la elucién de los compuestos de interés. La
principal ventaja que representa este método es que permite la concentracion del analito y
la remocion de impurezas en la misma etapa, por ende, se ha implementado en una amplia
variedad de matrices incluyendo orina, sangre, agua, bebidas, suero y tejidos animales
(Focant et al., 2004; Palat et al., 2022; Salihovic et al., 2013; Z. Zhang & Rhind, 2011).

Figura 1-10: Método de extraccion en fase solida SPE.

Sample
Conditioning Solvents Target Compounds: @ Rinse Solvent Elution Solvent
Interferences: A

=] o |l } ® @ ¢
(o) } Retained (&) Ie)
e ©4ol |le " @
A A ®
To Waste “ ;'f:ll.'r'n“'
] Collected
A AL | ©
Step 1: Condition Step 2: Load Step 3: Wash Step 4: Elute

Fuente: Slobodan A. Ciri¢ et al. (2018).
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El método de extraccion SPE es un método muy completo, sin embargo, se le han hecho
modificaciones con el mismo principio para obtener otros métodos como la microextraccion
en fase solida (SPME). La SPME consiste en capturar los analitos tanto en fase liquida
como gaseosa mediante una fibra recubierta con una fase de extraccién (sélida o liquida)
y luego se desorben directamente los analitos en el puerto de inyeccion de los instrumentos
de medicién. El método SPME es simple, rapido, libre de solventes, confiable y flexible
para el andlisis de COPs, principalmente en muestras de aire y agua. Sin embargo, este
método requiere instrumentacién especifica de alto costo de adquisicién. Se utiliza

principalmente en analisis por cromatografia de gases.

El método de extraccion de dispersion de matriz en fase sélida (MSPD) consiste en un
procedimiento de extraccion simple y rapido en el que la muestra se homogeniza con una
fase estacionaria o un adsorbente como Florisil, C18, silice entre otros. Posteriormente se
introduce este homogenizado en una columna de vidrio. Luego, los analitos se eluyen con
disolventes organicos como acetonitrilo, hexano, acetato de etilo, etc. Este método ha sido
aplicado para la extraccion de una amplia variedad de analitos, como COs, PCBs, dioxinas
y furanos, en diferentes matrices como la leche, biota y muestras ambientales (Lagunas-
Allué et al., 2010; Schenck & Wagner, 2009). Una aplicacién del método MSPD, es la
reportada por el Instituto Tecnologico para o Control do Medio Marifio de Galicia
(INTECMAR), ubicado en Vilagarcia de Arousa, Espafia, donde se analizaron 9
congéneres de PCBs en muestras de mejillén. Se encontr6é que el 100% de las muestras
analizadas contenian trazas de PCBs. Se concluyé que el método es una alternativa

practica para extraer y cuantificar PCBs en muestras de mejillones (Carro et al., 2017).

Por ultimo, dentro de los métodos de extraccion mas usados para determinar COs y PCBs,
tanto en matrices ambientales como en leche materna y bovina, se encuentra el método
de extraccion rapido, facil, econémico, eficaz, robusto y seguro (QUEChERS), desarrollado
inicialmente por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (FDA) para la
determinacion de 7 plaguicidas en vegetales (Anastassiades et al., 2003). Posteriormente,
el método QUEChERS fue declarado un método oficial de la AOAC (Lehotay, 2007), se
adapté en Europa mediante la Norma 15662 para multiples matrices (UNE-EN 15662,
2019), y actualmente en el afio 2021 se adopté como una norma técnica colombiana bajo
el cédigo NTC 6412 (ICONTEC e-Collection, 2021).
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Bésicamente el método QUEChERS es una version simplificada de los métodos de
extraccion convencionales, y se desarrolla en dos etapas principalmente: primero se
realiza una extraccion con un disolvente organico, generalmente acetonitrilo, sin embargo,
para el analisis de COs y PCBs se han utilizado varios disolventes e incluso mezclas de
ellos para maximizar la extraccion (acetona, acetato de etilo, hexano, metanol y
acetonitrilo. Dentro de esta etapa se adicionan diferentes sales, como sulfato de magnesio,
cloruro sodico, citrato tribasico de sodio dihidratado o citrato de sodio dibasico
sesquihidratado (Kim et al., 2019b), para que los analitos de interés pasen a la fase
organica, mantener el pH, y eliminar agua. En la segunda etapa del método QUEChERS
se realiza una limpieza o “cleanup” del extracto mediante la extraccion en fase solida
dispersiva (d-SPE) en la que se profundizara mas adelante en el item de los métodos de

limpieza.

En los Ultimos afios, el método QUEChERS ha reemplazado a los métodos de extraccion
tradicionales debido a su alta selectividad, especificidad y capacidad de extraccién. Es un
método rapido que no requiere material de vidrio, y las cantidades de solventes y sales
gue se usan son adecuadas. Ademas, no se requieren procesos de concentracion de la
muestra. Una aplicaciéon del método QUEChERS es la investigacion realizada por el
departamento de Ciencias Clinicas de la universidad de las Palmas en Gran Canaria,
donde se determinaron 57 COPs, principalmente PCBs y COs en la leche humana,
mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria masas. La aplicabilidad del
método se realiz6 en 23 muestras de leche materna y 18 muestras de calostro. Los
principales resultados se presentan en la Figura , donde se puede observar que el 100%
de las 23 muestras analizadas tanto de leche materna como de calostro presentaron
sefales superiores al limite de deteccion del método para los compuestos p,p-DDE y
hexaclorobenceno. Por tanto, el método QUEChERS es adecuado para la cuantificacion

de PCBs, COs e hidrocarburos aromaticos policiclicos (Luzardo et al., 2013).

De acuerdo con la revision realizada, se puede concluir que los métodos de extraccion
tradicionales, como Soxhlet y SPE, se han utilizado ampliamente en los Ultimos afios para
el analisis de COPs. Ademas, se han desarrollado métodos novedosos, como PLE, MAE,
SPME y QUEChERS, que se aplican en el analisis de matrices complejas. Por otra parte,
las muestras soélidas, como sedimentos, suelos y tejido animal, regularmente se extraen

preferentemente por Soxhlet, ASE y MAE, mientras que las muestras liquidas, como agua,
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sangre, suero Yy leche, se extraen preferentemente por extraccion liquido-liquido,
QUEChERS, LLE, SPE o SPME, siendo QUEChERS el método mas empleado para este
tipo de matrices y el método seleccionado para el presente estudio. En cuanto a los

disolventes mas utilizados para la extraccion de COPs son el hexano (HEX) el

diclorometano (DCM), el acetonitrilo (ACN) la acetona o el tolueno y sus mezclas,

dependiendo de la matriz.

Figura 1-11: Concentraciones de plaguicidas organoclorados detectados en muestras de

calostro humano (n = 18) y leche madura (n = 23).
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Fuente: Luzardo et al. (2013).

Una vez seleccionado el método de extraccion, y antes del andlisis instrumental, se

requiere una purificacion adecuada de los extractos debido a que durante el proceso de

extraccion se extraen simultdneamente otros componentes de la matriz junto con los

analitos de interés (los COPs). Por tanto, el siguiente paso consiste en el proceso de

limpieza.
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1.2 Métodos de limpieza

En el proceso de extraccion algunos compuestos de la matriz pueden ser co-extraidos
simultaneamente con los analitos de interés, los cuales a la hora de realizar el analisis
instrumental son los principales interferentes. En el caso de las matrices ambientales como
los sedimentos, suelos y lodos se puede co-extraer azufre, en matrices bioldgicas ricas en
grasa se pueden co-extraer lipidos. Estos compuestos co-extraidos, especialmente los
lipidos, tienden a deteriorar el desempefio instrumental de los equipos de analisis,
afectando asi la sensibilidad y la reproducibilidad de los resultados. Ademas, algunos co-
extraidos pueden que interfieran o coeluyan con los analitos de interés en el andlisis
instrumental por lo que es necesario realizar un procedimiento de limpieza en el cual se

puedan eliminar los interferentes.

En el caso de la leche es necesario eliminar los lipidos, para lo cual se ha utilizado con
mucha frecuencia un método destructivo con acido sulfirico concentrado en el andlisis de
COPs, y principalmente PCBs. Dependiendo la cantidad de materia orgéanica que se desee
eliminar se utiliza el acido, ya sea directamente para muestras con alto contenido de lipidos
o indirectamente a través de gel de silice impregnado de &cido sulfurico para muestras con
bajo contenido de lipidos. En ambos casos se genera una oxidacion de la materia organica
presente en el extracto, degradando asi los compuestos enddégenos o labiles sin afectar a

los analitos de interés.

Las principales ventajas de utilizar acido sulfdrico para la limpieza de los extractos
consisten en la disminucién significativa del volumen de solventes organicos y la reduccién
de costos debido a que no se requieren adsorbentes adicionales. Sin embargo, aunque la
mayoria de los COPs, como los PCBs, son estables en condiciones acidas fuertes, no
sucede lo mismo con algunos plaguicidas organoclorados, por ejemplo, el aldrin y el
heptacloro, los cuales no se recuperan tras el tratamiento con acido sulfarico y por lo tanto,
es una limitante al momento de elegir este método de limpieza (Strobel et al., 2016;
Waliszewski et al., 2008). No obstante, la aplicacion de acido sulfarico en el método de
limpieza fue reportado por investigadores de la universidad de los Andes para el andlisis
de leche materna; en la seccion de métodos de extraccion, especificamente en la

extraccion liquido-liquido, se amplié dicho trabajo (Rojas-Squella et al., 2013).



22 Determinacion de COPs en alimentos con alto contenido de grasa

Otro método de limpieza muy utilizado es la cromatografia de permeacion en gel (GPC),
técnica analitica que se basa en el principio de exclusion por tamafio. La GPC se utiliza
para separar compuestos de alto peso molecular de otros compuestos de bajo peso
molecular. La separacion se produce mediante el uso de un gel poroso empaquetado en
una columna de vidrio (Figura ). Los compuestos de peso molecular mas pequefio pueden
penetrar en los poros mas facilmente y, por lo tanto, tienen un tiempo de retencion mas

largo que los compuestos de mayor peso molecular (Subramanian et al., 2007).

Figura 1-12: Separacion de moléculas de distinto tamafio por GPC.
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Fuente: Biomodel (2022)

Un ejemplo de aplicacion de este método de limpieza fue reportado por Lara et al. (2012),
guienes determinaron COPs en leche materna en una provincia de Buenos Aires,
Argentina. En dicho estudio se utiliz6 4cido sulfarico para una eliminacién parcial de lipidos
y posteriormente una etapa de limpieza por GPC, con el objetivo de tener un extracto sin
interferentes debido que la instrumentacién usada no era muy selectiva (GC-ECD). Se
encontr6 que el total de las muestras analizadas tuvo presencia de PCBs, con valores que
oscilaban entre 22-258 ng/g y niveles de DDTs entre 7,7-500 ng/g, tales concentraciones
son bajas comparadas con las reportadas en otros paises como se puede evidenciar en la
Figura (Della & Colombo, 2012). De acuerdo con los resultados, el método fue apto para

la determinacién de PCBs y COs.
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Figura 1-13: Comparacion de concentraciones de COPs determinada en leche materna

proveniente de diferentes paises.
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Fuente: Della & Colombo (2012).

Otro método de limpieza bastante aplicado en el andlisis de COPs es la cromatografia en
fase normal, en la cual se usan columnas de vidrio empacadas con diferentes tipos de
adsorbentes tales como silice, alimina, C18 y Florisil. Luego se eluye la muestra con un
solvente de baja polaridad en el que los analitos son solubles. En general se utilizan 3-8 g
de adsorbente en columnas de 0,5 a 1,0 cm de diametro. Por lo general, los adsorbentes
se desactivan con un bajo porcentaje de agua (0-5%) (Focant et al., 2003).Schuhmacher
et al. (2009) reportaron un estudio de seguimiento de COPs en leche materna de mujeres
espafiolas, donde se extrajeron los analitos mediante la técnica Soxhlet y luego se realizé
la limpieza mediante columnas empacadas con silice, alimina y carbon activado,

determinando concentraciones de COPs que oscilaron entre 45 y 143 pg/g de grasa.
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Por otra parte, existen sistemas no convencionales de limpieza que incluyen
procedimientos selectivos para la eliminacion de interferencias durante el paso de
extraccion. Dentro de estos métodos de extraccion y limpieza se utilizan fluidos super
criticos y el proceso se realiza en un solo paso mediante la adicion de varios adsorbentes
(Focant et al., 2003) como se observa en la Figura . Entre los absorbentes se han
investigado alimina, florisil y silice para la eliminacion de lipidos y colorantes en matrices
ambientales (Alley & Lu, 1995; Focant et al., 2003; France et al., 1991; Peterson & Richter,
2007).

Figura 1-14: Sistema automatizado de extraccion y limpieza de muestras utilizado para la
preparacion de muestras de leche dedicado al analisis de COPs.
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Fuente: Focant et al. (2003).

Referente al método QUEChERS, la etapa de limpieza se realiza mediante extraccién en
fase solida dispersiva (d-SPE) en la que el extracto se agrega a un tubo que contiene
sulfato de magnesio para asegurar la eliminacién del agua residual que pueda quedar en
el solvente orgénico, continuando con una pequefia adicion de adsorbente amina primaria
secundaria (PSA) o una mezcla de adsorbentes segun lo requiera la matriz (Figura 1-15)
(Anastassiades et al., 2003). Actualmente se reporta el uso de adsorbentes tales como
alimina, C18 y silice. Por ejemplo, para eliminar los compuestos polares (principalmente

acidos organicos, azucares y pigmentos polares) se usa el adsorbente PSA, mientras que
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para la retencién de almidon, azucares y compuestos lipofilicos, vitaminas, glucdsidos y
esteroles vegetales se emplea el C18 y la alumina (Lagana et al., 2002; Lagarda et al.,
2006). En el método QUEChERS, para la eliminacion de lipidos también se ha utilizado la
precipitacion criogénica o freezing-out, clean-up, antes del paso de dispersioén de matriz en
fase sdlida. Esta precipitacion consiste en congelar el extracto a -25°C durante 1 a 2 h,

eliminando asi el agua vy los lipidos que puedan precipitar (Parrilla Vazquez et al., 2016).

Figura 1-15: Procedimiento d-SPE para la etapa de limpieza en el método QUEChERS.
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En general, se puede indicar que es necesario un proceso de limpieza antes del analisis
instrumental. La eliminacion de agua, lipidos, proteinas que pueden ser facilmente co-
extraidos son compuestos potencialmente interferentes para la cuantificacion. Como las
matrices involucradas en el presente estudio tienen un alto contenido de grasa y agua, es
importante resaltar que la precipitacion criogénica y el sulfato de sodio anhidro se utilizan
para eliminar el agua; mientras que el acido sulftrico, C18, la alimina y la cromatografia
de permeacion en gel (GPC) se utilizan para eliminar lipidos (Guo & Kannan, 2015). De
esta forma se garantiza que el andlisis de matrices complejas no afecta la instrumentacién

analitica obteniendo cromatogramas mas limpios.

1.3 Analisis instrumental

Las técnicas instrumentales mas utilizadas en el analisis de COPs en muestras biol6gicas
y ambientales es la cromatografia de gases, con diferentes detectores, como el detector
de captura de electrones (CG-uECD) que ha sido ampliamente empleado para la

cuantificacién de COs y PCBs, sin embargo, en los ultimos afios también se han usado
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detectores mas selectivos como el de espectrometria de masas con cuadrupolo simple y
en tAindem (GC-MS y GC-MS/MS).

El GC-UECD ha llegado a ser desde la década de 1960 uno de los detectores mas
ampliamente utilizados debido a su selectividad para detectar compuestos halogenados,
tales como los COs y PCBs. Otro motivo por el cual ha sido extensamente empleado es
su sensibilidad, pues las concentraciones en las que trabaja este detector son bastante
bajas, en el rango de los ppb (Linde, 2022). Sin embargo, la principal desventaja de este
detector es la especificidad/selectividad para lograr separar los analitos de interés de los

co-extraidos de la matriz que se convierten en interferentes a la hora de cuantificar.

Por otra parte, en la década de 1980 la GC-MS comenzé a reportarse ampliamente para
el andlisis de COs y PCBs, debido a que este tipo de instrumentacion es capaz de
determinar la mayoria de los COPs a bajas concentraciones utilizando ionizacién por
impacto electronico (El), inyectores split/splitless o PTV y en el modo de monitoreo de iones
selectivos (SIM). Sin embargo, la mayor desventaja del GC-MS sigue siendo la
especificidad/selectividad, aunque en menor grado que el detector HECD (Stashenko &
René Martinez, 2010), problema que se ha venido solucionando con la GC-MS/MS.

