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Resumen
Debido a la alta toxicidad de las dioxinas y furanos, el andlisis de estos compuestos en alimentos
como la harina de pescado es indispensable para la exportacion o la venta en el mercado
nacional. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el limite permisible de dioxinas y
furanos en alimentos es de 1,25 ng kg™. De la diversidad de dioxinas y furanos se estudiaron 17
con riesgos toxicologicos altos segun el Reglamento (UE) N° 277/2012 los cuales se describen

en el anexo N°2.

Los laboratorios de servicios locales no cuentan con un método propio para realizar este tipo de
andlisis, por lo que deben tercerizar el trabajo con laboratorios extranjeros. Esto genera demoras
en el tiempo de respuesta, asi como el costo que demanda este proceso.

Para abordar esta problemética, se implement6 y validé6 un método de andlisis que utiliza un
cromatégrafo de gases acoplado a un espectrometro de masas triple cuadrupolo (GC-MS/MS).
Los parametros de validacién desarrollados fueron: precision, veracidad, limite de cuantificacion,
limite de deteccidn, linealidad, sensibilidad, selectividad, robustez, rango lineal. Las diferentes

curvas de linealidad tienen un coeficiente de determinacién (R?) mayor a 95%.

Palabras clave: dioxina, furano, validacion, GC-MS-MS, harina de pescado.



Abstract

Due to the high toxicity of dioxins and furans, the analysis of these compounds in foodstuffs such
as fishmeal is indispensable for export or sale on the domestic market. According to the World
Health Organization (WHQO), the permissible limit for dioxins and furans in food is 1.25 ng kg. Of
the diversity of dioxins and furans, 17 were studied with high toxicological risks according to

Regulation (EU) No. 277/2012 which are described in Annex N°2.

Local service laboratories do not have their own method for this type of analysis, to perform this
type of analysis, so they must outsource the work to foreign laboratories. This generates delays
in response time as well as the cost of this process.

To address this problem, a method of analysis using a gas chromatograph coupled to a triple
guadrupole mass spectrometer (GC-MS/MS) was implemented and validated.

The validation parameters developed were: precision, trueness, limit of quantification, limit of
detection, linearity, sensitivity, selectivity, robustness, linear range. The linearity curves have a

coefficient of determination (R?) greater than 95%.

Keywords: dioxin, furan, validation, GC-MS-MS, fish meal.



Tabla de Contenido

ST [ 1= o PP PPN \Y
Y 01 1 > V! S %
(0= To 1110 (o TN IR\ oV oo I =T T PP TT R P PPPPPPPPPPPP 1
1.1 HariN@ d€ PESCAUOD ......ce oo 1
2 @0 ] g To [ 01T (=1 SSSPPPPRRRN 1
1.3 DIOXINAS Y FUIBNOS ... 2
1.3.1 Definicidn Y @StruCtura QUIMICA ........cceiiiiiiiiiiieee et a e 2
1.3.2 Propiedades fiSICOQUIMICAS. ......uuuuiii i e e e et 3
1.3.3 Fuentes de generacion y contaminacion por dioXiNa............cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 4
1.3.4IMPAacto €N 1@ SAIU ... 4

RS RST = Toi (o] le (S XX =To [NAVZ=1 (=T g Tor F= i o ) o o F P 5

1.4 Cromatografia A& QASES .....ccoiiiieiiiee e e aaaaaran 5
1.4.1 SiSteMa € INYECCION ...cceeeiiiiiiiiiiiee e e ettt e e e ettt e e e e e e e sttt e e e e e e e e st aneeaaaeas 7
142 FASE MOVIl i 8
1.4.3 FASE ESTACIONATTA. ..o e e e e e ee e e e ettt 9
I O B 1= (= Tor (o] e [ o g = LS T 9
1.4.5 Software de cuantifiCacion ............coooeieeeii i 10

1.5 MOAOS A€ AUQUISICION ...uuueeieeeieeeeeee e e et e e e e e e e et e e e e e e e e e e ra e e eeeeas 10
IR T00 1 o To [0 TS o T o R 10
A |V [ To [0 TS 1Y S UPPPORRUPPPIR 11
RO B8 1Y o T o T8 1V 1 Y PSSRSO 11

1.6 Validacion de métodos d€ ENSAYOS ......ccceiiviiiiiiiiii e e e e e 12
LB.0 PrECISION ...t 12

I G2V =T - Vo o = o 1SS 13
1.6.3 ESPECITICIAAM. ... .cceiieieiiiii e 13
1.6.4 SEIECHVIAAU ......cceeiieeeeiee e e e e e e e e e e e 13

I GRS T IR 1= T = T PSR 13
I SR I 001 (=20 [0 [ (=T od o o o R 13
1.6.7 Limite de cuantifiCacCiOoN..........cooeeeeeee e 14
1.6.8 RODUSTIEZ. ... .uuii et r e e e e e ettt a e e e e e e e e e e et e e e e e aeeeeaneann s 14
Capitulo II. Planteamiento de la realidad, problematica, objetivos............cccceeviiiiiiiiiiiiiiieeees 15
2.1 Problematica de 10s residuos en 1atin0 @mMEriCa ..........uuuuuruerrrmmreriiriiriieereeeneennnnennnnnneennnnnn 15



2.2 ReSPUESEA U8 18 OIMS.......eeieeeiiieeeeee ettt e st 18

B T O ] o 1= (1Yo 1= USSP 19
P B A 1 =T a1 1= PP PPPPPPPPPPP 19
2.3.2 ESPECITICOS ..teeeiteieeeeee ettt ettt et e e e e et a e e e e e e 19

Capitulo Ill. Metodologia, descripcion de la funcion desarrollada..............cccooeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 20

3.1 Equipamiento, reactivoS Yy Materiales ...........ccoviiiuiiiiiiie e 20
T I 1Y = 1 PP PP PPPPPPPP 20
I I o 1§ oL L PP PP PPPPPPPPPPPPP 20
B I AV = 1 (=T == PP PPPPPPPPPPP 20
R I O =T Vo1 1Y o 1 PP PPPPPPPPPP 21

3.1.4.1 Preparacion de SoluCiones eStANAAr ............ccooiiiiiiiiiiiiiieeee e 21
3.1.4.2 ReacCtivOs Para @n@liSIS ..........uuieeiiieiiiiiiiiiieee ettt 21

3.2 CondiCioNeS de INSITUMENTACION ... ..uuuuuerrireriereeeeaeerereeeneeeeaeeeesneeseeeeeeasseeeeesrenrneeeeenrsennnnnnes 22
3.2.1 Condiciones del cromatdgrafo de gases .........ccuvueiiiiiiiiiiiiiiiieiie e 22
T2 o] gTo [To (o] = ESqo [ Mo [=1 (=T od (o ] SRR 22

GRS o o To=To 14111 o1 (o J 22
3.3.1 Preparacion del estandar interno y patrén de trabajo.........cccccceeeveeiiiiiiiiiiiiin e, 22
3.3.2 Preparacion de estandares para los limites de deteccion y cuantificacion ................ 23
3.3.3 Preparacion de la curva de calibracion para las dioxinas y furanos.............cccccceeue. 23
3.3.4 PreparaCiOn de la MUESIIA ......ciii e e e et e e s e e e e e s e e ta e e e e e e eeeaanees 24

i3, L PO e 24
3.3.4.2 Adicién del estandar interno de PCDD/F.........ccooooieiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 24
3.3.4.3 Primera etapa: Extraccion por SOXhlet.............cooiviiiiiiiiiiiicecce e, 25
3.3.4.3.1 Primera €XtraCCiON .........ccuiviiiiiiiiiieeeeee ettt 25
3.3.4.3.2 SegUNUA EXITACCION ....ceiiieiiiiiiiitiee ettt e e e e e e eeaeas 25
3.3.4.3.3 CONCENIIACION ...ceeiiiiiiiiiieeeee ettt 26
3.3.4.4 Segunda etapa: Clean-Up uso de la columna silica mixta.................cceeevvvvnnnnnnn. 26
3.3.4.5 Limpieza con columna de CarbON............coooiiiiiiiiiiiiiiie e 27
3.3.4.6 LECIUra 08 MUESIIAS ....uuuiiiieeeiiieiiiiee e e ee ettt s e e e e e e e e e et a s s e e e e e e eaaataaaaaeaaeeennnes 28

3.4 Calculo y expresion de resultados de validacion.................eueeeeeeiriiiiiiiiiiiieieeiieenneennenn. 28
3.4.1 Calculo de concentracion en equivalentes toXiCOIOQICO...........ccevvvvvveeiiviiiiiiiiiiiiieeen, 28
3.4.2 Calculo de los valores de equivalentes toxicoldgicos (TEQ)......cuuueeeriiiiiiiiieiiieeennnnnns 29
3.4.3 Calculo del porcentaje de recuperacion de los estandares internos..........cccccceeeee..... 29

3.5 Parametros de validacion para el ensayo de PCDD/F en muestras de harian de pescado

\l



RS T A o Yo 1 (o ] o TSP 31

R YT =T o = Lo [ PP PPPPPPPPPPP 32
TR ST [T 1Y/ T - To PP PPPPPPPPPPPP 34
3.5.4 Linealidad / SeNSIDIlIAA ........coiieieiieeeeiie e 36
3.5.5 Limite de deteccion y cuantifiCacCion............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 39
3.5.6 RODUSEEZ.....coiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee ettt 39
3.5.7 RANQO 0 trAD@JO ... et e e e e e e aaran 41
Capitulo VI. Discusiones, conclusiones y reCOmMeNdaciONES ............coouuvvrieeieeeeniiiiiiiiieeaeaee e 45
4.1 DiSCUSION dE FESUIBUOS. ... .uuuetiitiiiiiiiiiiiiiitiiititbbbbbb bbb bbbbbebnennsnnes 45
N @0 o (U ][] 1= 49
e I o L= To o] 1 41T oo F= Vo (o] 1= PR 49
Referencias BiblOGIafiCaS. ........uuuiiiiiiiiiii e 51
[y = W0 Lo N 1 (o L PRSP 55

VI



Lista de Tabla

Tabla 1. Preparacion de la solucién stock para los estdndares PCDD/F............. 23
Tabla 2. Preparacion para la curva de calibracion de dioxinas y furanos............ 24
Tabla 3. Resultados del estudio de precision para el 2378-TCDD............ccccveuue. 32

Tabla 4. Porcentajes de recuperacion del estudio de veracidad por adicion para
2378-TOCDD ...ttt ettt r ettt E et R b bR bt R bttt e bt neenentens 32
Tabla 5. Analisis de varianza de los datos de veracidad ............c.ccocevvierernnnenen. 33
Tabla 6. Relacion de transiciones calificacién/cuantificacién a partir de la curva de
calibracion Para 2378-TCDD ...ttt nee e 35
Tabla 7. Evaluacion de la relacion de transiciones calificacién/cuantificacion para
2378-TCDD ...ttt ettt e ettt h bt re bttt et et ne et eens 35

Tabla 8. Desarrollo de las pruebas estadisticas para la pendiente, intercepto y

COEfiCIENtE dE COIMEIACION .........iiiiiiiiecee et 37
Tabla 9. Analisis de varianza de linealidad para el analito 2378-TCDD............... 38
Tabla 10. Porcentaje de recuperacion para el analito 2378-TCDD............c......... 39

Tabla 11. Establecimiento de los limites de deteccion y cuantificacion del 2378-

DD ettt et e e ———teee e e e e e e ———eteeeeeaea——————ttaeeeeaar—————aaaaeeaaia 39
Tabla 12. Modelo de robustez — Youden — SteINer.......c.c.ueeeeeeee e, 40
Tabla 13. Resultados con los variables modificados al analito 2378-TCDD ....... 40

Tabla 15. Evaluacion de la precision de la concentracion mas alta evaluada del

ANALEO 237 8-TOCDD ..o 41



Tabla 16. Evaluacion de la veracidad de la concentracion mas alta evaluada del

ANALEO 2378-TCDD ... 43



Lista de Figuras

Figura 1. Estructura de las Dioxinas

Figura 2. Estructura de los Furanos

Figura 3.Sistema de un cromatégrafo gases

Figura 4. Sistema de inyeccion
Figura 5. Vias de liberacion de los PCDD/PCDF al ambiente