Las principales ventajas de la cromatografia de gases acoplada a los detectores
mencionados, es la sensibilidad, capacidad de separar, identificar y analizar de manera
cualitativa y cuantitativa compuestos volatiles como son los COPs. Otra ventaja de los
sistemas cromatograficos es la rapidez, ya que permiten obtener resultados analiticos cada

vez en menor tiempo.



2.Validacion de metodologias para
determinar COs y PCBs mediante CG-yECD
y GC-MS/MS, y su aplicacion en leche
bovina y materna

2.1 Introduccidn

Los métodos analiticos deben ser adecuados para determinar los residuos de plaguicidas
0 cualquier otro contaminante en la matriz de interés, con varios propositos, que incluyen
el control y cumplimiento normativo, la certificacion de importacion/exportacion, la
evaluacion de riesgos o exposiciébn a determinados contaminantes, los ensayos de
aplicacién de campo, la comercializacion para consumidores y monitoreos nacionales,

entre otros (Aysal et al., 2007).

Uno de los requisitos para el aseguramiento de calidad/control de calidad (QA/QC) en el
andlisis de COs y PCBs es la validacion del método. La guia Eurachem introduce el
concepto de validacion de métodos como el proceso de definir un requisito analitico y
confirmar que el método en consideraciéon tiene capacidades consistentes con lo que
requiere la aplicacion (Eurachem, 2014). Otra definicibn muy importante se encuentra en
la ISO/IEC 17025, en donde define el proceso de validacion como la verificacién, cuando
los requisitos especificados son adecuados para un uso previsto (ICONTEC, 2017). Por lo
tanto, teniendo en cuenta las definiciones referenciadas anteriormente se puede decir que
la validacion es el proceso en el cual se debe definir un requisito analitico y documentar
evidencias objetivas que demuestren que el método satisface los requisitos para las
aplicaciones deseadas. La validacién del método tiene un impacto directo en la calidad de
los resultados analiticos, aunque una validacion minuciosa no asegura que no se
presenten problemas (Green, 2011). Todos los métodos utilizados para el analisis de COPs
deben validarse antes de su implementacién para confiar en los resultados de andlisis de

muestras reales en el laboratorio.
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Existen diferentes guias sobre validacion segun sea la aplicacion. En el caso de la
determinacion de residuos de plaguicidas en alimentos y piensos, el documento
SANTE/11312/2021 indica cuales son los criterios de desempefio para cada parametro a
evaluar en la validacion, y considera que se acepta como validado un método analitico
cuando los parametros de rendimiento se encuentran dentro del rango especificado
(Eurachem, 2014; Pihlstrom et al., 2021; Tiryaki, 2006).

Segun el documento SANTE, el método debe probarse para evaluar la sensibilidad,
selectividad, exactitud, precisién (que se evalla con repetibilidad, precision intermedia y
reproducibilidad), linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, y el efecto matriz.
Ademas de los aspectos de validacion cuantitativa, también se deben optimizar los
pardmetros de identificacién, por ejemplo, en cromatografia acoplada a espectrometria de

masas se debe evaluar el tiempo de retencion y la relacién de iones (Pihlstrém et al., 2021).

En cuanto a la sensibilidad, el vocabulario internacional de metrologia (VIM) la define como
el cociente entre la variacion de una indicacion de un sistema de medida y la variacion
correspondiente del valor de la magnitud medida (VIM, 2012). Por otra parte, el VIM define
la selectividad como la propiedad de un sistema de medida, empleando un procedimiento
de medida especificado, por la que el sistema proporciona valores medidos para uno o
varios mensurandos, que son independientes de otros mensurandos o de otras
magnitudes existentes en el fendmeno, cuerpo o sustancia en estudio (VIM, 2012). Es
decir, este parametro evalla la confiabilidad de los resultados en presencia de

interferencias.

La exactitud es el grado de concordancia entre un valor medido y un valor verdadero de
un mensurando. Este término se expresa en dos componentes: veracidad y precision. La
veracidad es el grado de concordancia entre la media de un namero infinito de valores
repetidos y un valor de referencia. Por otra parte, la precision es el grado de concordancia
entre los valores medidos obtenidos en mediciones repetidas de un mismo objeto o de
objetos similares, bajo condiciones especificas (VIM, 2012). Segun la ISO 5725, la
precision puede expresarse como repetibilidad y reproducibilidad, sin embargo, existe un
parametro que esta en la mitad de estos dos extremos y se considera como precision

intermedia. La precision como repetibilidad es el grado de cercania entre los resultados de
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pruebas independientes entre si, obtenidos con el mismo método de medicion, con las
mismas muestras, en el mismo laboratorio, por el mismo analista que usa el mismo equipo
en intervalos cortos de tiempo (ISO 5725-1:(en), 1994; Pihlstrdm et al., 2021). La precision
como reproducibilidad es el grado de cercania entre los resultados de ensayos obtenidos
con el mismo método de medicion, con las mismas muestras, en diferentes laboratorios
con diferentes analistas, con diferentes equipos. Por otra parte, la precisién intermedia
evalla la dispersion de resultados entre ensayos mutuamente independientes utilizando el
mismo método aplicado a la misma muestra, en el mismo laboratorio bajo diferentes
condiciones: distintos analistas, diferente equipamiento o distintos dias (ISO 5725-1:(en),
1994; Pihlstrédm et al., 2021).

Otro pardmetro para evaluar es la linealidad, que se define como la capacidad de un
método analitico para obtener resultados proporcionales a la concentracién del analito. En
la evaluacién de este parametro también se tiene en cuenta el intervalo lineal y el intervalo
de trabajo. El intervalo lineal, se define como la capacidad de un instrumento para obtener
resultados proporcionales a la concentracion del analito, y el intervalo de trabajo se define
como intervalo sobre el cual el método proporciona resultados con una incertidumbre
aceptable (Castillo & Gonzalez, 1996).

En cuanto al pardmetro limite de deteccion, el VIM lo define como el valor medido, obtenido
mediante un procedimiento de medicién dado, con una probabilidad 3 de declarar
errébneamente la ausencia de un constituyente en un material, dada una probabilidad a de
declarar errbneamente su presencia (VIM, 2012). Otra definicion que aporta la IUPAC para
el limite de deteccién corresponde a la concentracion mas baja de analito en una muestra

gue puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse (Thompson et al., 2002).

Por otra parte, el documento SANTE define el limite de cuantificacibn como la
concentracion o masa mas baja del analito que se ha validado con una precision aceptable
mediante la aplicacion del método analitico completo y los criterios de identificacion
(Pihlstrém et al., 2021).

En cuanto al efecto matriz, el documento SANTE lo define como la influencia de uno o mas
compuestos co-extraidos de la muestra en la medicion de la concentracion o masa del

analito. El efecto matriz puede observarse como una respuesta del detector aumentada o
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disminuida en comparacion con la respuesta del analito disuelto en solvente. La presencia
0 ausencia de tales efectos puede demostrarse por la diferencia de respuesta del estandar
en extracto de matriz y el estdndar en solvente (Pihlstrom et al., 2021).

En este capitulo se abordaron dos objetivos. El primero de ellos fue validar un
procedimiento analitico rapido, facil, barato, efectivo, robusto y seguro (QUEChERS)
modificado, para el andlisis de COs y PCBs por cromatografia de gases con diferentes
detectores, en leche materna y bovina. El segundo objetivo fue determinar la concentracion
de los principales COPs en las matrices de estudio provenientes de diferentes regiones de

Colombia.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Reactivos

Los estandares solidos de 25 COPs y los controles de calidad, subrogado (PCB 103) y
estandar interno (xileno), se adquirieron de la casa comercial Dr. Erhenstorfer (Augsburg,
Alemania), con una pureza mayor al 95%. Los solventes como acetonitrilo, hexano y
acetato de etilo grado residuos se adquirieron de la marca comercial J.T. Baker (USA). El
sulfato de magnesio, el citrato di-sodico sesqui hidratado y citrato tri-sédico di hidratado,
se adquirieron de Sigma Aldrich (Alemania); el cloruro de sodio se adquiri6 de J.T. Baker
(USA); la amina primaria secundaria (PSA N-propiletilediamina) se adquiri6 de Agilent
Technolgies (USA), y la alumina se adquiri6 de Sigma Aldrich (Alemania). El adsorbente
(alimina) se activo previamente por 2 h a 500°C y luego se desactivo al 5% p/p adicionando
agua. Los gases empleados en los analisis cromatograficos fueron aire sintético seco (20%

02y 80% N), nitrdgeno, y helio, todo grado 5.0 ultra alta pureza.

Dentro de los estandares sélidos se utilizaron: Aldrin, Alpha-Endosulfan, Alpha-HCH, beta
HCH, Beta-Endosulfan, Cis- Clordano, Dieldrin, Endrin, Endrin cetona, HCB, Heptaclor,
Heptaclor-cis, Heptaclor-trans, Lindano, p, p-DDD, p, p-DDE, p,p-DDT, PCB 28, PCB 52,
PCB 101, PCB 118, PCB 138, PCB 153, PCB 180. Las soluciones madre se prepararon a
una concentracion cercana a 500 pg/mL en acetato de etilo y se almacenaron en

recipientes de vidrio &mbar a -20°C.
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2.2.2 Analisis instrumental

Los estandares solidos de 25 COPs y los controles de calidad, subrogado (PCB 103) y
estandar interno (xileno), se adquirieron de la casa comercial Dr. Erhenstorfer (Augsburg,

Alemania), con una pureza mayor al 95%.

La validacion se llevé a cabo en tres sistemas cromatograficos diferentes. El primero
correspondié a un cromatégrafo de gases con detector de micro-captura electronica (GC-
UECD con una fuente de radiacion B de ®Ni) en el cual se validé y analizé la matriz de
leche bovina. El segundo correspondi6 a un cromatégrafo de gases acoplado a
espectrometria de masas simple cuadrupolo (GC-MS, detector HP 5975C de simple
cuadrupolo), donde se confirmaron las muestras positivas de leche bovina. Por ultimo, el
tercer sistema correspondié a un cromatégrafo de gases acoplado a espectrometria de
masas en tandem con triple cuadrupolo (GC-MS/MS, detector 7000B de triple cuadrupolo),
en el cual se validé la matriz de leche materna. Todos los cromatégrafos fueron marca
Agilent Technologies, con referencias HP6890+ con automuestreador 7683, 7890A con

inyector automatico HP 7683B, y 7890 con automuestreador 7693A, respectivamente.

Los tres cromatdgrafos de gases incluian un puerto de inyeccién split/splitless. ElI GC-
MECD emple6é una pre-columna capilar sin fase estacionaria de 1.0 m x 0.25 mm de
didmetro interno, en el caso de los GC-MS y GC-MS/MS la pre-columna empleada fue de
5.0 m x 0.25 mm de diametro interno. La columna empleada en el GC-uECD fue una
columna capilar con 5% phenyl methyl siloxano de (30 m, 0.25 mm de diametro interno,
0.25 um de espesor), y para los GC-MS y GC-MS/MS se emple6 una columna capilar con
5% phenyl methyl siloxano HP-5MS Ul de (30 m, 0.25 mm de didmetro interno, 0.25 pm

de espesor).

En los tres cromatografos las condiciones de inyeccién fueron: modalidad splitless pulsado,
pulso de presion 65 psi durante 0.8 min, flujo de purga 40 mL/min, valvula de venteo

cerrada durante 0.6 min, volumen de inyeccion 1 pL y temperatura del inyector 256 °C.

Las condiciones de los analizadores de masas para los GC-MS y GC-MS/MS fueron:

fuente de ionizacién por impacto electrénico y energia de colision 70 eV. Para el sistema
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GC-MS el modo de adquisicion usado fue monitoreo de ion selectivo (SIM), para el GC-
MS/MS la modalidad fue monitoreo de reaccién multiple dinamico (dMRM).

En el GC-UECD se empled como gas de arrastre nitrégeno UAP, mientras que para los
GC-MS y GC-MS/MS se us6 helio UAP. La temperatura del detector u-ECD se mantuvo

en 310°C, y para los espectrémetros de masas se mantuvo en 150°C.

Para asegurar el correcto andlisis de los COs y PCBs, los programas de temperaturas
utilizados en los hornos de los cromatdgrafos se iniciaron en 60°C y se llevaron hasta una
temperatura de 300°C, el tiempo total de analisis en el GC-uUECD fue de 36 min, para el
GC-MS fue de 23 min, y para el GC-MS/MS fue de 19 min.

2.2.3 Descripcion de los métodos analiticos

= Meétodo para analisis de COPs en leche bovina

El método que se uso para la extraccion y limpieza en el andlisis de COs y PCBs en leche
bovina corresponde a una modificacion del método QUEChERS versién europea
(Anastassiades & Lehotay, 2003), como se describe a continuacion: en un tubo de
polipropileno de 50mL se tomaron 5mL de leche, se adicion6 5mL de agua, 10mL de
acetonitrilo y se agit6 por 1 min con agitador vortex. Luego se adicionaron las sales de
particion (4g de MgSQO., 1g de NaCl, 1g de CitNas sesqui hidratado y 0.5g de CitHNa»1.5
hidratado) e inmediatamente se agitd en vortex durante 1 min. Posteriormente, se
centrifugd durante 5 min a 5000 rpm y 10°C, y se retir0 la fase organica. Luego, se hizo
una segunda extraccion con 5 mL de acetonitrilo, las fases organicas se mezclaron y se
dejaron en el congelador por dos horas a -20°C con el fin de precipitar la grasa extraida.
Una vez trascurridas las dos horas, se centrifugé durante 5 min a 5000 rpm y 10°C. Del
volumen total de extracto se tomaron 12 mL, se concentré hasta casi sequedad en un
evaporador rotatorio. Posteriormente, con ayuda de una corriente de nitrogeno, se llevo a

sequedad y se reconstituy6 con 2mL de acetato de etilo.

Con el propésito de eliminar las interferencias, se llevd a cabo la limpieza del extracto

mediante extraccion en fase solida dispersiva (d-SPE). Para realizar este procedimiento,
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el extracto obtenido se transfirié a un tubo de polipropileno de 15mL que contenia 100 mg
de PSA, 100 mg de alimina y 180 mg de sulfato de sodio anhidro. Posteriormente, se agité
empleando un agitador vortex durante 1 min y se centrifugé durante 5 min a 5000 rpm y
10°C. Finalmente, 1 mL del sobrenadante se llevé a un vial de cromatografia para su
andlisis. El andlisis instrumental se llevdo a cabo por GC-uUECD y por GC-MS para

confirmacién de muestras positivas.

= Meétodo para analisis de COPs en leche materna

El método de extraccion y limpieza para el andlisis de COs y PCBs en leche materna
consistié en una adaptacion del método QUEChERS como se describe a continuacién: en
un tubo de polipropileno de 50mL, se tomaron 10mL de leche, 10mL de acetonitrilo, y se
agité por 1 min con un agitador vertical especifico para el método QUEChERS. Luego, se
adicionaron las sales de particion (4g de MgSQOs, 1g de NaCl, 1g de CitNas sesqui hidratado
y 0.5g de CitHNa;1.5 hidratado), e inmediatamente se agité en el mismo agitador durante
1 min. Luego, se centrifugé durante 5 min a 5000 rpm y 10°C.

Posteriormente se realiz6 la etapa de precipitacion criogénica donde se llevo el extracto al
congelador a -20°C durante 2 h. Una vez trascurrido este tiempo, se tomaron 2 mL del
sobrenadante y se trasfirieron a un tubo de polipropileno de 15mL que contenia 100 mg de
PSA, 100 mg de alimina y 180 mg de sulfato de sodio anhidro. Se agit6 empleando un
agitador vortex durante 1 min y se centrifug6 durante 5 min a 5000 rpm y 10°C. Finalmente,
1 mL del sobrenadante se llevé a un vial de cromatografia para su analisis por GC-MS/MS.

2.2.4 Validacion de los métodos analiticos

El procedimiento de validacion se realizé siguiendo los lineamientos del documento
SANTE/11312/2021 (Pihistréom et al.,, 2021). Se evaluaron los siguientes parametros:
especificidad/selectividad, linealidad, exactitud (como precision y veracidad), efecto matriz,
limites de deteccién (LOD) y cuantificacién (LOQ). A continuacion, se describe la forma

como se determind cada parametro y los criterios de aceptacion del método.
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La especificidad/selectividad se evalué realizando la inyeccion del extracto de muestra

blanco y extracto de muestra blanco fortificado con la mezcla de COPs a una concentracion

igual al nivel 1 de la curva de calibracion.

La linealidad del método se evalué mediante curvas de calibracion para cada compuesto

en extracto blanco de matriz (leche bovina y materna), a cinco niveles de concentracion (2,

10, 50, 80 y 120 ng/mL para leche bovina, y 5, 10, 30, 40 y 50 ng/mL para leche materna).