Figura 6. Columna preparada de silica mixta

Figura 7. Columna de carbon activado AX-21

Figura 8. Cromatograma de las dioxinas y furanos

Figura 9. Curva linealidad para 2378-TCDD

Figura 10. Gréfica de h de Mandel

Figura 11. Gréfica de k de Mandel

16

26

28

31

36

42

43

Xl



LCS
GC

MS
UHRMS
PCDD
PCDF
PCDD/F
TEF
TEQ
EPA

El
MRM
OMS
RBF
DESV EST
RSDr

GL

Lista de Abreviaturas

Muestra de Control de Laboratorio
Cromatografia de Gases

Espectrometria de Masas

Espectrometria de Masas de Alta Resolucion
Policlorodibenzo-para-dioxinas
Policlorodibenzofuranos
Policlorodibenzo-para-dioxinas y Policlorodibenzofuranos
Factores Toxicoldgicos

Equivalentes Toxicologicos

Environmental Protection Agency

lonizacion de electrones

Reaccion multiple

Organizacion Mundial de la Salud

Matraces de Fondo Redondo

Desviacion Estandar

Desviacién Estandar Relativa de reproducibilidad

Grados de Libertad

Xl


https://www.epa.gov/home
https://www.epa.gov/home

INTRODUCCION

Los compuestos toxicos dioxinas y furanos estan constituidos por anillos con atomos de
oxigeno y cloro incorporados en sus estructuras. Esta caracteristica resulta en la formacion
de numerosos isGmeros, entre los cuales algunos poseen un alto potencial nocivo. El
concepto de "dioxinas" hace referencia a un conjunto de compuestos organicos denominados
dibenzodioxinas policloradas y dibenzofuranos policlorados (PCDD y PCDF). Estos
compuestos estan formados por dos anillos bencénicos unidos por uno o dos atomos de
oxigeno. Estos también contienen entre uno y ocho atomos de cloro en la molécula (Karchner,
Franks, & Keneddy, 2006). Debido a su alta toxicidad para la salud humana, su limite
permisible en harina de pescado es de 1,25 ng kg* (Reglamento (UE) n° 277/2012, 2012),
por lo que el analisis de Dioxinas y Furanos es necesario para la exportacion o venta en el
mercado nacional. Para su analisis, se requiere un cromatografo GC/HRMS de alta resolucion
debido al limite extremadamente bajo. La principal limitacion en Perua radica en que, debido
a su elevado costo, ningun laboratorio cuenta con este equipo. Actualmente, se contratan
otros laboratorios del extranjero para analizar las dioxinas y furanos en la harina de pescado,
lo que retrasa el tiempo de respuesta y reduce los ingresos de la empresa. Por lo tanto, se
recomendo utilizar un método que emplee un cromatégrafo de gases acoplado a un
espectrometro de masas triple cuadrupolo (GC/MSMS), equipo con el que se cuenta en el
laboratorio.

Para cuantificar las dioxinas y furanos, se acondicionara el cromatégrafo de gases Agilent
7890B y el detector de masas de triple cuadrupolo Agilent 7010B con los pardmetros
adecuados para obtener un cromatograma gaseoso adecuado, ubicado en el laboratorio de
medio ambiente de la unidad de negocio Environment and Industry.

La Organizacion Mundial de la Salud (TEQ-OMS) determinard las concentraciones de

dioxinas en equivalentes toxicos de una muestra de harina de pescado mediante la

X1



determinacion de los limites de deteccidn, cuantificacion, las curvas de linealidad y el andlisis
de la muestra (con sus respectivos controles). (Reglamento (UE) n° 277/2012, 2012)

Con el presente trabajo se demostrara que los conocimientos adquiridos en la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional de Ingenieria contribuyen como base para la
investigacion de nuevas técnicas, procedimientos y seguir ampliando nuestros conocimientos
y sea posible realizar andlisis desafiantes.

Cabe resaltar que la implementacién de este andlisis en un laboratorio generaria elevadas
ganancias al laboratorio, debido a la alta demanda de este tipo de analisis en harina de
pescado.

En el presente trabajo estuvimos involucrados principalmente dos personas en la puesta en
marcha del método instrumental, mi persona estuvo a cargo con el desarrollo y validacién
para la determinacion de dioxinas y furanos en harina de pescado, y mi compafiero de trabajo

Miguel Cahuaya en la puesta en marcha para el proceso de produccién de la metodologia.

XV



CAPITULO I. Marco Tebérico

1.1 Harina de Pescado
La harina de pescado, un producto organico compuesto principalmente por proteinas es
ampliamente empleado en la alimentaciéon animal, especialmente en la fabricacion de
piensos debido a su elevado valor energético. Se ha observado un incremento en la
producciéon de leche en vacas y cerdos cuando son alimentados con este tipo de harina.
La harina de pescado es producida desde los subproductos de pescado de calidad estandar
0 de pescados enteros de excelente calidad. Las propiedades nutritivas de la harina de
pescado varian segun la variedad de pescado utilizada. En Norteamérica, la harina de
pescado es elaborada a partir de especies como el "Menhaden" que tienen una longitud de
30 cm. En Europa, se prefiere el uso de especies como el "Capelan” y el "Arenque" (20 cm).
En Latinoamérica, para la produccién de harina de pescado se emplean especies como la
sardina, el atun, el "rabo amarillo" y el "machuelo”, entre otras (Veterinaria.Digital, 2021). En
el Perq, la anchoveta se produce de manera sostenible con el fin de elaborar harina de
pescado. El pais es reconocido a nivel mundial como uno de los principales productores de

anchoveta y harina de pescado (Veterinaria.Digital, 2021).

1.2 Congéneres

Una de dos o0 mas sustancias relacionadas entre si por origen, estructura o funcién.

1.3 Dioxina y Furanos
1.3.1 Definicidn y estructura quimica
Son extremadamente toxicas y se caracterizan por ser planas, lo que se logra mediante
la union de dos bencenos a través de dos atomos de oxigeno para las dioxinas (Figura

1) o un &tomo de oxigeno para los furanos (Figura 2). El término "dioxinas" abarca los



policlorodibenzo-p-dioxinas (PCDD) y los policlorodibenzofuranos (PCDF). (Reglamento
(UE) n° 277/2012, 2012).

Figura 1
Estructura de las Dioxinas
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Figura 2
Estructura de los Furanos
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a) Estructura basica del furano b) Policlorodibenzo-p-furanos

Las diferentes moléculas de PCDD y PCDF presentan atomos de cloro en diferentes
posiciones. Estos isémeros se conocen como congéneres, mientras que los homologos
son aquellos que tienen el mismo grado de cloracion (Bremauntz, 2004). Hay 210
compuestos entre dioxinas y furanos, de los cuales se conoce a 17 que son los mas
toxicos y se pueden reemplazar con cloro en las posiciones 2, 3, 7, 8. De estos (Mamani,

2021) 17 compuestos téxicos, 10 son congéneres de furanos y 7 son congéneres de



1.3.2

1.3.3

dioxinas, por lo que estos 17 son esenciales para el andlisis debido a su alta toxicidad.

La 2, 3, 7, 8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) es el congénere mas dafiino.

Propiedades fisicoquimicas

Las dioxinas pertenecen a la familia de compuestos organicos conocidos como policloro-
dibenzo-dioxinas (PCDD). Esta familia se compone quimicamente de una estructura de
anillo triple en la que dos 4tomos de oxigeno se unen a los dos anillos bencénicos de
los extremos y uno o mas atomos de cloro se unen a los anillos bencénicos, generando
todos los compuestos de la familia que se conocen como isémeros.

Los furanos son miembros de la familia de los policlorodibenzofuranos (PCDF), pero
tienen un solo &tomo en lugar de dos atomos de oxigeno que unen los anillos.

Esto significa que existen 75 isbmeros posibles de PCDD y 135 isébmeros posibles de
PCDF, ya que tanto los PCDD como los PCDF tienen ocho espacios de unién posibles
para cada atomo de cloro.

En la nomenclatura quimica, se identifica isémeros utilizando nimeros que muestran las
posiciones relativas de los atomos de cloro. El 2,3,7,8-tetracloro-p-dibenzodioxina
(TCDD) es un compuesto de la familia de los PCDD que contiene cuatro atomos de cloro
en las posiciones 2,3,7 y 8, como se observa en la figura 1. (Baird, 2001) (Douglas,
1994).

Los numeros muestran las diferentes posiciones que pueden ocupar los atomos de

cloro.

Fuentes de generacion y contaminacion por dioxinas

Estas moléculas se producen principalmente como subproductos no deseados en varios
procesos industriales que involucran. El uso de cloro o la produccion de productos
clorados, como el blanqueo de pulpa y pasta de papel con cloro y la produccion de

3
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compuestos organoclorados, como clorofenoles, fenilos policlorados (PCBs) y
clorobencenos, entre otros (Mamani, 2021). En la actualidad, en muchos paises, los
procesos térmicos son la principal fuente de emision de PCDD/PCDF, incluyendo
incendios no planificados (en edificios, bosques, equipos con PCBs, etc.), la quema de
desechos, los hornos de cementera, la produccién de energia (calefaccién con
combustion de petrdleo, carbén o madera, generacion. (Mamani, 2021).

Las PCDD estan presentes en el medio ambiente a nivel mundial y se encuentran en
concentraciones altas en productos de consumo familiar tales como los lacteos, las
carnes, los pescados y productos marinos, asi como en algunos sedimentos, suelos y
alimentos. En las plantas, el agua y el aire sus concentraciones son muy bajas. Las
dioxinas pueden pasar de la alimentacién animal a la cadena alimentaria humana a
través del aire a planta/suelo, de planta/suelo a animal y de agua/sedimento a pescado.
(Naccha Torres, 2010).

Impacto en la salud

La EPA ha centrado su atencion en investigar los peligros y los efectos de la exposicion
prolongada a las PCDD/F. En un estudio realizado en animales, la EPA concluye que el
TCDD en particular es la dioxina mas letal que se conoce y tiene muchos efectos téxicos:
causa alteraciones en el metabolismo, cambios en la inmunidad, anormalidades
reproductivas y de desarrollo y neoplasia en animales. Se ha descubierto que las
PCDD/F pueden causar cloroacné en la piel de los humanos. Ademés, se ha relacionado
con problemas en los sistemas endocrino, nervioso, inmunoldgico y reproductivo, asi
como con defectos de nacimiento y anormalidades en el desarrollo. La exposicion
cronica a diferentes tipos de cancer se ha demostrado en experimentos con animales,
y recientemente, las PCDD/F se han identificado como potencialmente carcinégenas en
humanos. En este aspecto, hay mucha controversia sobre si existe realmente un nivel

de exposicion seguro. Segun EPA (2000).



La exposicion a las PCDD/F es principalmente por via alimentaria. De esta manera, las
PCDD/Fs. se acumulan en los tejidos animales y se incorporan a nuestra dieta diaria.

De hecho, la vida media del TCDD en el tejido humano es de 7 a 10 afios. (OMS, 2007).

1.3.5 Factor de equivalencia toxica
De la familia de congéneres de las dioxinas y furanos, 17 tienen un impacto toxicolégico
significativo, y el 2,3,7,8-TCDD (Bremauntz, 2004) es el méas dafino debido a su elevado
valor toxicoldgico. El grado de toxicidad de cada compuesto se utiliza para comparar los
datos analiticos de los 17 congéneres y los resultados se expresan como "Equivalentes
Toéxicolégicas" (TEQ). Todas las dioxinas y furanos tienen efectos cualitativos similares,
pero de intensidades diferentes (Mamani, 2021). El TEF indica el grado de toxicidad de
cada congénere y se calcula mediante la relacién entre la toxicidad de cada congénere
implicado frente al 2,3,7,8-TCDD, el compuesto mas toxico, que tiene un valor de 1. La
Organizacién Mundial de la Salud estableci6 los estandares Unicos de OMS-TEF para

humanos en 1997 (Anexo 3).