Cada concentracién se inyecto por triplicado en los sistemas cromatogréaficos. Se aplicaron

pruebas estadisticas para evaluar la pendiente, el intercepto y correlacion; mediante una

prueba ANOVA se evalué la regresion. En la Tabla 2-1 se registran las hipétesis evaluadas.

Tabla 2-1: Criterios de evaluacién de la linealidad.

Parametro

Aceptacion

Pendiente

Hipotesis nula, Ho: B=0; la pendiente es estadisticamente igual a cero.
Hipétesis alterna, H: 3#0; la pendiente es estadisticamente diferente de cero.

Resultado esperado: se rechaza Ho debido a que la pendiente es estadisticamente
diferente de cero; evaluada mediante prueba t-Student.

Intercepto

Hipotesis nula, Ho: a=0; el intercepto es estadisticamente diferente de cero.
Hipétesis alterna, H1: o#0; el intercepto es estadisticamente igual a cero.

Resultado esperado: se rechaza Ho debido a que el intercepto es estadisticamente igual

a cero; evaluado mediante prueba t-Student.

Correlacion
entre Xy Y

Hipétesis nula, Ho: p=0; no existe correlacion entre la respuesta y la concentracion.
Hipétesis alterna, H1: p#0; existe correlacion entre la respuesta y la concentracion.

Resultado esperado: se rechaza Ho debido a que existe correlacion entre la respuesta y

la concentracion; evaluada mediante prueba t-Student.

Regresion
entre Xy Y

Hipdtesis nula, Ho: p=0; no existe regresion lineal entre la respuesta y la concentracion.
Hipdtesis alterna, H1: p#0; existe regresion lineal entre la respuesta y la concentracion.

Resultado esperado: se rechaza Ho debido a que existe regresion lineal entre la
respuesta y la concentracion, evaluada mediante prueba Anova (analisis de regresion

por el método de minimos cuadrados).
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La evaluacion de la precision como repetibilidad y como precisiéon intermedia se llevd a
cabo mediante el andlisis de cinco réplicas de ensayos fortificados en un mismo dia y
durante cinco dias diferentes a las concentraciones correspondientes al nivel bajo, medio
y alto de la curva de calibracion. Con los resultados obtenidos se determiné el porcentaje
de coeficiente de variacién (%CV); valores inferiores al 20% se consideraron aceptables.

Para evaluar la veracidad se determinaron los porcentajes de recuperacién de todos los
compuestos a tres concentraciones: nivel bajo, medio y alto de la curva de calibracién con
5 réplicas. Los valores determinados deben encontrarse entre el 70% y el 120% de

recuperacion para que sean aceptables (Pihlstrom et al., 2021).

Para la determinacion del efecto matriz se prepararon curvas de calibracion en solvente y
en extracto blanco de matriz. Cada una de las curvas estaba constituida por cinco niveles
de calibracién (previamente descritos) y se inyectaron por triplicado en los respectivos
sistemas cromatograficos. El efecto matriz se determiné a través del calculo de porcentaje
de efecto matriz (%EM), dividiendo la diferencia entre la respuesta del analito en solvente
menos la respuesta del analito en extracto de matriz, sobre la respuesta del analito en
solvente y multiplicado este cociente por 100, como se expresa en la Ecuacion 2.1 (Tiryaki,
2016). Los compuestos que presentaron valores superiores al 20% se consideré que

presentaban efecto matriz.

area en solvente—area en matriz

% EM = ( ) % 100 2.1)

area en solvente

Los LOD y LOQ, se determinaron con los lineamientos descritos por el método de la EPA
(Oshiro, 2013). Estos parametros se analizaron inyectando 6 extractos de blanco de matriz,
donde el LOD se determiné considerando el promedio de la altura de la relacién sefal/ruido
para los 6 blancos de matriz multiplicada por 3, mientras que el LOQ se determin6
considerando el promedio de la altura de la relacion sefal/ruido para los 6 blancos de
matriz multiplicada por 10. Los LOD y LOQ se expresaron para cada compuesto como
concentracion teniendo en cuenta la sefial de un extracto blanco fortificado al nivel mas

bajo de la curva de calibracion.
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Todos los pardmetros de validacion se realizaron tanto en leche bovina como materna,
puesto que son matrices muy diferentes. La leche materna, por ejemplo, es una matriz
mucho mas compleja con mayor niumero de interferentes, y por lo tanto, requiri6 el uso de
una instrumentacibn mas avanzada. Debido a esto se requirié realizar validaciones

independientes en las dos matrices.

2.2.5 Analisis de material de referencia

Como otra medida mas exhaustiva para verificar la veracidad de los métodos se determiné
el sesgo. Para ello, se realiz6 el analisis de dos materiales de referencia certificados que
corresponden a leche bovina en polvo, identificados como MRC BRC 188 y MRC BRC 450,
gue contenian COs y PCBs. El material de referencia certificado MRC BRC 188 se utilizé
en la evaluacion de la metodologia para leche bovina, y contenia los siguientes COs: HCB,
B-HCH, B-HEPO, p,p’-DDE, Dieldrin, Endrin y p,p’-DDT. El material de referencia
certificado MRC BRC 450 se utilizé en la evaluacion de la metodologia para leche materna,
y contenia los PCBs indicadores 52, 118, 153 y 180.

En el andlisis de los materiales de referencia certificados se pesaron 2 g de muestra 'y se
reconstituyeron con agua a una temperatura entre 35-38°C, de tal manera que se obtuvo
una leche fluida. Posteriormente, se continu6 con el analisis tanto para leche bovina como

materna como se describe en el numeral 2.1.3: Descripcion de los métodos analiticos.

2.2.6 Analisis de muestras

La leche bovina y materna son consideradas como unas de las mejores matrices de
muestreo para el biomonitoreo de COPs, debido a su disponibilidad, alto consumo y
naturaleza no invasiva a la hora de recolectar las muestras individuales. Ademas, son
matrices con alto contenido de grasa, lo que facilita la disposicion y extraccion de COPs
(Chasek & Downie, 2020).

Considerando lo anterior, se recolectaron 56 muestras de leche materna en recipientes de
vidrio schott de 50 mL. Los criterios de inclusion para que la madre fuera donante fueron
los siguientes: ser madre primeriza, estar en los primeros 6 meses de lactancia, estar
lactando un unico bebe (es decir no mellizos, gemelos, trillizos, etc.), haber vivido en el

area de muestreo al menos 5 afios. El muestreo realizado fue por conveniencia, es decir
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gue se tomaron de donde se esperaba obtener mayores concentraciones de COPs. Estas
muestras fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de Salud (INS). La relacion de las
muestras tomadas con el lugar de muestreo se puede observar en la Figura 2-1.

Figura 2-1: Relacién del numero de muestras de leche bovina y materna recolectadas por

departamento en Colombia.

Departamento Muestras
Cundinamarca 12
Meta 4
Santander 6
© Huila 10
£
_§ Caqueta 5
2 Cauca 4
3
- Magdalena 3
Vaupés 3
Risaralda 2
Valle del Cauca 1
© Tolima 8
IS Antioquia 20
©
1S Atlantico 13
[0}
§ Norte de Santander 9
— | % | Bogota D.C.

Todas las muestras, tanto de leche materna como bovina, se recibieron en el Laboratorio
de Andlisis de Residuos de Plaguicidas (LARP) de la Universidad Nacional de Colombia —
sede Bogota, y se almacenaron a -20°C hasta su andlisis. Para garantizar la calidad de los
resultados dentro de cada lote de muestras se incluyeron los siguientes controles de
calidad: blanco de matriz, un ensayo de recuperacién para todos los compuestos, un

estandar subrogado y un estandar interno.

2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Validacion

Los resultados de la validacion para las dos metodologias se relacionan a continuacion.
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= Especificidad/Selectividad

Para evaluar la selectividad o separacién cromatografica de los analitos, en el GC-uECD
se usaron diferentes rampas de temperatura con la misma columna (HP-5), siguiendo
métodos de referencia como los proporcionados por la EPA para el analisis de COPs (EPA,
2007).

Debido al nimero de compuestos y a sus caracteristicas fisicoquimicas similares, la
probabilidad de coelucién de los analitos era bastante alta, y para el caso de detectores
convencionales como el HECD, fue necesario contar con una separacion adecuada para
poderlos identificar y cuantificar. Debido a esto, se trabajé con diferentes programas de
temperatura hasta obtener una resolucién mayor a 1.5 para la mayoria de los analitos. No
obstante, compuestos como el Dieldrin y p,p’-DDE, presentaron una resolucion menor a
uno, sin embargo, se logré identificar cada compuesto como se puede observar en la
Figura 2-2, en los casos en que fue necesario cuantificar uno de estos dos analitos se hizo
con las alturas en lugar de usar areas, para asi disminuir el error al no tener los compuestos
totalmente resueltos (Pihlstrom et al., 2021). No obstante, compuestos como el Dieldrin y
p,p’-DDE, presentaron una resolucién menor a uno, sin embargo, se logro identificar cada
compuesto como se puede observar en la Figura 2-2. En los casos donde fue necesario
cuantificar alguno de estos dos analitos, se hizo con las alturas en lugar de usar areas,
para asi disminuir el error al no tener los compuestos totalmente resueltos (Pihlstrom et al.,
2021).

Figura 2-2: Cromatograma donde se evidencia la resolucién del Dieldrin-p y p'-DDE.
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La Figura 2-3 muestra un cromatograma obtenido de la inyeccién de un blanco de matriz
de leche bovina y el nivel mas bajo de la curva de calibracion en blanco de matriz en el

GC-UECD. Se puede observar la correcta separacion de los analitos y adicionalmente se
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evidencia que en los tiempos de retencion de todos los compuestos no hay interferencias

con la matriz, en este caso de leche bovina.

Figura 2-3: Especificidad/Selectividad: el cromatograma azul corresponde al blanco de
leche bovina, y el cromatograma rojo corresponde al blanco de leche bovina adicionado

con la mezcla de COPs.
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Para evaluar la especificidad/selectividad del método para el andlisis de PCBs y COs en
leche materna, se seleccionaron al menos tres transiciones por compuesto, una transicion
objetivo (target) y las demas cualificadoras. En la Figura 2-4a se pueden observar la
transicion objetivo en negro y 7 transiciones cualificadoras para el compuesto Alfa-HCH en
diferentes colores. Importante tener en cuenta que todas las transiciones se encuentran al
mismo tiempo de retencion lo cual ayuda a identificar el compuesto. Otro aspecto que hace
gue el método sea especifico es la verificacion de la abundancia de cada una de las

transiciones para cada uno de los compuestos en estudio.

Una vez optimizadas las condiciones de identificaciébn para cada analito, se procedi6 a
inyectar un blanco de leche materna (Figura 2-4b), para verificar que no se presentan
compuestos intrinsecos de la matriz que puedan interferir en las respectivas transiciones,

afectando la determinacion y cuantificacion de los analitos.

Figura 2-4: Transicion target y cualificadoras para a) el compuesto Alfa-HCH, y b) el blanco

de leche materna en el tiempo de retencion y transiciones del compuesto Alfa-HCH.
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Una version simplificada de la evaluacion de la especificidad/selectividad se puede
evidenciar en la Figura 2-5, donde se presenta la inyeccién de un extracto de blanco de
leche materna (linea negra), sobrepuesto con el nivel mas bajo de la curva de calibracién
en extracto de leche materna (linea azul) a la concentracion de 5 ng/mL (o en la matriz
9.7X10“*mg/kgmariz). Graficas similares se obtuvieron para los demas compuestos incluidos

en el alcance de la validacién y se pueden evidenciar en el Anexo A.

La instrumentacion disponible en el laboratorio permiti6 obtener métodos

especificos/selectivos para la determinacion de COPs en leche bovina y materna.

Figura 2-5: Transicion target para los compuestos Alfa-HCH, HCB, Gama-HCH, PCB 28,
Heptaclor y PCB 52 de la inyeccion de blanco de leche materna (linea negra) sobrepuesto

con el nivel 1 en matriz (linea azul).
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= Linealidad

Para evaluar este pardmetro, primero se revisé visualmente el rango lineal y el coeficiente

de correlacion (R?) de cada curva de calibracién de los compuestos incluidos en el alcance

de las dos metodologias. Posteriormente, se verificO su correcto ajuste a partir de las

pruebas estadisticas. Los resultados de linealidad obtenidos en leche bovina y materna se

presentan en la Tabla 2-2 y Tabla 2-3 respectivamente.

En las tablas se evidencia que los resultados fueron satisfactorios para las pruebas

estadisticas de pendiente, intercepto, regresion y correlacion para ambas matrices. Sin

embargo, para la leche bovina en el 48% de los compuestos se rechazé la hipotesis alterna

al evaluar el intercepto, lo que significa que este es estadisticamente diferente de cero. A

pesar que el método mostr6 ser selectivo/especifico para todos los compuestos en leche

bovina, una posible causa de este resultado, es el error intrinseco relacionado al ajuste del

modelo de regresion lineal, debido a que la linea de tendencia prioriza pasar lo mas cerca

posible por los datos, minimizando asi el valor de los residuales, en lugar de intentar pasar

por el valor cero del plano cartesiano, lo que eventualmente proporcionaria una

interseccion diferente de cero (Huérfano Barco & Guerrero Dallos, 2020). Otra posible
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causa por la cual el intercepto de algunos compuestos fue estadisticamente diferente de
cero, pudo ser por el efecto matriz, debido a que en estudios anteriores se ha estimado el
efecto matriz a partir de regresion lineal y se observa este mismo comportamiento
(Ahumada & Guerrero, 2010). Por lo tanto, en la cuantificacion de estos compuestos se
debe tener en cuenta la ecuacion de la recta incluyendo el intercepto.

Por otro lado, el total de los compuestos estudiados presentaron un rango lineal en las
concentraciones evaluadas entre 2-120 ng/mL para leche bovina y 5-50 ng/mL para leche
materna, obteniendo coeficientes de correlacion cercanos a uno. En la Figura 2-6 se
presenta como ejemplo las curvas de calibracion de los compuestos Hexaclorobenceno y

Endosulfan-beta en la matriz de leche materna.

Tabla 2-2: Evaluacion estadistica de linealidad y efecto matriz (EM) en leche bovina.

Pardmetros de linealidad
Pendiente | Intercepto | Correlacién | Regresion | Desvio

I'I'I
<

Compuesto

Aldrin

Beta-Endosulfan

DDD

DDE

DDT

Dieldrin

Endrin

Gama-HCH

HCB

Heptachlor Cis

Heptachlor

Heptaclor Trans

PCB 101

PCB 118

PCB 138

PCB 153

PCB 180

SIS TSN PSS E PN PN PN N CN PN PN EN N ES

PCB 28

NSNS IS IS NN RN P PN PSP PO ENEN P P PN
Llalalalalalala]> x| a]a s>«
NSNS IS IS NN RN P PN IS DS PO ENEN P P PN
SIS IS IS NN RN P PN IS DS PO EN RN PN PN S
DD D333 (3 [ X[ | N[> [ [>X[>X[>X XXX

PCB 52 v

v Se acepta la hipotesis alterna, X Se rechaza la hipétesis alterna, para EM, existe efecto matriz.

Tabla 2-3: Evaluacion estadistica de linealidad y efecto matriz (EM) en leche materna.

Parametros de linealidad
Pendiente ‘ Intercepto | Correlacién ‘ Regresion ‘Desvio

Compuesto EM
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Endrin
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PCB 52 v

v

v

v

SIS|ISN|IS|SNSIS SN ISI8 88N 818881818188 188 S

X

Vv Se acepta la hip6tesis alterna, X Se rechaza la hipétesis alterna, para EM, existe efecto matriz.

Figura 2-6: Curva de calibracion de los compuestos Hexaclorobenceno y Endosulfan-beta

en matriz de leche materna.

Points Used. 0QCs

= Exactitud como Precisién

Con respecto a la dispersion de los resultados, todos los compuestos en las dos matrices

(leche bovina y materna) presentaron coeficientes de variacion menores al 20% a las

concentraciones evaluadas. Tanto en la repetibilidad (Figura 2-7 y Figura 2-8) como en la

precision intermedia (Figura 2-9 y Figura 2-10), los valores estan dentro del criterio
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establecido en el documento SANTE (Pihlstrom et al., 2021). Por lo tanto, las metodologias

son precisas en condiciones de repetibilidad y precision intermedia.