1.4 Cromatografia de gases
La cromatografia es un método de separacion con aplicaciones en todas las ramas de la
ciencia. La técnica fue inventada y denominada asi por el botanico ruso Mikhail Tswett a
principios del siglo XX. El la utilizaba para separar varios pigmentos vegetales, como
clorofilas y xantofilas, haciendo pasar soluciones de estos compuestos a través de una
columna de vidrio rellena con carbonato de calcio finamente dividido. Las especies
separadas aparecian como bandas coloreadas en la columna, lo que justificaba el nombre
que eligié para el método (del griego chroma que significaba “color”, y graphein que

significaba “escribir”). (Quirds, 2006)



Es un método analitico empleado en el andlisis de compuestos volatiles. Si la muestra se
encuentra en estado gaseoso, se introduce una cantidad de esta en un flujo de gas inerte
(por lo general helio) en movimiento que lo lleva a una columna que contiene la fase
estacionaria. Sila muestra se encuentra en estado liquido, entonces se calienta una alicuota
de esta y su vapor es transportado por el gas portador a través de la columna. En este caso,
los componentes de la muestra se separan por una interaccion selectiva entre las fases
estacionarias y moéviles. Por lo que, salen de la columna en diferentes tiempos y son
detectados por separado. El tiempo de retencién es el tiempo transcurrido entre la inyeccion
de la muestra al equipo y la aparicion de las bandas individuales de los componentes (los
picos) y, en especificas condiciones, es caracteristico de cada analito, mientras que la altura
y area de los picos individuales es proporcional a su concentracion. (Skoog, 2007).

La separacion, la identificacion y la determinacion de componentes estrechamente
relacionados en mezclas complejas son realizadas por la cromatografia. Muchas de estas
separaciones son imposibles por otros métodos.

En todas las separaciones cromatogréficas, la muestra se disuelve con una fase movil que
se pasa a través de una fase estacionaria inmiscible fija en una columna o superficie sélida.
Con el flujo de la fase movil, los componentes que estan fuertemente retenidos por la fase
estacionaria se mueven muy lentamente. Por el contrario, los componentes que estan
débilmente conectados a la fase estacionaria se mueven con rapidez. Debido a los diferentes
tiempos de retencién, los constituyentes de la mezcla a analizar se dividen en regiones o

areas separadas que se pueden estudiar de manera cualitativa y cuantitativa.



Figura 3
Sistema de un cromatografo gases
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1.4.1 Sistemade inyeccion
Cada vez mas investigadores estan explorando las técnicas de inyeccion de grandes
volimenes representadas por (LVI) con el propésito de mejorar los analisis ya existentes
en cromatografia de gas capilar. En el enfoque tradicional de la inyeccion, la mayoria de
los inyectores y columnas solo tienen la capacidad de procesar uno o dos microlitros a
la vez. Sin embargo, al intentar aumentar el volumen de inyeccion, se pueden presentar
problemas como picos de analito ampliados y distorsionados, colas largas de picos de
disolventes, asi como detectores saturados o dafiados. El interés en incrementar el
volumen de inyeccion suele estar relacionado con la mejora del andlisis de trazas. La
constancia del ruido en la linea base conlleva a mayores alturas de picos, lo que resulta
en relaciones sefial/ruido mas altas y limites de deteccién del sistema mas bajos. Una
ventaja adicional de la técnica LVI radica en su capacidad para disminuir la cantidad de

muestra procesada inicialmente.



La muestra por analizar se introduce a través de este sistema. Es importante elegir un
sistema que no solo sea fisica y quimicamente inerte a la fase movil y a la muestra, sino
que también sea capaz de resistir presiones elevadas y la expansion de los gases
(Technologies, GC inlet with temperature programming, large volume injection., large
volume injection). Para este estudio se utilizard el equipo Agilent 7693A
(AgilentTechnologies, 2010), un inyector automatico de liquidos multimodo que facilita
inyecciones precisas, rapidas, mayores voliumenes y confiables para los sistemas
cromatégrafos de gases y cromatdgrafos de gases acoplado a detector masas masas
Agilent.

Figura 4
Sistema de inyeccion
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1.4.2 Fase movil (fuente de gas)

En la cromatografia de gases, los gases mas empleados son el helio y el hidrégeno.
Estos gases, al ser inertes, no interfieren con el analito de interés. Sin embargo, el flujo

del gas portador incide en los tiempos de retencion, disminuyendo a medida que



aumenta dicho flujo. Dada su menor inflamabilidad en comparacién con el hidrégeno, se

prefiere el uso de helio.

1.4.3 Fase Estacionaria (Columnay horno)

La funcién principal del horno es mantener las temperaturas variables (con respecto al
método empleado) en la columna para garantizar una repetibilidad excelente de los
tiempos de retencion. El cromatégrafo de gases que se utilizard posee un horno que
garantiza que la temperatura en la columna permanezca estable.

La separacion de los analitos depende mucho del tipo de columna. El tubo de la columna
es de acero inoxidable y tiene una longitud de 5 a 60 m y un didmetro interno de 0,25 a
2 mm. La columna Agilent DB-5ms Ultra Inerte (Technologies, Agilent Technologies,
s.f.), que estd compuesta por fenilo al 5% y polidimetilsiloxano al 95%, es apropiada
para la separacion de dioxinas y furanos. Una de sus principales consideraciones es el
bajo “sangrado”; tiene excelentes formas de picos y una buena relacion sefial-ruido, lo

gue lo hace muy especifico para analitos dificiles como las dioxinas y furanos.

1.4.4 Detector de masas
Después de la separacién de los analitos en la columna, estos analitos se identifican y
cuantifican utilizando un detector apropiado. El espectrometro de masas de triple
cuadrupolo Agilent 7010B (MS-TQ Agilent 7010B) (Technologies, GC/MS Triple
Quadrupolo 7010B, 7010B, 2020) seré el detector seleccionado para la identificacion de
dioxinas y furanos ya que este detector presenta una alta sensibilidad y selectividad.
Este detector puede llegar a niveles de picogramo (pg.) en modo de lectura de ionizacion

electronica (El). Este sistema presenta una fuente de El de alta eficiencia que genera
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mas iones que el modelo anterior de Agilent 7010A (Mamani, 2021), lo que lo convierte
en el detector de masas triple cuadrupolo Agilent mas sensible (Mamani, 2021).