Figura 2-7: Precision expresada como repetibilidad, evaluada en leche bovina.
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Figura 2-8: Precision expresada como repetibilidad, evaluada en leche materna.
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Figura 2-9: Precision intermedia evaluada en leche bovina.
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Figura 2-10: Precision intermedia evaluada en leche materna.
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= Exactitud como Veracidad

Porcentaje de recuperacion

Todos los compuestos evaluados al nivel mas bajo de la curva de calibracién, para leche
bovina 2 ng/mL y para leche materna (5 ng/mL), se encontraron entre 87%-95% y 70%-
102%, respectivamente. Segun el criterio establecido en el documento SANTE (Pihlstrém
et al., 2021) este pardmetro se debe encontrar entre 70% y 120%, por tanto, se puede

asegurar que ambos métodos son veraces y adecuados para el fin propuesto. Es
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importante resaltar que ambas concentraciones de leche bovinay materna de 2 y 5 ng/mL,
respectivamente, correspondieron a 9.7x10“ mg/kg en matriz. Los resultados para leche

bovina y materna se presentan en la Figura 2-11 y Figura 2-12.

Figura 2-11: Recuperacién para cada compuesto en leche bovina (a 9.7x10* mg/kg).
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Figura 2-12: Recuperacion para cada compuesto en leche materna (a 9.7x10“ mg/kg).
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Los resultados obtenidos para los materiales de referencia se reportan en la Tabla 2-4,
para el caso del andlisis de COs en leche bovina, y en la Tabla 2-5 para el andlisis de
PCBs en leche materna. Al analizar los materiales de referencia certificados para ambas
metodologias, se pudo evidenciar que los valores obtenidos para los coeficientes de
variacion eran menores al 20%, tanto para los PCBs como para los COs evaluados. Lo
anterior, sumado a que el error relativo era menor al 20%, demostro la precision y veracidad

de las metodologias.

Tabla 2-4: Resultados del andlisis del material de referencia BRC 188 para evaluar la

metodologia en leche bovina.

Compuestos VaIcELS/iIQI;ARC Valor ((a:l(glig;nental %CV Error(g/f)lativo
HCB 37.40 34.70 2.11 7.22
Heptaclor cis 32.00 30.50 2.53 4.69
Dieldrin 36.10 35.00 1.08 3.05
Endrin 6.20 6.20 3.60 0.00
>DDT 125.80 134.50 4.15 6.92

MRC: Material de referencia certificado; %CV: porcentaje Coeficiente de variacion; >DDT:
Sumatoria de DDD, DDE y DDT expresada como DDT.

Tabla 2-5: Resultados del analisis del material de referencia BRC 450 para evaluar la
metodologia en leche materna.

Valor del MRC Valor experimental Error relativo
Compuestos (hg/kg) (o/ko) Hev (%)
PCB 52 1.16 1.14 3.85 1.56
PCB 118 3.30 2.68 3.31 18.82
PCB 153 19.00 16.40 2.38 13.67
PCB 180 11.00 10.73 2.24 2.42

MRC: Material de referencia certificado; %CV: porcentaje Coeficiente de variacion.

= Efecto matriz

Este parametro igual que los anteriores se evalud para las dos matrices. En leche bovina
se observé que el 95% de los compuestos presentaron efecto matriz, y en el caso de leche
materna se encontr6 que el 100% de los compuestos presentaron un aumento

considerable de la respuesta. Por lo tanto, la cuantificacion en los dos métodos se llevo a
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cabo con curvas de calibracion en matriz para minimizar el efecto de aumento o supresion

de la sefal.

Como ejemplo de este efecto, en la Figura 2-13 se observa que la respuesta del detector
de masas para los compuestos PCB28, Heptaclor y PCB 52 en leche materna es mayor a
la respuesta en solvente. Una de las principales causas del efecto matriz se puede asignar
a los sitios activos especificamente presentes en el inyector, y que son responsables de la
adsorcion y/o descomposicién térmica de ciertos analitos (Ahumada & Guerrero, 2010).
Los resultados de la evaluacion para este parametro se encuentran registrados en la Tabla

2-2 que corresponde a leche bovina y en la Tabla 2-3 que corresponde a leche materna.

Figura 2-13: Respuesta del equipo GC-MS/MS en la matriz de leche materna: la linea
negra corresponde al nivel 1 (5 ng/mL) en solvente, y la linea verde corresponde la

respuesta para los compuestos PCB28, Heptaclor y PCB 52.
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= Limites de deteccidn y cuantificacion (LOD y LOQ)

Para la determinacion de los LOD y LOQ en los PCBs fue necesario analizar el contenido
de grasa de la matriz mediante el método de referencia para determinacién de grasa en
leche y productos lacteos (gravimétricamente), establecido en la NTC 4722. Lo anterior
debido a que los contenidos maximos de PCBs en los productos alimenticios se expresan
en ng de la sumatoria de los 7 congéneres de PCBs por gramo de grasa de la matriz. Por
lo tanto, se encontraron valores de LOD y LOQ para los PCBs de 47.41 ng/g y 158.04 ng/g
en leche bovina, y de 1.11 ng/g y 3.69 ng/g en leche materna.
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Por otra parte, los LOD y LOQ para los COs se calcularon en mg por kg de matriz, tal como
se expresan los limites maximos de residuos (LMR). En leche bovina, los valores de LOD
oscilaron entre 5x10°y 3x10* mg/kg, y los valores del LOQ entre 2x10*y 1x10° mg/kg,
como se puede observar en la Figura 2-14 y los datos complementarios se pueden

evidenciar en el anexo C.

Figura 2-14: Limites de deteccion y cuantificacién en leche bovina.
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Asi mismo, en la evaluacion de los COs en leche materna se obtuvieron valores de LOD
que oscilaron entre 4x107y 2x10° mg/kg, y valores de LOQ que oscilaron entre 1x10%y

8x10“*mg/kg como se puede observar en la Figura 2-15.

Figura 2-15: Limites de deteccidn y cuantificacién en leche materna.
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En la Tabla 2-6 se presenta la comparacion de los LOQ determinados en el presente
estudio tanto para leche bovina como para leche materna frente a los limites maximos de
residuos (LMR) establecidos por la comision europea (European Commission, 2022; FAO-

WHO, 2022). De acuerdo con los resultados obtenidos para los LOD y LOQ, las
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metodologias propuestas y validadas para el andlisis de COs y PCBs en leche bovina y
materna son apropiadas para su cuantificacion. Sin embargo, en el caso de la metodologia
usada para evaluar leche bovina, no fue lo suficientemente sensible para cuantificar el
limite maximo permitido para PCBs segun la comision europea (Comision europea 1259,
2011).

Tabla 2-6: Limites maximos de residuos establecidos por la Comisién europea y el Codex

alimentarius, para los compuestos incluidos en el alcance de las metodologias.

LMR LOQ**
Compuestos Unidades Comisién _Codex Leche bovina Leche
europea Alimentarius materna

*SPCBs nglg 40 - 158.04 3.68
*>DDT 4x1072 2x107? 2x103 9x10*
Endosulfan B 5x1072 1x102 2x10* 3x10*
*Y Heptaclor 4x10°% 6x103 2.80x10° 7x10*
*> Dieldrin 6 x103 6x103 6 x10* 6x10°

mg/kg

HCB 1x1072 -- 5x10* 4x10°®
y-HCH 1x103 1x102 5x104 2x10°6
Endrin 8x10* - 6x10* 6x10°
Cis-Clordano 2x1073 2x103 - 1x10°

* > PCBs: sumatoria de los 7 PCBs indicadores; Y DDT: sumatoria de los productos de degradacion
del p,p’-DDT (p,p’-DDD, p,p’-DDE); > Heptaclor: sumatoria del Heptaclor cis y Heptaclor trans,
expresadas como Heptaclor, > Dieldrin: sumatoria de Aldrin y Dieldrin expresada como Dieldrin.

** Resultados de LOQ obtenidos en el presente estudio.

2.3.2 Analisis de muestras

Para garantizar la calidad de los resultados de las muestras analizadas, se emplearon tres
controles de calidad analiticos en cada lote de analisis: adicién de estandar subrogado,
adicién de estandar interno y analisis de recuperados fortificando muestras blanco con los

compuestos en estudio.

El estdndar subrogado consisti6 en PCB 103, el cual fue adicionado a cada muestra a
analizar a una concentracion de 50 ng/mL (9.7x10°3 mg/kg en matriz), con el propésito de
evaluar el proceso completo de analisis por medio del porcentaje de recuperacion de este
compuesto. En la Figura 2-16 se presentan los resultados para este control de calidad en

leche bovina y materna. El valor aceptado para el porcentaje de recuperacion se encuentra
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en el rango de 70 % a 120 % (lineas rojas con guiones). En ambas matrices se encontré
qgue el subrogado para todas las muestras presenté un porcentaje de recuperacion
adecuado.

Figura 2-16: Porcentaje de recuperacion del compuesto subrogado (PCB 103), en las

muestras de leche bovina (arriba) y materna (abajo).
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Respecto al estandar interno se empled el xileno. Con este compuesto se corrigieron las
respuestas de los detectores eliminando asi los posibles errores aleatorios y errores en

inyeccion.

Finalmente, los recuperados consistieron en el analisis de muestras blanco de leche
fortificada con una mezcla de COs y PCBs al nivel 3 de la curva de calibracion, es decir 50
y 30 ng/mL para leche bovina y materna, respectivamente, que expresado en matriz
corresponden a 2.4x102 y 5.8x10° mg/kg. Los resultados del control de calidad se
presentan en la Figura 2-17. Se puede observar que todos los compuestos analizados se
encontraron en el rango de aceptacion (70%-120%, lineas rojas con guiones en ambas
graficas), por lo tanto, este control de calidad permitié evaluar el correcto andlisis de cada

lote de muestra.
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Figura 2-17: Recuperacién de cada compuesto (%) a 2.4x102y 5.8x10° mg/kg en matriz
para todos los lotes analizados en leche bovina (arriba) y materna (abajo).
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A continuacién, se presentan los resultados de la aplicacion de las de metodologias

desarrolladas para determinar COs y PCBs en muestras de leche bovina y materna.

= |Lecha bovina

De las 50 muestras analizadas, ninguna present6 sefiales superiores a los limites maximos
permitidos (>LMR) de ninguno de los compuestos en estudio (Tabla 2-7). En la Figura 2-18

se presenta la frecuencia de aparicion de los compuestos evaluados en las muestras de
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leche bovina. En el 30% de las muestras se identificé al menos la presencia de DDT (o de
sus productos de degradacién DDE y DDD), endosulfan, heptaclor o dieldrin, es decir entre
el LOD y LOQ (trazas). También se observa que en el 14% de las muestras se encontr6 al

menos un residuo que supero el limite de cuantificacion de la metodologia.

Tabla 2-7: Resultados obtenidos para las 50 muestras de leche bovina.

- Concentracion (mg/kg)

Codigo Endosulfan

muestra > PCBs >DDT B > Heptaclor | Y Dieldrin HCB v-HCH Endrin
m1644 N.D 1x103 N.D N.D Trazas N.D N.D N.D
m1650 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1653 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1655 N.D 6x10- N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1656 N.D 7x10°3 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1657 N.D 1x103 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1658 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1659 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1660 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D
mi1661 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1664 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1665 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
ml1667 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1668 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1669 N.D 2x108 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1670 N.D Trazas Trazas N.D N.D N.D N.D N.D
ml671 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
ml672 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
mi1673 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
ml1676 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
ml677 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
ml1678 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1680 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1803 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1804 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1805 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1806 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1807 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1808 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1809 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1810 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
mi811 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
ml1812 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1813 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
ml1814 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1830 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1840 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1842 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1843 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1850 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1854 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1855 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1857 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1858 N.D Trazas N.D 1x10°8 N.D N.D N.D N.D
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- Concentracion (mg/kg)

Codigo Endosulfan

muestra >PCBs >DDT B > Heptaclor | Y Dieldrin HCB v-HCH Endrin
m1869 N.D 2x103 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1878 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1881 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1883 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1887 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
m1889 N.D Trazas Trazas N.D N.D N.D N.D N.D

N.D: No detectado por el método. Trazas: concentracion detectada entre el limite de deteccion y el limite de

cuantificacion.

Figura 2-18: Frecuencia de aparicion de los compuestos evaluados en las 50 muestras de

leche bovina.
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La confirmacion de muestras positivas se realiz6 mediante cromatografia de gases
acoplada a un detector selectivo de masas con simple cuadrupolo (GC-MS) como se indic6

previamente. En el Anexo B se especifican las principales condiciones de deteccion.

De las muestras que superaron el LOQ, el 86% (6 muestras) presentaron residuos de
diclorodifeniltricloroetano (DDT) o de sus metabolitos de degradacion. No es extrafio
encontrar estos resultados debido a que en diferentes estudios se han reportado a causa
del amplio uso que se le dio al DDT en la agricultura, y como consecuencia de sus

caracteristicas fisicoquimicas, aun persiste en el ambiente.

En Colombia, las concentraciones de DDT reportadas es estudios realizados
anteriormente en tres fincas algodoneras tradicionales donde se manejaba el sistema de

pastoreo en vacas fueron de 8.1x10%, 6.3x102y 2.9x10? mg/kg en cada finca (Hernandez
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et al., 2010). Estos resultados se compararon con datos obtenidos en Etiopia, Rumania y
Egipto. Etiopia registro concentraciones promedio de DDT en leche bovina obtenidas de
tres Aareas maldricas, las cuales se encontraron entre 2.7x102 y 4.8x102 mg/kg
(Gebremichael et al., 2013), ademas, reportaron concentraciones promedio de este
compuesto entre 2.4x107? y 4.2x102 mg/kg en tres sistemas de lecheria localizadas en
zonas donde se implementd el uso de pesticidas para el control de plagas y malaria (Deti
et al.,, 2014). En Rumania las concentraciones de DDT halladas en leche bovina
proveniente de tres areas urbanas donde se realizaban actividades industriales y agricolas
estuvieron entre 1.1x102y 2.2x102 mg/kg (Nastasescu et al., 2020). Finalmente, en Egipto
se reporté una concentraciéon promedio de 2.2x102 mg/kg en leche de animales criados

en granjas (Donia et al., 2010).

= |Lecha materna

Los resultados obtenidos para la matriz leche materna se presentan en la Tabla 2-8. Se
evidenci6 la presencia de al menos un COP en todas las muestras de leche materna
analizadas. Se puede observar que los principales COPs encontrados en las 56 muestras
en estudio fueron el DDE, PCB 180 y DDT, con frecuencias de aparicién del 100%, 87.5%
y 80.4% respectivamente (Figura 2-19).

Tabla 2-8: Resultados de las 56 muestras de leche materna analizadas.

Cabdigo Concentracién
muestra
(ng/g) (mg/kg)
SYPCBs | SDDT E”dozu'fa“ YHeptaclor | YDieldrin | HCB | X | Endrin | ¢ Ocr'dsén o
Y101 6.61 Trazas N.D N.D N.D 6x10° N.D N.D N.D
Y102 5.05 Trazas N.D N.D N.D 6x10° N.D N.D N.D
Y103 9.30 Trazas N.D N.D N.D 6x10° N.D N.D N.D
Y104 8.17 Trazas N.D N.D N.D 5x10° N.D N.D N.D
Y105 5.41 1.1x10° N.D N.D N.D 5x10° N.D N.D N.D
Y106 9.89 Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
YI07 8.25 Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y108 10.59 Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y109 6.81 1.7x10°° N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
YI10 5.45 Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y11 4.99 Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
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Cédigo Concentracion

muestra

(ng/g) (mg/kg)
SPCBs | YDDT E”doju'fa” SHeptaclor | YDieldrin | HCB | [~ | Endrin o

Yi12 5.22 Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y113 Trazas Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Yi14 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
YI15 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y116 Trazas Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y117 Trazas Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
YI18 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y119 Trazas Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y120 Trazas Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y21 N.D 1x1073 N.D N.D N.D 9x10° N.D N.D N.D
Y122 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y123 Trazas | 2.2x10° N.D N.D N.D 6x10° N.D N.D N.D
Y124 Trazas Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y125 3.80 Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y126 Trazas | 2.1x103 N.D N.D N.D 7x10° N.D N.D N.D
Y127 Trazas | 1.3x10° N.D N.D N.D 7x10° N.D N.D N.D
Y128 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y129 N.D 1.8x103 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y130 Trazas Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y131 Trazas Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y132 Trazas | 2.3x10° N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y133 N.D 1.4x103 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y134 Trazas Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y135 Trazas Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y136 N.D 1.5x103 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
YI37 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y138 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y139 Trazas | 4.5x10° N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y140 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y41 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y142 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y143 N.D 4x10° N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y44 N.D 1.5x10° N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y145 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y146 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y147 N.D 2.5x10° N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y148 N.D 6x10° N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
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Cédigo Concentracién
muestra
(ng/g) (mg/kg)
YPCBs | YDDT E”d";”'fa” SHeptaclor | YDieldrin | HCB | [~ | Endrin o
Y149 Trazas Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
YI50 N.D Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y151 Trazas Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y152 Trazas Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
YI53 Trazas | 5.5x10° N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
YI54 5.40 Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
YI55 5.43 Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Y156 5.49 Trazas N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D

N.D: No detectado por el método. Trazas: concentracion detectada entre LOD y LOQ.

Figura 2-19: Frecuencia (%) de aparicion de COs y PCBs encontrados en las 56 muestras

de leche materna analizadas.
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Es importante mencionar que, de acuerdo con la Figura 2-20, ninguna muestra presento

sefiales superiores a los limites maximos permitidos (LMR). Por otro lado, la mayoria de

las concentraciones encontradas para Y PCBs y > DDT estaban en el rango entre el limite

de deteccion y el limite de cuantificacion, es decir, en trazas. Ademas, el 33.9% de las

concentraciones detectadas para los PCBs se encontraban entre el LOD y el LOQ,

mientras que el 28.6% se pudo cuantificar con un valor exacto. Por tanto, un 62.5% de las
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muestras analizadas dieron positivas para al menos uno de los congéneres de PCBs. Por
otra parte, se puede observar que el 100% del material en estudio se encontrd
contaminado con DDT; sin embargo, el mayor porcentaje (71.4%), se determiné en trazas
y solo el 28.6% en una concentracion cuantificable. Finalmente, se identifico que el 1.6%
de las muestras tenian concentraciones superiores al LOQ en el caso del HCB.

Figura 2-20: Frecuencia de aparicién de los compuestos evaluados en las 56 muestras de

leche materna.
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En las muestras analizadas de leche materna se detectaron concentraciones cuantificables
de al menos un PCB indicador con una concentracion promedio en sumatoria de los
congéneres de 6.62 ng/g, siendo el PCB 180 el congénere predominante. Con respecto al
DDT, en las muestras se encontré principalmente el producto de degradacion DDE (Figura
2-19), el cual finalmente fue expresado como >DDT (DDT y sus productos de
degradacion). El promedio de las concentraciones encontradas de la Y DDT correspondio
aun valor de 2x102 mg/kg. Por Gltimo, se encontraron concentraciones superiores al limite

de cuantificaciéon del hexaclorobenceno (HCB) (6x10° mg/kg).

La presencia de DDT en el 100% de las muestras analizadas, puede atribuirse al uso
generalizado de este compuesto en el pais, y a la bioacumulacion-biomagnificacién

histérica de este contaminante.

En la Figura 2-21 se presentan el DDT con sus dos productos de degradacion (DDE y
DDD). Asi mismo, se presentan los metabolitos del DDD (DDMS, DDOH y DDA). Una
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posible causa del por qué en este estudio se detect6 en menor proporcion el DDT que el
DDE, y la ausencia del DDD, podria ser atribuida a la lenta degradacién del DDT a DDD
en el cuerpo humano, en comparacion con la degradacion del DDT a DDE, sumado a que
el DDD puede convertirse en sus 3 metabolitos (Kuang et al., 2020b). Adicionalmente, el
DDE es un compuesto lipofilico, extremadamente estable, y con una vida media mas larga
gue el DDT en el ser humano (Kao et al., 2019).

Figura 2-21: Estructura quimica del DDT, sus productos de degradacion (DDE y DDD) Y

los metabolitos del DDD en el cuerpo humano.
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Fuente: (Kuang et al., 2020b; Morgan & Roan, 2013).

La amplia presencia de DDE en las muestras de leche materna en este estudio coincidio
con otras investigaciones realizadas en Colombia, donde se encontr6 mayoritariamente la

presencia de DDE en muestras de leche materna (Rojas-Squella et al., 2013).

Por otra parte, en el presente estudio también se encontraron los 7 congéneres de los
PCBs indicadores; donde el PCB 118 obtuvo una mayor concentracion con un valor de
3.24 ng/g de grasa, este contaminante se encontr6 en el 35% de las muestras analizadas
con un promedio de 2.77 ng/g de grasa. Finalmente, la concentracion promedio de la

sumatoria de los 7 congéneres de PCBs fue de 2.50 ng/g de grasa.

Estos resultados son comparables con los presentados por Colombia en el tercer informe
regional del Grupo de América Latina y el Caribe (GRULAC) en el plan de monitoreo global
Il (GMP 1), donde se notificaron concentraciones promedio de PCBs de 0.42, 0.066, 0.078,
2.83, 1.35, 1.31 y 1.68 ng/g de grasa para PCB 28, 52, 101, 118,138, 153 y 180,
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respectivamente, y una sumatoria de 7.73 ng/g de grasa, en una muestra de leche materna
combinada, recolectada en el periodo de tiempo de 2013 a 2016 (UNEP, 2021). Dichos
valores reportados anteriormente, estan en el mismo orden de magnitud que los resultados
del presente estudio, y de manera similar con investigaciones realizadas en otros paises,
(Avila et al., 2022; de Angelis & Schramm, 2021; Hu et al., 2021; Muller et al., 2017; Polder
et al., 2008; Schuhmacher et al., 2009; van den Berg et al., 2017). Estos hallazgos sugieren
gue las concentraciones de la poblacion de estudio corresponden principalmente a

exposicion ambiental a PCBs.

Por ultimo, también se encontrd la presencia de hexaclorobenceno (HCB). Aungue no fue
el compuesto mas predominante, las concentraciones encontradas fueron superiores al
limite de cuantificacion. Estos resultados son comparables a los resultados presentados
por Colombia en el plan de monitoreo global de COPs, donde se identificé la presencia de

HCB en una muestra de leche materna combinada (UNEP, 2021).

2.4 Conclusiones

Se desarrollaron y validaron dos metodologias multiresiduos, rapidas, sencillas vy
econdémicas para el andlisis de contaminantes organicos persistentes en leche bovina y
materna, basadas en el método QUEChERS versién europea con modificaciones en la
etapa de extraccion y limpieza, lo cual permitidé reducir la cantidad de interferentes de la

matriz en el extracto final.

Los métodos validados demostraron ser altamente selectivos/especificos, y sensibles,
obteniendo limites de detecciébn menores al LMR establecido por la Comision Europeay el
Codex Alimentario. Las curvas de calibracion mostraron linealidad en los rangos evaluados
para ambas metodologias, sin embargo, es necesario cuantificar mediante curvas de

calibracion en matriz debido a que los compuestos evaluados presentaron efecto matriz.

Las metodologias son precisas debido a que tienen un coeficiente de variacion inferior al
20%, y veraces, porque al ser evaluadas mediante el porcentaje de recuperacion los
resultados obtenidos se encontraron entre 70-120%. Adicionalmente, la veracidad fue

evaluada con los materiales de referencia certificados BCR 188 para andlisis de
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plaguicidas organoclorados y BCR 450 para los PCBs indicadores, obteniendo un error
relativo inferior al 20%, por lo tanto, las metodologias son exactas.

Las metodologias desarrolladas cumplen con todos los pardmetros de validacion, sin
embargo, la metodologia para leche bovina no fue lo suficientemente sensible para lograr

la cuantificacién de los PCBs a una concentracion < 40 ng/g.

Los compuestos encontrados en las muestras analizadas (leche bovina y materna) no
superaron el limite maximo de residuos establecido por la Comision Europea ni por el
Codex Alimentario, sin embargo, la mayor preocupacién se atribuye a las concentraciones
detectadas de DDT y PCBs. Por tanto, es necesario realizar el analisis de riesgo dietario
para determinar si las concentraciones encontradas en estas muestras podrian representar

un peligro para la salud en el ser humano.






3.Evaluacion de riesgo por ingesta dietética
de leche materna y bovina con presencia de
COPs

3.1 Introduccidn

Los COPs, dentro de los cuales estan los COs y PCBs, han sido una preocupacion
constante para el mundo, debido a que estos compuestos pueden transportarse por largas
distancias, son persistentes, se bioacumulan y biomagnifican en el tejido adiposo de
matrices grasas como la leche, ademas de ser tdxicos en los seres humanos y el medio
ambiente (Meng et al., 2017; Weber et al., 2019).

El consumo de leche bovina y sus derivados pertenece a una de las practicas alimentarias
mas antiguas (Leksir et al., 2019) ya que estos productos contienen importantes fuentes
de nutrientes, especialmente para nifios, adultos y personas mayores (Nag, 2010). La
leche es consumida por personas de todo el mundo y todas las edades debido a sus
cualidades nutritivas (Boukria et al., 2020), por ejemplo, por su aporte como principal fuente
de calcio, pero también por sus macro y micronutrientes como proteinas, lipidos (acidos
grasos poliinsaturados), carbohidratos, aminoacidos esenciales, vitaminas y varios
compuestos bioactivos importantes para funciones bioquimicas y fisiolégicas (Boudalia et
al., 2016; Pereira, 2014).

Por su parte, la leche materna es un alimento vital para los lactantes, debido al alto
contenido de lipidos, proteinas, carbohidratos, vitaminas, inmunoglobulinas y aminoécidos
esenciales, lo cual contribuye al correcto desarrollo del neonato (UNICEF, 2013). Sin
embargo, residuos de contaminantes como los COs y PCBs pueden aumentar el riesgo

para la salud de los nifios, principalmente en una fase vital de crecimiento.
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Diversos estudios han reportado problemas en la salud de los lactantes asociados al
consumo de leche materna contaminada con COPs. Entre las principales enfermedades
se reporta la afectacion del desarrollo mental y motor (Longnecker et al., 2003; Ribas-Fitd
et al., 2003; Toft et al., 2004), el desarrollo neurolégico, como el cociente intelectual o el
autismo (Stewart et al., 2008), ademas causan cancer, inmunotoxicidad e infertilidad
(Davidsen et al., 2021).

En diversas investigaciones se han detectado residuos de COs y PCBs en leche materna
(Avila et al., 2022; Burke et al., 2003; Dvors¢ak et al., 2022; Kuang et al., 2020; Rojas-
Squella et al., 2013; Subramanian et al., 2007; Zhou et al., 2011). Teniendo en cuenta lo
anterior, y ademas que el ser humano es el final de la cadena trofica, la leche materna se
considera una matriz de excelencia para la verificacion de la inocuidad alimentaria y el bio-

monitoreo de contaminantes (Rojas-Squella et al., 2013; Zhou et al., 2011).

Una herramienta muy importante para la prevencion de consumo de alimentos
contaminados es el andlisis de riesgo, debido a que permite determinar la posible
vinculacion entre los riesgos existentes en la cadena alimentaria y los riesgos efectivos
para la salud humana. De esta manera, constituye un planteamiento sistemético para la
toma de decisiones sobre la inocuidad de los alimentos (Maggioni et al., 2018). El Codex
Alimentarius define el analisis de riesgo como el proceso que consta de tres componentes:
evaluacion, gestion y comunicacion de los riesgos (FAO & OMS, 2018), como se muestra

en la Figura 3-1.

La primera etapa del analisis de riesgo, denominada evaluacién de riesgo es definida por
la OMS como un proceso destinado a calcular o estimar el riesgo para un determinado
organismo, sistema 0 poblacién objetivo, incluida la identificacion de incertidumbres
asociadas tras la exposicion a un agente particular, teniendo en cuenta también las
caracteristicas inherentes del agente de interés, asi como también las caracteristicas del
sistema como objetivo especifico. La evaluacién de riesgo incluye cuatro pasos:
identificacion del peligro, caracterizacion del peligro, evaluacion de la exposicion y

caracterizacion del riesgo (Organizacion Mundial de la Salud, 2017).

La identificacion del peligro consiste en identificar los agentes bioldgicos, quimicos y fisicos

gue pueden causar efectos nocivos para la salud. Puede incluir la identificacién del tipo y
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la naturaleza de los efectos adversos que un agente puede causar en un organismo,
sistema o poblacion (Jurado et al., 1993). El objetivo de la identificacion del peligro en los
alimentos es evaluar el peso de la evidencia de los efectos adversos para la salud, sobre
la base de la evaluacion de todos los datos disponibles sobre toxicidad y modo de accion
del peligro en cuestion (Maggioni et al., 2018).

aplicado a los alimentos.

Figura 3-1: Etapas del andlisis de riesgo
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Fuente: adaptado de (Food and Agriculture Organization of the United Nations. & World
Health Organization., 2009).

La caracterizacién del peligro consiste en la evaluacion de la naturaleza de los efectos
nocivos para la salud relacionados con agentes bioldgicos, quimicos y fisicos, y puede
definirse como la descripcién cualitativa y, cuando sea posible, cuantitativa, de las
propiedades inherentes de un agente o situacion que tiene el potencial de causar efectos
adversos (FAO/WHO, 2011). En la medida de lo posible, esto deberia incluir una
evaluacion de la relacion dosis-respuesta y las incertidumbres que conlleva, debido a que
esa informacién se emplea para elaborar valores orientativos basados en la salud, como
la ingesta diaria admisible (IDA). Durante la caracterizacion del peligro, se describe la
naturaleza y alcance de los efectos negativos en la salud que, por lo que se ha podido

comprobar, estan asociados con el peligro en cuestion (FAO/OMS, 1995).
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En cuanto a la IDA, la OMS la define como una estimacion de la cantidad de una sustancia
en el aire, los alimentos, el suelo o el agua potable, que puede consumirse diaria, semanal
0 mensualmente por unidad de peso corporal durante toda la vida sin riesgo sanitario
notable (Organizacién Mundial de la Salud, 2017). Con la IDA es posible calcular el %IDA,
el cual es un pardmetro que se utiliza para determinar si existe un riesgo crénico para la
salud de la poblacién, debido a la exposicion alimentaria a determinados agentes toxicos

como por ejemplo los PCBs o los plaguicidas organoclorados.

La tercera parte de la evaluacién del riesgo es la evaluacién de la exposicion, que clasifica
la cantidad del peligro a los que han sido expuestos diferentes miembros de la poblacién
en estudio. Podria definirse como la evaluacion de la exposicion de un organismo, sistema
0 poblacion a un agente y sus derivados (FAO & WHO, 2020). En el caso de las sustancias
guimicas en los alimentos, la evaluacién de la exposicién dietética tiene en cuenta la
presenciay las concentraciones del producto quimico en la dieta, los patrones de consumo
de los alimentos que contienen la sustancia y la probabilidad de que los consumidores
ingieran grandes cantidades de alimentos que contengan la sustancia quimica en
evaluacion. Por lo general, se proporcionard un rango de estimaciones de ingesta o
exposicién (por ejemplo, para consumidores promedio y para grandes consumidores) y las
estimaciones pueden desglosarse por subgrupo de la poblaciéon (por ejemplo, bebés,
nifios, adultos). La clasificacion de la exposicion puede variar segun que se consideren los
efectos agudos (a corto plazo) o crénicos (a largo plazo) sobre la salud (FAO & WHO,
2020).

Por dltimo en la evaluacion del riesgo, se encuentra la caracterizacion del riesgo, donde
se integran los resultados procedentes de los tres pasos anteriores para generar una
estimacion del riesgo. Segun el programa internacional sobre seguridad de las sustancias
guimicas (IPCS) la caracterizacion del riesgo se puede definir como la determinacion
cualitativa y, cuando sea posible, cuantitativa, incluidas las incertidumbres concomitantes,
de la probabilidad de que se produzcan efectos adversos conocidos y potenciales de un
agente en un organismo, sistema o poblacién, en las condiciones de exposicion definidas
(Organizacion Mundial de la Salud, 2017). En la caracterizacion del riesgo, la informacion
de la evaluacion de la exposicion y la caracterizacion del peligro se integran en el
asesoramiento adecuado para la toma de decisiones en la gestion del riesgo. La

caracterizacion proporciona estimaciones del riesgo potencial para la salud humana bajo
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diferentes escenarios de exposicion. Debe incluir todos los supuestos claves y describir la
naturaleza, relevancia y magnitud de cualquier riesgo para la salud humana (Jurado et al.,
1993). La declaracion de la caracterizacion del riesgo debe incluir una explicacion clara de
cualquier incertidumbre y supuesto adoptado durante la evaluacion de riesgo debido a la
informacion con base cientifica faltante o deficiente. También debe incluir, cuando se
considere relevante, informacién sobre subpoblaciones susceptibles, incluidas aquellas

con mayor exposicién potencial (FAO/WHO, 2011).

La segunda etapa para realizar un analisis de riesgo es la gestidén del riesgo, el cual se
basa fundamentalmente en decisiones y medidas adoptadas a través de las politicas que
definen los gestores. El objetivo de la gestion del riesgo, en relacién con los alimentos, es
proteger la salud publica controlando los riesgos de la manera mas efectiva posible a través
de la seleccién e implementacion de medidas adecuadas. Estas medidas deben ser
coherentes con los resultados de la evaluacion de riesgo y proveer un nivel adecuado de

proteccion para la salud de la poblacion de un pais (FAO/WHO, 2011).