Este sistema tiene tres modos de adquisicién: MRM dindmico (dAMRM), SCAN y SIM. El
MRM dinamico es lo especifico de este sistema porque es facil de usar y eficiente al

momento de realizar la desfragmentacion.

Software de cuantificacion

En este trabajo se utilizard el sistema MassHunter Agilent (Technologies, Analisis
Cuantitativo MassHunter, Analisis Cuantitativo MassHunter, 2020), un software que
organiza muestras y analitos en lotes para una revision y andlisis rapidos, para la

identificacion, cuantificacion y posterior registro de datos.

1.5 Modos de Adquisicién
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Modo Scan

El modo Scan consiste en hacer barridos delimitando masas especificas para tener una
informacién total del contenido del producto a ensayar. Es el modo para emplear en
andlisis cualitativo para la identificacion de compuestos por bisqueda en biblioteca de
espectros (Skoog, 2007). También puede utilizarse para analisis cuantitativos con la
ayuda de bibliotecas que acomparian al software de trabajo.

e En modo SCAN el MSD es un detector universal con una sensibilidad media
cuando se trabaja con el TIC, y muy selectivo y con buena sensibilidad cuando
se trabaja con iones extraidos EIC (Extracted lon Chromatogram).

e TIC (Total lon Chromatogram): cromatograma correspondiente a la suma de

abundancias a todas las masas adquiridas.
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e EIC (Extracted lon Chromatogram): cromatograma correspondiente a una
determinada masa (extraida del barrido). La sensibilidad se incrementa con la

reduccién del rango de masas seleccionado.

1.5.2 Modo SIM
Consiste en una monitorizacion selectiva de iones caracteristicos de los compuestos
presentes en la muestra. En modo SIM el MSD es un detector muy sensible y selectivo.
Es el modo a emplear para el andlisis cuantitativo de trazas de compuestos conocidos.
(Skoog, 2007).

o La comparacion de las respuestas relativas de los distintos iones(calificadores),
con respecto a las del patron permite confirmar la identificacion del compuesto
analizado y cuantificado.

e La sensibilidad se incrementa con la reduccion del numero de masas
seleccionado y la selectividad con el aumento de la masa monitorizada.

e La gran selectividad del MSD permite poder llegar a cuantificar compuestos que
se coeluyan. La modalidad SIM con cuadrupolo proporciona, especialmente a
nivel de trazas, una mejor reproducibilidad cuantitativa que el modo SCAN, no
obstante, éste (scan) admite mayores concentraciones de analito (Skoog, 2007).
En modo SIM el TIC es el cromatograma correspondiente a la suma de

abundancias de todas las masas adquiridas. (Mamani, 2021).

1.5.3 Modo MRM
Este es uno de los métodos de adquisicion de las corrientes ibnicas mas interesante,
emblemético, ya que permite, convertirlo en un detector de masas de GC especifico,

sensible y selectivo. Infortunadamente, cuando la adquisicion de la corriente iGnica se
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hace en el modo SIM, la probabilidad de que el ion seleccionado y una sefial procedente
del fondo (ruido quimico) coincidan, no es nula; ello, baja no solo la sensibilidad sino la
confiabilidad de la deteccidén (pueden presentarse falsos positivos o falsos negativos)
(Mamani, 2021). Para evitar estos problemas, en vez de monitorear iones
caracteristicos, se registran las transiciones (o reacciones de transicion) entre los pares
de iones (precursor y producto). En el primer analizador MS1 (Q1) se filtran iones
precursores seleccionados F1 (operacién en modo SIM), mientras que en el segundo
analizador MS2 (Q3) se dejan pasar solo iones-producto F2 de la transicion o reaccion

de disociacion. (Skoog, 2007).

1.6 VALIDACION DEL METODO DE ENSAYO
Es un proceso mediante el cual se define requisitos analiticos, bajo ciertas consideraciones
gue aseguran que el método de ensayo ha desarrollado capacidades consistentes con la
aplicacion requerida. La validaciéon de un método de ensayo establece, mediante estudios
sistematicos de laboratorio, que las caracteristicas técnicas de dicho método cumplen las
especificaciones relativas al uso previsto de los resultados analiticos. (NTP-1ISO-5725-2,

2021).

1.6.1 Precision
Es el grado de concordancia entre los resultados del ensayo obtenidos
independientemente bajo condiciones estipuladas. (NTP-ISO-5725-1, 1999).
La medicion de la precision generalmente es expresada en términos de imprecisién o
calculada como una desviacion estandar de los resultados de ensayo. Una mayor

desviacion estandar refleja una menor precision.
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1.6.2

1.6.3

164

1.6.5

1.6.6

Veracidad

Es el grado de aproximacion entre el valor promedio obtenido de una larga serie de
resultados del ensayo y un valor de referencia aceptado (NTP-ISO-5725-1).

La medida de veracidad generalmente es expresada en términos de sesgo. La veracidad
de un método esta asociado a los errores sistematicos de un método de ensayo.
Especificidad

La selectividad extrema o perfecta, en el sentido de que Unicamente el analito es el
responsable de la sefial medida, se denomina especificidad. Asi pues, la selectividad
admite graduaciones (método poco selectivo, método muy selectivo), mientras que la
especificidad no.

Selectividad

La selectividad analitica se relaciona con “el grado en el que un método puede ser
utilizado para determinar analitos particulares en mezclas o matrices sin interferencias
de otros componentes de comportamiento similar”.

Linealidad

Es la relacion entre la concentracion de analito y respuesta del método. Se define como
la capacidad del método para obtener los resultados de la prueba proporcionales a la
concentracion del analito. Esta relacién, denominada comiunmente curva patrén o curva
de calibracion, no tiene por qué ser lineal para que el método sea eficaz.

Cuando no sea posible la linealidad para un método, se debera encontrar un algoritmo
adecuado.

Limite de Deteccion

El limite de deteccion de un procedimiento analitico es la menor cantidad de un analito
encontrado en la muestra que puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada

con un valor exacto. La concentracion mas baja del analito en una muestra que pueda
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1.6.7

1.6.8

ser detectada, pero no necesariamente cuantificable bajo condiciones indicadas de la
prueba. (Limit-Guidance, 1996).