La etapa final del analisis de riesgo es la comunicacion de riesgos. Con una mayor
preocupacion publica al respecto de la inocuidad de los alimentos, actualmente se exige a
los comunicadores de riesgo involucrar al publico y otras partes interesadas en un dialogo
interactivo. En esta comunicacion se deberian explicar la magnitud y gravedad de los
riesgos asociados con los peligros presentes en los alimentos en términos claros y
comprensibles de forma que se transmita credibilidad y confianza a todas las partes
interesadas. Esto requiere que los comunicadores reconozcan y superen las deficiencias
gue puede haber en el conocimiento, asi como los obstaculos inherentes a las
incertidumbres de la evaluacion cientifica del riesgo. La aplicacién practica de la
comunicacion de riesgos en relacion con la inocuidad de los alimentos implica todos los
aspectos de las comunicaciones entre los evaluadores de riesgos, los gestores de riesgos
y el publico. Esto incluye los mecanismos de entrega, contenido del mensaje, oportunidad
de la comunicacion, la disponibilidad y el uso de materiales e informacion de apoyo, asi
como también, el propdsito, credibilidad y significado de la comunicacion (FAO/OMS,
1995).

Teniendo en cuenta que la exposicién humana a los COPs, incluso a niveles de exposicion

bajos, tiene efectos disruptivos en los sistemas endocrino, reproductivo e inmunolégico,
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ademds del riesgo carcinogénico, la neurotoxicidad y la genotoxicidad (Li et al., 2020;
Mostafalou, 2016; OMS, 2020), se hace necesario bio-monitorear la calidad de los
principales alimentos con alto contenido de grasa y determinar si efectivamente las

concentraciones evaluadas representan un riesgo para la poblacion que los consume.

El objetivo de este capitulo fue evaluar el riesgo potencial de los COs y PCBs indicadores
encontrados en las muestras de leche bovina y materna, analizadas en el capitulo dos, las
cuales son matrices con alto contenido de grasa y principalmente son consumidas por
neonatos y poblacion infantil. La evaluacion de riesgo se realizé mediante enfoques

deterministico y probabilistico.

3.2 Materiales y métodos

Para la evaluacion de riesgo, se seleccioné la leche materna de 56 mujeres lactantes y 50
muestras de leche bovina procedentes de diferentes departamentos de Colombia. El
proyecto cuenta con el visto bueno del comité de ética y propiedad intelectual del Instituto
Nacional de Salud de Colombia (INS), adicionalmente se firmé un acuerdo de
confidencialidad con el Organismo Internacional de Energia Atémica (OIEA) quien fue el

ente financiador, con el fin de proteger la informacién reunida en este estudio.

3.2.1 Identificacién del peligro

Esta etapa se desarroll6 en el capitulo 1 del presente estudio, donde se identificaron a los
COs y PCBs como agentes quimicos presentes en la leche bovina y materna que pueden

generar un riesgo para la salud del ser humano.

3.2.2 Caracterizacion del peligro

Para la caracterizacion del peligro, se consideraron los valores orientativos o umbrales
toxicoldgicos que caracterizan a los COs y PCBs desde el punto de vista de la exposicién
dietética cronica (IDA), proporcionados por los principales agentes evaluadores del riesgo.
Las fuentes de las IDAs consideradas en este estudio fueron tomadas de la Agencia para
Sustancias Toxicas y Registro de Enfermedades (ATSDR, 2023), la Agencia Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA)(European Food Safety Authority, 2015), la Reunién
Conjunta FAO/OMS sobre Residuos de Plaguicidas (JMPR & JMPS, 2023), y los datos de
la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US EPA) (Food et al., 2019).
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La caracterizacion del riesgo proporciona estimaciones del riesgo potencial para la salud
humana bajo diferentes escenarios de exposicion. Para el presente estudio, la
caracterizacion del peligro corresponde a los datos de la ingesta diaria admisible
relacionados en la Tabla 3-1.

Tabla 3-1: Datos de la ingesta diaria admisible (IDA), tomados de los principales agentes

evaluadores del riesgo.

Compuesto | IDA (mg/kg pc/dia) Fuente
Aldrin 3x10 IRIS/EPA. 1987
b-Endosulfan 5x10% JMPR. 1986
Dieldrin 5x10% IRIS/EPA. 1988
Endrin 6x107 JMPR. 1998
g-HCH 6x10°3 JMPR. 1998
HCB 6x10°3 JMPR. 1998
Hptaclor 3x104 IRIS/EPA. 1988
Hptaclor cis 3x10% IRIS/EPA. 1988
Hptaclor trans 1x10%* JMPR. 1991
pp DDD 1x10* JMPR. 1991
pp DDE 1x100 JMPR. 1991
pp DDT 7x10°% ATSDR. 2015
PCB 28 3x10°%° ATSDR. 2004
PCB 52 3x10°%° ATSDR. 2004
PCB 101 3x10% ATSDR. 2004
PCB 118 3x10°%° ATSDR. 2004
PCB 138 3x10% ATSDR. 2004
PCB 153 3x10°%° ATSDR. 2004
PCB 180 3x10% ATSDR. 2004

3.2.3 Evaluacion de la exposicion

La estimacion de la exposicion dietética se hizo aplicando dos enfoques: i) deterministico,
en el que se utilizaron recursos minimos para dar una primera estimacion de la exposicion

dietética teniendo en cuenta diferentes escenarios de distribucion de concentracion de los
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COPs, y i) probabilistico, el cual es un enfoque més realista que requiri6 mayores recursos
para mejorar la calidad de los datos, y por consiguiente proporcioné una evaluacion de la

exposicion dietética mas refinada.

El método deterministico se aplicé para todos los compuestos evaluados en leche bovina
y materna como lo describe la FAO & WHO (2020). Con el fin de identificar los posibles
riesgos y disminuir las incertidumbres, se plantearon diferentes escenarios dependiendo
de las concentraciones encontradas en las muestras, y asi de determinar la concentracion
promedio de los contaminantes presentes. Para el método deterministico se plantearon los

siguientes escenarios:

1) Para COPs en trazas (>LOD y <LOQ): se us6 una concentracién equivalente a la mitad

del LOQ del respectivo compuesto encontrado en las muestras de leche bovina o materna.

2) Para los contaminantes no detectados (<LOD):

2a) Se us6 una concentracion equivalente a la mitad del LOD del respectivo
compuesto a evaluar para todas las muestras analizadas de leche bovina o

materna.

2b) Se us6 una concentracion equivalente al LOD del respectivo compuesto a

evaluar para todas las muestras analizadas de leche bovina o materna.

3) Para todos los COPs, en este escenario se usé la concentracion promedio de cada

compuesto encontrado en todas las muestras analizadas de leche bovina o materna.

Por otra parte, el método estocastico o probabilistico se aplicd solo para los compuestos
gue al momento de analizar los resultados presentaron concentraciones mayores al LOQ
en al menos una muestra y un valor superior a 10 del %IDA obtenido con el método
deterministico en al menos uno de los escenarios. Para el método probabilistico se
plantearon tres escenarios de exposicion denominados: optimista, intermedio y pesimista,

como se muestra en la Tabla 3-2.
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Tabla 3-2: Escenarios de exposicion para aplicar el método probabilistico.

Escenario optimista Escenario intermedio Escenario pesimista
Valores cuantificables Valores cuantificables Valores cuantificables
(>LOQ): Se utilizé (>LOQ): Se utilizé (>LOQ): Se utilizo
directamente el valor medido | directamente el valor medido | directamente el valor medido
para el célculo. para el calculo. para el célculo.
Valores <LOD: Se asign6 0 a | Valores <LOD: Se asigné % Valores <LOD: Se asigno el
todos estos valores. del LOD a todos estos LOD a todos estos valores.
valores.
Valores entre LOD y LOQ: Se | Valores entre LOD y LOQ: Se | Valores entre LOD y LOQ: Se
asigno el LOD a todos estos asigno ¥ del LOQ a todos asigné el LOQ a todos estos
valores. estos valores. valores.

Para los posibles escenarios de exposicién, se calculd la exposicién dietética, tanto para
la evaluacidon deterministica como probabilistica, utilizando la ecuaciéon 3.1 que fue
adaptada de FAO/OMS (FAO & WHO, 2020).

Concentracion promedio de los COPs en la lechexConsumo de leche (3 1)

Exposicion dietética = Peso corporal
La concentracion promedio se obtuvo de las muestras analizadas y aplicando los diferentes
escenarios planteados para evaluar la exposicion. Los datos de consumo y peso corporal
fueron tomados de la Encuesta Nacional de la Situacién Nutricional (ENSIN) 2015,
realizada por el Ministerio de Salud y Proteccién Social; la recoleccion de la informacion
del operativo de campo se llevé a cabo entre noviembre del 2015 y diciembre de 2016
(ICBF, 2015). Estos datos se resumen en la Tabla 3-3; la poblacion se dividié en cinco

grupos etarios y se catalogaron por sexo.

La encuesta ENSIN 2015 tuvo como objetivo principal analizar la situacién alimentaria y
nutricional de la poblacién colombiana enmarcada en el modelo de determinantes sociales,
como insumo para la formulacién, seguimiento y reorientacion de politicas publicas de
seguridad alimentaria y nutricional para el pais. La encuesta ENSIN se hizo en cada uno
de los 32 departamentos de Colombia. Para el andlisis de ingesta dietética de la ENSIN se
utilizd el método de recordatorio de 24 horas (R24), el cual consiste en la aplicacion
individual de una entrevista detallada sobre todos los alimentos y bebidas consumidos

durante las 24 h del dia anterior a la entrevista.
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Tabla 3-3: Datos de peso y consumo de leche catalogados por grupo etario y sexo de la
poblacién colombiana, tomados de la ENSIN 2015.

Grupo 3 Tamafio Peso _ Consumo '
etario Poblacion dela promedio promedio | Matriz
muestra (kg) (kg)
0-1 afio General 4742 7.8 0.8 Leche
materna
General 7933 13.7 0.2863
1-4 afios Mujeres 3966 135 0.2701
Hombres 3967 13.9 0.3016
General 6946 29.7 0.2282
5-12 afios Mujeres 3319 29.3 0.2217
Hombres 3627 30.1 0.2346 Leche
General 8134 53.5 0.2336 bovina
?r:;c}s? Mujeres 6464 54.7 0.2246
Hombres 6454 52.3 0.2417
General 11213 69.15 0.2255
g%fs“ Mujeres 6250 65.1 0.2248
Hombres 4963 73.2 0.2266

3.2.4 Caracterizacion del riesgo

La caracterizacion del riesgo dietario crénico de los COPs evaluados se realizé teniendo
en cuenta el peso corporal del grupo etario, a través del parametro del porcentaje de la

ingesta diaria admisible (%IDA), calculado como se indica en la ecuacion 3.2.

Exposicion dietética
IDA

%IDA = ( ) * 100 (3.2)

Debido a que se sabe que la técnica deterministica sobrestima significativamente la
exposicion, generalmente no es necesario realizar un analisis probabilistico cuando los
célculos de detecciébn muestran que las exposiciones o los riesgos estan claramente por
debajo de los niveles de preocupacion (FAO/WHO, 2011). Por lo tanto, solo para aquellos
COPs que excedieron el 10% de la IDA, se realizd una evaluacion de riesgo probabilistico
utilizando el paquete de software @Risk (versién 8.0, Palisade Corporation, Ithaca, NY,
USA). El resultado principal fue la probabilidad de que la exposicion a un COP excediera
la IDA. Esta probabilidad se estim6 a través de 10.000 iteraciones con muestreo de
hipercubo latino. La media y la desviacion estandar del consumo de cada alimento se

ajustaron adecuadamente a una distribucion log-normal. La frecuencia de consumo
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también se tuvo en cuenta como parametro de entrada. De esta manera, se produjo una

distribucion de probabilidad para cada combinacién de COP y alimentos.

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Evaluacién de riesgo deterministico

= |Leche bovina

Se evaluaron 19 COPs en leche bovina (7 PCBs y 12 COs) para los cuatro grupos etarios
(niflos de 1 a 4 aflos y de 5 a 12 afios; adolescentes de 13 a 17 afios; y adultos de 18 a 64
afios). En la Tabla 3-4, se presenta para cada compuesto evaluado, en los tres escenarios
de exposicion, el %IDA calculado deterministicamente en cada grupo etario teniendo en

cuenta la poblacion femenina (F), masculina (M) y en general (F+M).

Tabla 3-4: Porcentaje de ingesta diaria admisible (%IDA) encontrado mediante el método
deterministico en cada uno de los escenarios de exposicion en leche bovina evaluados

para nifios de 1 a 4 afios.

Escenario 1 Escenario 2 Escenario 3
Compuesto =Y del LOQ a) = % del LOD b) = LOD = promedio valores
F+M F M F+M F M F+M F M F+M F M
Aldrin 0 0 0 11.84 11.34 12.3 23.68 22.68 24.59 0 0 0
b-Endosulfan 0.09 0.09 0.1 0.19 0.18 0.19 0.28 0.27 0.29 0.74 0.71 0.77
Dieldrin 0.55 0.53 0.58 4.31 4.12 4.47 8.2 7.85 8.51 0.54 0.4 .07
Endrin 0 0 0 0.03 0.03 0.03 0.06 0.06 0.07 0 0 0
g-HCH 0 0 0 0.05 0.05 0.05 0.1 0.1 0.11 0 0 0
HCB 0 0 0 0.03 0.02 0.03 0.05 0.05 0.05 0.09 0.08 0.09
Hptaclor 0.1 0.09 0.1 1.18 1.13 1.23 2.37 2.27 2.46 0 0 0
Hptaclor cis 0.27 0.26 0.28 0.66 0.64 0.69 1.16 1.12 1.21 4.31 4.13 4.48
Hptaclor trans 0.29 0.28 0.31 3.76 3.6 3.91 7.52 7.2 7.81 0 0 0
pp DDD 0.07 0.07 0.07 2.61 2.5 2.71 5.22 5 5.42 0 0 0
pp DDE 7.14 6.83 7.41 8.93 8.55 9.27 11.72 11.22 12.17 42.73 40.91 44.36
pp DDT 3.34 3.2 3.47 4.75 4.55 4.93 6.21 5.95 6.45 9.89 9.47 10.27
PCB 28 0.27 0.26 0.28 5.92 5.67 6.15 11.84 11.34 12.30 0 0 0
PCB 52 0 0 0 6.62 6.34 6.87 13.24 12.67 13.74 0 0 0
PCB 101 0 0 0 10.45 10 10.85 20.9 20.01 21.7 0 0 0
PCB 118 1.25 1.2 1.3 11.15 10.67 11.57 22.29 21.34 23.14 0 0 0
PCB 138 0.24 0.23 0.25 6.27 6 6.51 12.54 12 13.02 0 0 0
PCB 153 0 0 0 7.31 7 7.59 14.63 14.01 15.19 0 0 0
PCB 180 0 0 0 9.75 9.34 10.13 19.5 18.67 20.25 0 0 0

En el escenario 1, para los dos géneros de forma individual y conjunta, ninglin compuesto
superé el %IDA de 10 debido a que se subestimé la concentracion de los COPs
determinada en leche bovina. Con relacion al escenario 2a, para la poblacion general
(F+M) se encontraron tres compuestos que superaron el %IDA. Sin embargo, se evidencio

que para la poblacion femenina tan s6lo dos compuestos superaban dicho umbral,
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mientras que para la poblaciébn masculina se encontraron cuatro compuestos por encima
de 10%. Lo anterior indica que las mujeres tienen un menor riesgo de exposicion en
comparacion con los hombres. Estos resultados se atribuyen al menor consumo del

alimento por las mujeres sumado a su talla corporal respecto a los hombres.

En cuanto al escenario 2b, en el cual se plantea una sobre estimacién de los resultados
con el objetivo de evaluar el riesgo, se encontré para la poblacion general que nueve
compuestos superaban el %IDA de 10. La misma cantidad de compuestos fue identificada
para cada género por separado debido a que las concentraciones estimadas son mayores,

por lo que no influye de manera significativa el peso corporal ni el consumo del alimento.

En el escenario 3, en el cual se evallan las concentraciones reales a través del promedio,
se identificd que s6lo un compuesto (pp DDE) superaba el %IDA para la poblacion general.
De igual manera, dicho resultado fue encontrado para la poblacion femenina. Por otro lado,
en la poblacion masculina se evidencié que ademas del DDE, el DDT también superaba el
valor de 10 del %IDA.

Por otra parte en la Tabla 3-4 se puede observar que para los escenarios 2a 'y 2b el %IDA
es mas alto en comparaciéon con los escenarios 1 y 3. De acuerdo con lo indicado por la
FAO/OMS (FAO & WHO, 2020), este comportamiento es debido a que la concentracion
media derivada de conjuntos de datos con mas del 50 % de los resultados por debajo del
LOD o LOQ no se vera afectada en absoluto por la magnitud de los resultados positivos y
dependera de las suposiciones (escenarios) realizadas con respecto al tratamiento de los
no cuantificados (<LOQ) o valores no detectados (<LOD). Mientras que el valor promedio
puede verse fuertemente influenciada por un grupo de resultados cuantificados, como es
el caso del DDE y el DDT. Si bien es posible que esto no influya en el valor promedio
calculado cuando los LOD o LOQ de diferentes conjuntos de datos para el mismo alimento
son similares, puede tener un efecto sustancial cuando algunos LOD/LOQ son mucho mas

altos que el resto.

Los tres grupos etarios restantes presentaron resultados inferiores a los valores reportados
para nifios de 1 a 4 afos, debido a que se debe considerar que la susceptibilidad a los

contaminantes es superior en un individuo de menor peso y mayor consumo, en
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comparacion con un adulto (Martinez et al., 2022). Los datos completos para los demas
grupos etarios pueden verse en el Anexo D.

= |Leche materna

En la evaluacion del riesgo deterministico para leche materna se analizaron 24 COPs, 7
PCBs indicadores y 17 COs. La poblacion muestreada correspondi6 a un solo grupo etario
(neonatos de 0 a 2 afios). Los resultados del porcentaje de la ingesta diaria admisible,
evaluados en los tres escenarios se presentan en la Tabla 3-5. En el escenario 1 tan sélo
un compuesto supero el %IDA de 10. En el escenario 2a se encontraron 6 compuestos por
encima de dicho valor, mientras que en el 2b se encontraron 8 compuestos. Para el
escenario 3 en donde se evaluaron los resultados reales encontrados para las muestras,

se identifico que el DDE y DDT fueron los compuestos con mayor %IDA.

Tabla 3-5: Porcentaje de ingesta diaria admisible hallado mediante método deterministico

para los tres escenarios en leche materna.

Escenario 1 Escenario 2 Escenario 3

Compuesto =% del LOQ | a)=>%del LOD | b)=LOD | = promedio valores
Aldrin 0.56 2.03 4.05 0.00
Cis-Chlordane 0.13 2.63 5.26 0.00
Dieldrin 2.87 4.08 7.40 0.85
Alfa-Endosulfan 0.02 3.92 7.83 0.00
Beta-Endosulfan 0.03 0.03 0.05 2.01
Endosulfan sulfat 0.05 0.05 0.06 2.04
Endrin 0.58 0.57 0.59 2.53
Endrin ketone 0 0.04 0.09 0.00
Heptachlor 0.06 0.88 1.76 0.00
Heptachlor Cis 0.29 2.11 4.22 0.00
Heptaclor Trans 0.24 13.27 26.53 0.00
HCB 1.2 15.58 31.16 0.00
Alfa-HCH 0.3 15.04 30.08 0.00
Gama-HCH 6.2 6.60 8.15 4.49
pp DDE 28.45 28.74 30.94 49.22
pp DDD 0.39 0.36 0.43 0.28
pp DDT 0.82 1.54 2.89 10.25
PCB 28 0.46 27.87 55.74 0.00
PCB 52 1.14 19.96 39.92 0.00
PCB 101 0.64 8.23 16.46 0.00
PCB 118 1.78 5.24 10.49 0.00
PCB 138 3.39 5.17 8.87 1.48
PCB 153 3.26 3.81 4.86 2.75
PCB 180 3.17 3.70 4.52 2.77

Para los escenarios 2a y 2b en leche materna se obtuvo un comportamiento similar al de
la leche bovina, en los cuales se establecid una sobreestimacion de los promedios
calculados para cada escenario; como lo indica la FAO/OMS vy tal como se explicé

anteriormente en el apartado para la evaluacion de riesgo deterministico en leche bovina,
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el resultado del %IDA depende de las concentraciones correspondientes a los LOD o LOQ
calculados en la validacion (FAO & WHO, 2020). Por ejemplo, en el escenario 2b se puede
evidenciar que los PCB 28 y PCB 52, tienen un %IDA de 56 y 40 respectivamente, sin
embargo, no necesariamente representan un riesgo para la poblacién en estudio, debido
a que las concentraciones determinadas para estos contaminantes estan muy por debajo
del valor promedio. En este caso la sobreestimacion de las posibles exposiciones dietéticas
es muy alta y estd produciendo resultados irreales, por lo cual se aplico el enfoque

probabilistico para confirmar dicha suposicién.

3.3.2 Evaluacion de riesgo probabilistico

= Leche bovina

De acuerdo con los resultados obtenido en la evaluacién de riesgo con un enfoque
deterministico en leche bovina, se identificaron los compuestos DDE y DDT para realizar
una evaluacion mas refinada mediante un enfoque estocastico, y asi poder establecer la
probabilidad de superar la IDA. Dicha evaluacién se hizo para los cuatro grupos etarios
subdivididos por género (Tabla 3-6). El andlisis probabilistico permitié detectar y clasificar
jerarquicamente los compuestos de acuerdo con la probabilidad de exceder la IDA.

Tabla 3-6: Evaluacion probabilistica para cuatro grupos etarios evaluado en leche bovina.

Grupo Grupo Compuesto Escenario optimista Escenario Intermedio Escenario Pesimista
etario poblacional %IDA | Probabilidad % | %IDA | Probabilidad % | %IDA | Probabilidad %
General pp DDE 5.66 0.6 8.77 0.8 12.39 0.9
pp DDT 2.18 0 4.43 0 7.68 0
1-4 Mujeres pp DDE 5.42 0.5 8.39 0.7 11.86 0.9
afios pp DDT 2.09 0 4.24 0 7.36 0
Hombres pp DDE 5.88 0.6 9.10 0.8 12.86 1
pp DDT 2.26 0 4.60 0 7.98 0
General pp DDE 2.08 0 3.22 0.1 4.56 0.1
pp DDT 0.80 0 1.63 0 2.83 0
5-12 Mujeres pp DDE 2.05 0 3.17 0.1 4.49 0.1
afios pp DDT 0.79 0 1.60 0 2.78 0
Hombres pp DDE 2.11 0 3.27 0.1 4.62 0.1
pp DDT 0.81 0 1.65 0 2.87 0
General pp DDE 1.18 0 1.83 0 2.43 0
pp DDT 0.46 0 0.93 0 1.51 0
13-17 Mujeres pp DDE 1.11 0 1.72 0 2.43 0
afios pp DDT 0.43 0 0.87 0 1.51 0
Hombres pp DDE 1.25 0 1.94 0 2.74 0
pp DDT 0.48 0 0.98 0 1.70 0
General pp DDE 0.88 0 1.37 0 1.93 0
pp DDT 0.34 0 0.69 0 1.20 0
18-64 Mujeres pp DDE 0.94 0 1.45 0 2.05 0
afios pp DDT 0.36 0 0.73 0 1.27 0
Hombres pp DDE 0.84 0 1.30 0 1.84 0
pp DDT 0.32 0 0.66 0 1.14 0
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El DDE fue el plaguicida con mayor frecuencia de aparicion en las muestras analizadas.
Con la evaluaciéon deterministica se identificd que este compuesto presentaba los valores
de %IDA més altos (en al menos un escenario) junto con el DDT. Sin embargo, al realizar
el andlisis probabilistico se pudo identificar que los valores del %IDA disminuyeron
respecto al andlisis anterior y en general, no se presentaron valores de exposicién crénica
gue susciten preocupaciéon. EI mayor porcentaje de probabilidad de exceder el IDA se
encontrd para niflos hombres de 1-4 afios y correspondi6 al 1%. Como se puede observar
en la Figura 3-2, extraida del software @Risk, el mayor porcentaje correspondiente al 99%
se encuentra en la zona segura de consumo, es decir, que la poblacién consume la leche
bovina contaminada con DDE a una concentracion inferior al umbral toxicolégico (IDA) y
solo existe una probabilidad del 1% que la poblacion en estudio llegue a consumir

concentraciones superiores a la IDA.

Figura 3-2: Densidad de probabilidad del %IDA para DDE en leche bovina, evaluada para
nifios de 1 a 4 afios.
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= |Leche materna

En cuanto al andlisis probabilistico para leche materna, se incluyeron mas compuestos en

comparacion con leche bovina, puesto que en la leche materna se encontraron mas
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compuesto cuantificables. En total se evaluaron 2 PCBs y 5 COs. Los resultados se
registran en la Tabla 3-7.

Tabla 3-7: Evaluacion probabilistica en leche materna.

Compuesto Escenario optimista Escenario Intermedio Escenario Pesimista
% IDA | Probabilidad % | % IDA | Probabilidad % | % IDA | Probabilidad %

Beta-Endosulfan 0.01 0 0.03 0 0.06 0
Endosulfan sulfate 0.04 0 0.05 0 0.06 0
HCB 2.88 0 6.04 0 11.61 0

pp DDE 23.80 3.6 28.42 4.2 36.68 5.3

pp DDT 0.18 0 0.35 0 0.65 0
PCB 28 1.75 0 3.80 0 7.35 0
PCB 52 1.83 0 3.59 0 6.77 0

De esta evaluacion probabilistica, se puede resaltar que el DDE es el Unico compuesto
gue tiene probabilidad de superar la IDA con un 5.3% en el escenario pesimista. Como se
puede observar en la Figura 3-3, el 94.7% de los consumidores no estan expuestos a
niveles que causan efectos adversos a la salud. Sin embargo, aunque la probabilidad de
superar el umbral seguro es baja para todos los escenarios evaluados, aln después de

tantos afios de haberse restringido dicho compuesto se encuentran trazas que pueden
causar efectos nocivos para la salud de los lactantes.

Figura 3-3: Densidad de probabilidad del %IDA para DDE evaluado en leche materna,
para neonatos de o a 2 afios.
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Es importante mencionar que, aunque en la evaluacién deterministica para los PCBs 28 y
52 se encontrd un %IDA relativamente alto, en la evaluacion probabilistica el %IDA de ellos
disminuy6 considerablemente y la probabilidad de superar la IDA fue de 0. Como se puede
evidenciar en la Figura 3-4, el 100% de la poblacion (neonatos de 0 a 2 afios) consume
concentraciones inferiores al umbral toxicol6gico para el PCB 28 evaluado en leche
materna. Por lo tanto, se podria asumir que este grupo de compuestos implica un bajo
riesgo para la salud de la poblacion infantil. Lo anterior teniendo en cuenta que esta
evaluacién de riesgos, en este nivel, proporciona una sobreestimacion de la exposicion
dietética real a los COPs.

Figura 3-4. Densidad de probabilidad del %IDA para el PCB 28 evaluado en leche

materna, para neonatos de 0 a 2 afios.
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En Colombia la informacion sobre evaluacién de riesgo dietario es muy limitada. De
acuerdo con una busqueda realizada recientemente se reporté un articulo de exposicion a
PCBs en mujeres colombianas, y en el 2018 se publicé una tesis de maestria en nuestro
grupo de investigacion donde se analizaron PCBs en leche bovina, por lo tanto, se
compararon los resultados obtenidos en el presente estudio con los mencionados

anteriormente y con los reportados en otros paises.

Los resultados de los PCBs indicadores analizados en el presente trabajo para leche
materna son comparables con los reportados por Avila et al., (2022), quienes evaluaron el

riesgo para los PCBs indicadores en 68 muestras de leche materna de mujeres
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colombianas, mediante un enfoque deterministico. En general, los resultados indican
niveles bajos de PCBs. Este hallazgo puede explicarse por el hecho de que Colombia y
los paises vecinos (Ecuador, Brasil, Pert y Venezuela) nunca fueron productores de PCBs
y solo importaron transformadores eléctricos. Por lo tanto, los niveles de PCBs no
representaron un riesgo para los lactantes amamantados, concluyendo que la leche
materna analizada en este estudio era segura para el consumo de un bebé (Avila et al.,
2022).

Continuando con la revision de los resultados reportados para PCBs, en la Universidad
Nacional de Colombia previamente se evalu6 la exposicion a PCBs indicadores en 100
muestras de leche bovina procedentes de diferentes departamentos de Colombia,
mediante un enfoque deterministico puntual (Jiménez & Guerrero, 2018). Los principales
resultados para las muestras analizadas reportan concentraciones inferiores al limite de
deteccidn, por lo tanto, para el analisis de riesgo deterministico utilizaron el LOD como la
concentracion promedio, y los resultados de esta evaluacion indican que no se presenta
exposicion a los PCBs indicadores para ningln grupo poblacional en las zonas

muestreadas.

En Argentina reportaron una investigacion en la cual se determinaron COPs en 189
muestras de leche materna, proveniente de mujeres de Argentina, Paraguay, Peru, Bolivia,
Chile y Uruguay (Della Ceca & Colombo, 2012). En este estudio se reporté que las
concentraciones de COPs en leche materna decrecieron en el siguiente orden DDTs>
PCBs> HCHs, y la presencia de estos compuestos se evidencid en la mayoria de las
muestras, resultados que coinciden con los reportados en el capitulo dos de esta
investigacion. Por otra parte, Della et al. evaluaron el riesgo de efectos adversos para los
neonatos mediante un enfoque deterministico, comparando la ingesta diaria estimada
(IDE) de cada COP con la ingesta diaria tolerable (IDT). Para todos los COPs se
encontraron valores de IDEs entre 70-100%, lo cuales fueron inferiores a las IDTs, por lo

tanto se concluy6 un bajo riesgo de efectos adversos.

En diferentes paises se han reportado estudios de la exposicion a plaguicidas
organoclorados en alimento como la leche bovina. Hasan et al. (2022) reportaron trazas
de DDE, DDT y Aldrin, en Bangladesh, sin embargo, las concentraciones detectadas no

superaron los LMR; la evaluacion de riesgo por ingesta de COs se calculé mediante un
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enfoque deterministico y se concluy6 que las concentraciones detectadas en leche bovina

estuvieron dentro del rango seguro para los consumidores.

Por otra parte, Ramezani et al. (2022) reportaron concentraciones cuantificables de
plaguicidas organoclorados como el DDE y DDT en 69 muestras de leche en polvo,
pasteurizada y materna en Iran. La evaluacion de riesgos se realizé mediante el enfoque
deterministico y probabilistico; este Ultimo se realizé con el software Crystal Ball (versiéon
11.1.2.4). Se encontré que las concentraciones cuantificadas no afectan a la poblacion
adulta, sin embargo, el DDE si es un riesgo considerable para la poblacién infantil. Los
resultados de este estudio confirmaron los riesgos de la exposicion a residuos de DDE que

podrian amenazar la salud de la poblacién infantil.

3.4 Conclusiones

La metodologia utilizada para evaluar los riesgos de la ingesta dietética crénica a los COPs
en leche bovina y materna resulté ser adecuada. Ademas, es importante resaltar que la
aplicacion de la IDA como umbral toxicolégico resulté adecuado para caracterizar el riesgo

potencial.

Teniendo en cuenta los dos enfoques aplicados para la evaluacién del riesgo, se puede
concluir que el deterministico es muy til para hacer una primera aproximacién y selecciéon
de datos para posteriormente aplicar el probabilistico. Este Gltimo es mas real debido a
gue permite conocer la probabilidad de superar el umbral toxicoldgico, ademas proporciona

los datos del %IDA con los cuales se pueden tomar decisiones.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluacién de riesgo probabilistico, tanto
en leche bovina como en leche materna, la probabilidad de que se consuma una
concentracion de DDE superior al umbral toxicol6gico seguro es baja. Aun asi, existe la
posibilidad de que este compuesto llegue a causar efectos adversos para la poblacion

infantil (nifios de 1 a 4 afios y lactantes de 0 a 2 afos).

Desde el punto de vista de los riesgos potenciales para la salud de los seres humanos, se
evidencié que aun existen trazas de COPs presentes en leche bovina y materna. Sin

embargo, para la mayoria de los compuestos evaluados, estas concentraciones no
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representan un riesgo para la poblacion colombiana incluida en este estudio. Por lo tanto,
se puede concluir que las concentraciones de COPs detectadas (excepto las
concentraciones de DDE), en leche bovina y materna estan dentro del rango seguro para

todos los consumidores.



4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Se validaron e implementaron metodologias para el andlisis de residuos de contaminantes
organicos persistentes en leche bovina y materna, mediante el método QUEChERS con
diferente instrumentacion analitica, empleando detectores convencionales como el hPECD
hasta detectores de masas/masas, los cuales podrian ser una herramienta importante para
los diferentes paises latinoamericanos quienes requieren continuar con el monitoreo de los

COPs y cuentan con esta misma instrumentacion.

Se verificé el correcto desempefio de los métodos por medio del andlisis de materiales de
referencia certificados, obteniendo errores absolutos inferiores al 20% para los
compuestos evaluados. Ademas, las metodologias cumplieron a cabalidad los parametros
de validacién, sin embargo, la metodologia para leche bovina no es lo suficientemente

sensible para lograr la cuantificacién de los PCBs.