Limite de Cuantificacion:

Es la concentracion minima que puede determinarse con un nivel aceptable de
veracidad y precision. Se establece examinando una muestra o material de referencia
apropiado. La concentracibn mas baja de un analito que se puede determinar con
aceptable precision (repetibilidad) y veracidad bajo condiciones indicadas de la prueba.
(Limit-Guidance, 1996).

Robustez

La robustez es la cualidad de un método analitico que mide su capacidad de resistir
pequefios cambios en las condiciones operativas sin que su funcionamiento se vea
alterado, se trata de identificar las variables que tienen un efecto mas critico sobre su
exactitud, precision, selectividad, etc. de modo que éstas seran las variables que habra

gue controlar durante la aplicacion rutinaria del mismo.
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CAPITULO II. Planteamiento de la realidad, problematica y objetivos

2.1 Problemética de los residuos en Latino América
La generacion de residuos ha aumentado considerablemente en las Ultimas décadas debido
a los cambios que se han producido en la forma de vida de las sociedades mas desarrolladas,
gue comportan la aparicion constante de nuevas necesidades y como consecuencia un
mayor consumo por parte de sus ciudadanos.
La contaminacion por PCDD/PCDF puede ser mediante la ingestion de alimentos
contaminados, inhalacién de dichas sustancias en el aire, exposicibn ocupacional en
industrias y en la manipulacion de residuos peligrosos en donde se encuentran estas
sustancias. Los efectos de esta contaminacidén ocasionan graves lesiones cutaneas como el
cloracné, alteraciones de la funcién hepética y anormalidades de los sistemas endocrino y
nervioso entre otros.
Los PCDD/PCDF pueden ser liberados al medio ambiente a través de diversas vias de
contaminacion, tales como el aire, el agua (tanto dulce como marina, incluyendo estuarios, y
posteriormente depositandose en sedimentos), el suelo y los residuos (que abarcan ciertos
desechos liquidos, lodos y residuos sélidos, los cuales son gestionados como desechos o
pueden ser sometidos a reciclaje). Productos (como formulaciones quimicas o bienes de
consumo como papel, textiles, etc.).
En la figura 5 se aprecia las posibles rutas de liberacion de las dioxinas y furanos y las etapas

de los procesos industriales o actividad donde podrian generarse. (PNUMA, 2006).
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Figura 5
Vias de liberacion de los PCDD/PCDF al ambiente
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Durante el afio 2003, las exportaciones y la inversion privada se destacaron como los
principales impulsores del crecimiento econémico. Las exportaciones mantuvieron un alto
dinamismo, con un crecimiento del 5,8%, mientras que la inversion privada experimentd una
recuperacion con una expansion del 5,3%, aunque aun se encontraba por debajo de los
niveles de la década de 1990.

La poco dinamica evoluciéon de los ingresos laborales ha provocado una disminucion en la
tasa de crecimiento del consumo privado, la cual se sitia en un 3,2%. En este contexto, el
crédito al consumo ha sido el principal medio de financiamiento del consumo privado,
beneficiado por las bajas tasas de interés. Durante el afio 2003, la mayoria de los sectores
econdémicos experimentaron una reduccion en su tasa de crecimiento, aunque hubo rubros
gue mantuvieron un notable dinamismo, destacandose la mineria metalica con incrementos

en la produccioén de oro, plata, hierro y zinc. Para el afio 2004, se proyecto que el inicio de la
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explotacion del campo de gas natural Camisea contribuird a revertir la disminucion en la
produccion de hidrocarburos que se inicié en la década de los noventa.

En el afio 2003, el sector de la construccion experimentd un notable incremento, atribuible en
parte a los programas de vivienda dirigidos a familias con ingresos bajos y medios. No
obstante, las restricciones en la inversion publica han obstaculizado su expansion adicional.
En el afio 2003, la industria manufacturera experimentd un leve crecimiento del 2,6%,
impulsado principalmente por el aumento del 3,7% en el sector no primario. Entre las ramas
gue contribuyeron al crecimiento se encuentran las Actividades de impresién, con una
variacion del 11,9%; la fabricacion de vehiculos automotores, con un 10.8%; la fabricacion
de otros productos de metal (planchas de hierro, discos y bobinas de acero), con un 9,7%;
los minerales no metalicos, especialmente la cerdmica, que crecieron un 7,3%; y la
fabricacion de productos textiles, que aument6 un 5,2%. Por otro lado, se observaron areas
con variaciones negativas, como la Fabricacién de instrumentos médicos, con un -88%; la
elaboracion de productos de tabaco, con un -28%; la curtiduria, con un -19%; la fabricacion
de maquinaria, con un -17%; la produccion de madera, con un -9%; y la produccion de cables

de energia, con un -6%.

El desarrollo de las actividades del sector primario ha sido mayormente desfavorable. Las
areas que han mostrado un comportamiento positivo en su variacion incluyen la produccion
de alimentos, que ha aumentado en un 3,6% debido a la elaboracién de productos carnicos
y embutidos, asi como la produccion de azucar, que ha crecido un 9,2% debido al aumento
en el area sembrada. En menor medida, se observa un incremento del 0,6% en la fabricacion
de productos metalicos no ferrosos, como resultado del aumento en la produccion de zinc,
arsénico y cadmio por parte de la Refineria de Zinc de Cajamarquilla. Por otro lado, la
tendencia decreciente en el sector primario se atribuye a la variacidbn negativa en la
elaboracion de harina, aceite y conservas de pescado, con una disminucion del 13% debido
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a la escasez de materia prima, y en la refinacion de petréleo, que ha descendido un 2,2% por
la menor produccion de gasolina, queroseno y aceites lubricantes de empresas como

PETROPERU, Conchéan, Texaco y La Pampilla. (PNUMA, 2006)

2.2 Respuesta de la OMS

En 2015, la OMS publicé por vez primera estimaciones de la carga mundial de enfermedades
transmitidas por los alimentos, en las que se observo que la exposicion a las dioxinas
aumentaba considerablemente la prevalencia de estas enfermedades y afectaba sobre todo
a la fecundidad y la funcién tiroidea. (Organizacion Mundial de la Salud, 2024).