La aplicabilidad de los métodos se llevé a cabo por medio del andlisis de 50 muestras de
leche bovina y 56 muestras de leche materna. Con el uso de los métodos validados se
pudieron determinar concentraciones cuantificables de contaminantes organicos
persistentes en leche bovina tales como DDE, DDT y Heptaclor, ademas se identificaron
trazas de endosulfan beta. Por otra parte, en leche materna también se identifico

concentraciones superiores al LOQ de DDE y DDT, al igual que PCBs y HCB.

A través de la evaluacion de riesgo mediante un enfoque deterministico se demostré que
las concentraciones encontradas en las muestras analizadas no representan un riesgo
para la salud de los consumidores. No obstante, el resultado de la evaluacion de riesgo
con un enfoque probabilistico demostrd que existe una baja probabilidad de exposicién por

ingesta de DDE en la poblacién infantil dentro del grupo etario de 0-4 afios.
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Las concentraciones de COPs determinadas en leche bovina y materna, son la evidencia
gue aun existen trazas de estos contaminantes en el ambiente, es decir, que los COPs
pudieron haber llegado a la leche bovina o a las madres a través de diferentes fuentes,
como el alimento, el aire o el agua. Por tanto, la presencia de contaminantes organicos
persistentes en las matrices estudiadas, junto con el analisis de riesgo son una herramienta

exitosa como indicador de contaminacion ambiental.

4.2 Recomendaciones

El andlisis de residuos de COPs en matrices grasas puede realizarse mediante cualquiera
de los métodos validados e implementados en este estudio. Sin embargo, se recomienda
gue cuando se desee analizar los PCBs a concentraciones inferiores a los LMR se use la
metodologia validada para leche materna, es decir, el método QUEChERS con
modificacion en la etapa de limpieza y cuantificacion por cromatografia de gases acoplado
a espectrometria de masas triple cuadrupolo (GC-MS/MS), debido a que esta metodologia

permite ampliar el rango de medicién a concentraciones mas bajas.

Los resultados reportados en este estudio son una primera aproximacion para el bio-
monitoreo de los COPs en el ambiente. Por tanto, se recomienda ampliar el nUmero de
muestras para llegar a una conclusién general del pais debido a que la poblacién es de
aproximadamente 52 millones y el tamafio muestral con el que se trabajo no representa el

universo de estudio correspondiente a la poblacién colombiana.

Se recomienda incluir el monitoreo de COPs en matrices ambientales como suelo, aire,
sedimentos y agua, de tal manera que se puedan co-relacionar las concentraciones de los

COPs en leche (y otros alimentos) con las fuentes de contaminacion ambiental.
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Compounds-at-a-Glance

Agilent Technologies
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Compounds-at-a-Glance

Agilent Technologies
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Anexo B: lones seleccionados para
confirmacion por GC-MS

lones seleccionados para confirmacion por cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (GC-MS).

Compuesto Tiemp? de Io.n.de . .I.on .I.on .I.on Grupo
retencion cuantificacion Cualificador 1 | Cualificador 2 | Cualificador 3
Xileno 7,68 207.00 136.00 171.00 243.90
HCB 8,59 285.90 248.90 213.90 142.00
g-HCH 8,99 181.00 218.90 253.90 146.90 1
PCB 28 10,09 186.00 255.80 150.00 220.00
Heptaclor 10,32 336.90 236.90 238.80 275.80
PCB 52 10,63 289.90 220.00 254.90 184.90
Aldrin 11,01 262.90 264.90 292.90 290.90
PCB 103 11,36 325.90 255.90 290.90 218.00 2
Heptaclor cis 11,74 352.90 262.90 236.90 387.90
Heptaclor trans 11,82 183.00 252.90 288.90 352.90
PCB 101 12,26 325.80 291.00 254.00 184.10
PP DDE 12,67 245.90 317.90 247.90 315.80 3
Dieldrin 12,76 242.80 280.80 236.90 344.90
Endrin 13,16 260.90 280.90 243.00 344.90
b-Endosulfan 13,36 195.00 236.90 266.90 338.90
PCB 118 13,25 325.90 253.90 184.00 218.00 4
PP DDD 13,39 234.90 165.10 199.00 178.10
PCB153 13,8 359.90 288.00 218.00 324.90
PP DDT 14,19 235.10 199.10 165.10 212.00
PCB 138 14,1 359.90 289.90 324.90 218.00 5
PCB 180 15,2 397.90 233.90 251.90 358.80
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Anexo C: Resultados de exactitud
expresados como precision

Matriz: leche bovina

Precision (%CV) Limites
Repetibilidad Precision intermedia Veracidad
LOD LOQ
Compuesto Nivel Nivel Nivel Nivel Nivel Nivel (%R) (ma/ka) (ma/ka)
1 3 5 1 3 5
HCB 3,8 1,9 3,5 5,9 4,1 5,6 89,3 1,4x10°4 5,0x10%*
g-HCH 1,3 2,2 1,9 51 54 59 90,0 3,0x10% 1,0x1002
PCB 28 19 2,2 2,5 2,5 3,8 8,8 90,9 2,1x10%* 7,0x10%4
Heptaclor 1,2 2,7 2,8 51 5,6 4,5 94,7 3,4x10% 1,1x10%
PCB 52 55 3,2 2,8 6,3 5,6 8,6 93,0 2,8x10%* 9,0x10%*
Aldrin 7,8 3,3 2,5 10,3 11,9 8,7 93,9 3,4x10% 1,1x1008
Heptaclor cis 1,7 4,8 3,8 8,2 1,5 3,2 93,8 1,5x10% 5,0x10%
Heptaclor trans 3,3 3,8 0,9 9,1 8,3 6,2 93,0 3,6x10% 1,2x10%
PCB 101 51 2,1 2,2 7,1 7,2 4,7 87,4 1,7x10°% 6,0x10%
Dieldrin 4,1 15 2,5 59 8,4 12,7 93,8 1,9x10% 6,0x10
PP DDE 3,0 2,1 3,7 3,0 11,3 7,0 89,6 3,1x10 1,0x1002
Endrin 2,7 1,6 15 10,3 8,6 4,7 90,0 1,8x10 6,0x10%
b-Endosulfan 6,0 1,7 2,0 9,2 53 4,0 89,5 5,0x10%* 2,0x10%*
PCB 118 4,7 2,3 3,0 5,6 5,0 10,1 90,1 1,9x10* 6,0x10%
PP DDD 52 1,4 0,8 6,8 14,1 5,8 89,0 2,5x10% 8,0x10
PCB153 3,9 1,6 1,7 6,8 4.3 8,5 89,8 3,2x10% 1,1x1008
PP DDT 2,4 1,9 2,4 3,2 8,8 11,9 90,0 1,4x10% 5,0x10%
PCB 138 3,9 1,3 0,6 24 13,1 4,2 88,9 3,0x10% 1,0x1008
PCB 180 2,1 1,2 34 2,8 12,5 9,3 88,6 1,8x10 6,0x10%

%CV: porcentaje de coeficiente de variacion.
%R: promedio de porcentaje de recuperacion.



Anexos

91

Matriz: leche materna

Precision (%CV) Limites
Repetibilidad Precision intermedia Veracidad (%R) LoD LOO
Compuesto Nivel Nivel | Nivel | Nivel Nivel Nivel ) )
1 3 5 1 3 5
Aldrin 7 7 6 9 8 5 87 7.5x10°® 2.5x10°
Alfa-Endosulfan 8 9 4 16 9 7 84 6.4x10° 2.1x10*
Alfa-HCH 13 9 8 14 9 6 84 5.0x107 1.7x10°
Beta-Endosulfan 11 7 6 13 7 2 93 3.5x10° 1.2x10*
Cis-Chlordane 7 6 4 6 6 9 90 3.5x10°® 1.2x10°
DDD 9 9 8 11 9 8 83 3.3x10* 1.1x10°%
DDE 10 9 10 10 9 8 92 6.5x10°° 2.2x10°
DDT 10 9 4 12 9 12 82 8.3x10°® 2.8x10°
Dieldrin 10 9 7 8 9 11 100 6.8x10* 2.3x10®
Endosulfan sulfate 4 10 6 15 10 8 90 9.8x10® 3.3x10°
Endrin ketone 7 11 4 14 11 16 81 4.9%x10® 1.6x10°
Endrin 5 9 8 15 9 4 85 8.7x10° 2.9x10*
Gama-HCH 6 8 2 11 8 10 102 7.0x107 2.3x10°°
HCB 4 12 4 15 12 18 95 1.4x10° 4,5x10®
Heptachlor Cis 10 6 3 10 6 6 87 8.0x10°® 2.7x10°
Heptachlor 8 7 7 8 7 7 76 2.4x10°% 8.1x10°
Heptaclor Trans 10 6 3 13 6 2 81 2.1x10* 7.1x10*
PCB 101 6 7 5 10 7 5 85 5.1x10°% 1.7x10°
PCB 118 7 8 6 11 8 7 70 2.5x10° 8.4x10°
PCB 138 7 8 5 11 8 9 85 2.2x10° 7.5x10°
PCB 153 5 9 5 9 9 13 75 2.5x10 8.2x10°®
PCB 180 7 10 4 16 10 9 71 4.0x107 1.3x10°
PCB 28 7 7 3 11 7 7 87 5.0x10°® 1.7x10°
PCB 52 7 5 2 9 5 4 72 7.0x107 2.3x10°%

%CV: porcentaje de coeficiente de variacion.

%R: promedio de porcentaje de recuperacion.
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Anexo D: Ingesta diaria admisible
(%IDA) mediante método deterministico

Porcentaje de ingesta diaria admisible (%IDA) encontrado mediante método deterministico en cada
uno de los escenarios de exposicién evaluados para nifios de 5 a 12 afios.

Escenario 1 Escenario 2 Escenario 3
Compuesto =Y del LOQ a) = Y% del LOD b) = LOD = promedio valores
F+M F M F+M F M F+M F M F+M F M
Aldrin 0 0 0 4.35 4.29 4.42 8.71 8.58 8.83 0 0 0
b-Endosulfan 0.03 0.03 0.03 0.07 0.07 0.07 0.1 0.1 0.1 0.27 0.27 0.27
Dieldrin 0.2 0.2 0.21 1.58 1.56 1.61 3.01 2.97 3.06 4.61 4.54 4.68
Endrin 0 0 0 0.01 0.01 0.01 0.02 0.02 0.02 0 0 0
g-HCH 0 0 0 0.02 0.02 0.02 0.04 0.04 0.04 0 0 0
HCB 0 0 0 0.01 0.01 0.01 0.02 0.02 0.02 0.03 0.03 0.03
Hptaclor 0.04 0.03 0.04 0.44 0.43 0.44 0.87 0.86 0.88 0 0 0
Hptaclor cis 0.1 0.1 0.1 0.24 0.24 0.25 0.43 0.42 0.43 1.59 1.56 1.61
Hptaclor trans 0.11 0.11 0.11 1.38 1.36 1.4 2.77 2.72 2.81 0 0 0
pp DDD 0.03 0.03 0.03 0.96 0.95 0.97 1.92 1.89 1.95 0 0 0
pp DDE 2.62 2.58 2.66 3.28 3.23 3.33 4.31 4.24 4.37 15.71 15.47 15.94
pp DDT 1.23 1.21 1.25 1.75 1.72 1.77 2.28 2.25 2.32 3.64 3.58 3.69
PCB 28 0.1 0.1 0.1 2.18 2.14 2.21 4.35 4.29 5.68 0 0 0
PCB 52 0 0 0 2.43 24 2.47 4.87 4.79 6.35 0 0 0
PCB 101 0 0 0 3.84 3.78 3.9 7.68 7.57 10.02 0 0 0
PCB 118 0.46 0.45 0.47 4.1 4.04 4.16 8.2 8.07 10.69 0 0 0
PCB 138 0.09 0.09 0.09 231 2.27 2.34 4.61 4.54 6.01 0 0 0
PCB 153 0 0 0 2.69 2.65 2.73 5.38 5.3 7.01 0 0 0
PCB 180 0 0 0 3.59 3.53 3.64 7.17 7.06 9.35 0 0 0
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Porcentaje de ingesta diaria admisible (%IDA) encontrado mediante método deterministico en cada

uno de los escenarios de exposicién evaluados para nifios de 13 a 17 afios.

Escenario 1 Escenario 2 Escenario 3
Compuesto = Y2 del LOQ a) = Y% del LOD b) = LOD = promedio valores
F+M F M F+M F M F+M F M F+M F M
Aldrin 0 0 0 2.47 2.33 2.62 4.95 4.65 5.24 0 0 0
b-Endosulfan 0.02 0.02 0.02 0.04 0.04 0.04 0.06 0.05 0.06 0.15 0.14 0.16
Dieldrin 0.12 0.11 0.12 0.9 0.85 0.95 1.71 1.61 1.81 2.62 2.46 2,77
Endrin 0 0 0 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0 0 0
g-HCH 0 0 0 0.01 0.01 0.01 0.02 0.02 0.02 0 0 0
HCB 0 0 0 0.01 0 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02 0.02 0.02
Hptaclor 0.02 0.02 0.02 0.25 0.23 0.26 0.49 0.47 0.52 0 0 0
Hptaclor cis 0.06 0.05 0.06 0.14 0.13 0.15 0.24 0.23 0.26 0.9 0.85 0.95
Hptaclor trans 0.06 0.06 0.06 0.79 0.74 0.83 1.57 1.48 1.66 0 0 0
pp DDD 0.02 0.01 0.02 0.55 0.51 0.58 1.09 1.03 1.16 0 0 0
pp DDE 1.49 1.4 1.58 1.87 1.75 1.98 2.45 2.3 2.59 8.93 8.4 9.45
pp DDT 0.7 0.66 0.74 0.99 0.93 1.05 1.3 1.22 1.37 2.07 1.94 2.19
PCB 28 0.06 0.05 0.06 1.24 1.16 1.31 2.47 2.33 2.62 0 0 0
PCB 52 0 0 0 1.38 1.3 1.46 2.77 2.6 2.93 0 0 0
PCB 101 0 0 0 2.18 2.05 231 4.37 411 4.62 0 0 0
PCB 118 0.26 0.25 0.28 2.33 2.19 2.46 4.66 4.38 4.93 0 0 0
PCB 138 0.05 0.05 0.05 1.31 1.23 1.39 2.62 2.46 2.77 0 0 0
PCB 153 0 0 0 1.53 1.44 1.62 3.06 2.87 3.23 0 0 0
PCB 180 0 0 0 2.04 1.92 2.16 4.08 3.83 431 0 0 0

Porcentaje de ingesta diaria admisible (%IDA) encontrado mediante método deterministico en cada
uno de los escenarios de exposicion evaluados para personas de 18 a 64 afios.

Escenario 1 Escenario 2 Escenario 3
Compuesto =Y del LOQ a) = % del LOD b) = LOD = promedio valores
F+M F M F+M F M F+M F M F+M F M
Aldrin 0 0 0 3.7 3.91 351 3.7 3.91 3.51 0 0 0
b-Endosulfan 0.01 0.02 0.01 0.04 0.05 0.04 0.04 0.05 0.04 0.12 0.12 0.11
Dieldrin 0.09 0.09 0.08 1.28 1.35 1.21 1.28 1.35 1.21 1.96 2.07 1.86
Endrin 0 0 0 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0 0 0
g-HCH 0 0 0 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0 0 0
HCB 0 0 0 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Hptaclor 0.01 0.02 0.01 0.37 0.39 0.35 0.37 0.39 0.35 0 0 0
Hptaclor cis 0.04 0.05 0.04 0.18 0.19 0.17 0.18 0.19 0.17 0.67 0.71 0.64
Hptaclor trans 0.05 0.05 0.04 1.17 1.24 1.11 1.17 1.24 1.11 0 0 0
pp DDD 0.01 0.01 0.01 0.82 0.86 0.77 0.82 0.86 0.77 0 0 0
pp DDE 1.11 1.22 1.06 1.83 1.94 1.74 1.83 1.94 1.74 6.67 7.06 6.33
pp DDT 0.52 0.57 0.49 0.97 1.03 0.92 0.97 1.03 0.92 1.54 1.63 1.47
PCB 28 0.04 0.05 0.04 1.85 1.96 1.75 1.85 1.96 1.75 0 0 0
PCB 52 0 0 0 2.07 2.19 1.96 2.07 2.19 1.96 0 0 0
PCB 101 0 0 0 3.26 3.45 3.1 3.26 3.45 3.1 0 0 0
PCB 118 0.2 0.21 0.19 3.48 3.68 3.3 3.48 3.68 3.3 0 0 0
PCB 138 0.04 0.04 0.04 1.96 2.07 1.86 1.96 2.07 1.86 0 0 0
PCB 153 0 0 0 2.28 2.42 2.17 2.28 2.42 2.17 0 0 0
PCB 180 0 0 0 3.04 3.22 2.89 3.04 3.22 2.89 0 0 0
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