La Organizacion Mundial de la Salud ha organizado diversas reuniones de especialistas con
el objetivo de establecer los niveles de ingesta tolerable de dioxinas. En el afio 2001, el
Comité Mixto de Expertos en Aditivos Alimentarios de la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentaciéon (FAO/OMS) realizé una evaluacion detallada sobre los
riesgos asociados a las PCDD, los PCDF y los PCB analogos a las dioxinas.
En colaboracién con la FAO, la OMS publicé a través de la Comision del Codex Alimentarius
un Codigo de practicas destinado a prevenir y reducir la contaminacién de alimentos y
piensos con dioxinas y bifenilos policlorados analogos a las dioxinas. (Dioxinas, 2023).

Este documento ofrece orientacién a las autoridades nacionales y regionales sobre las
medidas preventivas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha establecido y revisado
de forma regular en reuniones consultivas de expertos los factores de equivalencia téxica de
las dioxinas y sustancias relacionadas en humanos, mamiferos, aves y peces. Los valores

mas recientes fueron determinados en el afio 2020. (Luengo, 2020).
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2.3 OBJETIVOS

231

2.3.2

Generales

Analizar y validar un nuevo método para la determinacion de dioxinas y furanos en matriz
de alimento como es la harina de pescado en un equipo de Cromatografia de gases
acoplado a un detector espectrémetro de masas triple cuadrupolo.

Especificos

Acondicionar el equipo de cromatografia de gases acoplado a un detector espectrometro
de masas triple cuadrupolo, con parametros especificos del inyector, horno y detector.
Realizar la extraccién de los analitos en las condiciones Optimas, usando el equipo
Soxhlet (tratamiento de la matriz) y realizar las lecturas de las muestras obtenidas.
Determinar los pardmetros de validacion para el desarrollo de la metodologia (precision,
veracidad, selectividad, linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, robustez
y rango de trabajo).

Verificar los resultados obtenidos con los controles establecidos (blanco, muestra control
y duplicado de muestra)

Verificar los valores reportables como suma de dioxinas PCCD y PCCDF expresada en

unidades EQT.
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CAPITULO IIl. Metodologia, descripcion de la funcién desarrollada

3.1 Matriz, equipamiento, materiales y reactivos

3.1.1

3.1.2

Matriz
Harina de pescado (muestras ingresadas por los clientes)
Equipos

Cromatografo Gaseoso Agilent 7890 B equipado con Detector de Masa Agilent 7010
MSD Autosampler Agilent 7693

Columna Agilent DB-5ms Ul

Balanza analitica, minima divisiéon 0,0001g (Mettler Toledo, XS205DU)
Agitador Vortex (Fisher Scientific, 945094).

Centrifuga digital. (Hettich, Rotanda 460R)

Evaporadores de nitrégeno (Organomation, N-EVAP)

Sonicador Branson

Equipo Soxleth

Rota Vapor (Buchi, R-215)

Bomba de vacio (Sartorius Stedim)

Plancha de calentamiento (Tecnal, TE-0854)

Materiales

Matraz Kitasato

Tubos del evaporador, punto final aproximadamente 0,5 mL
Pipeta Pasteur, vidrio de boro silicato, aprox. longitud 150 mm
Matraz volumétrico de Vidrio de boro silicato de 100 mL
Frascos de vidrio de boro silicato de 250 mL

Probeta de 25 mL

Matraz volumétrico de vidrio de boro silicato de 25 mL

Inserto de 150 pL.

Dedales de extraccion

Perlas de ebullicién

Matraz de fondo plano de vidrio de borosilicato de 250 mL 500 mL, 1 000 mL
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e Embudo, estandar, 150 mm, 80 mm de diametro, vidrio de borosilicato
e Matraces aforados de 5 mL, 10 mL, 25 mL, 50mL, 100mL y 500mL

e Micropipeta de 0,05-05 mL y puntas desechables (sin punto)

e Micropipeta de 0,5-5 mL y puntas descartables

e Micropipeta de 10-100 uL y puntas descartables

e Micropipeta de 100-1000 uL y puntas descartables

e Tubos de propileno para uso en centrifuga descartables de 50 mL y 15 mL
e Vaso de 100 mL

e Frasco de vidrio de 1L

o Columnas de separacion cromatografias de material de vidrio

e Insertos de 150 pL

e Viales Agilent 2 mL

e Lana de vidrio

3.1.4 Reactivos
3.1.4.1 Soluciones estandar

e Soluciones de calibracion de PCDD/F (AccuStandard, 98.7 %)
e 13C-Solucion estandar interno de PCDD/F
e Estandar de Recuperacion de PCCD/F (1,2,3,4 13C-TCDD)

3.1.4.2 Reactivos para analisis

e Diclorometano, grado cromatografico (99,8 %). (corregir espacio y punto por
coma)

e Tolueno, grado cromatografico (299.9 %)

e Etanol, grado cromatografico (299.5 %)

¢ N-hexano, grado cromatografico (=98 %)

e Sulfato de sodio anhidro.

e Alimina — basica (35-75 um)

e Harina de pescado patron, previamente evaluada y que no contenga Dioxinas y
Furanos

e Silica gel grado de alta pureza ,100-200 mesh

e Silica gel.
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e KOH grado reactivo
e Acido sulfurico, H.SO4, 96 %

3.2 Condiciones de Instrumentacién

3.2.1 Condiciones de Cromatégrafo de gases

Columna

Volumen de inyeccion
Gas portador

Modo de gas portador
Flujo

Programa de Horno

Tiempo total de corrida

3.2.2 Condiciones del detector

Modo de operacién
Temperatura de la linea de
transferencia

Temperatura de fuente

Temperatura de cuadrupolo

3.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Agilent DB-5 MS Ul 60m x 250um x
0,25um

5 uL, inyector multimodo

Helio

Flujo constante

0,96 mL min*

120 °C (5 minutos)

25 °C min*t a 250 °C (5 minutos)

2,6 °C minta 300 °C (17,5 minutos)
29,5 minutos

lonizacibn de electrones

(ED,

reaccion multiple (MRM)
300 °C

300 °C
150 °C

3.3.1 Preparacion del estdndar interno y estandar de recuperacion.

Preparar la solucion Stock segun la tabla N°1 a partir de los estandares de PCDD/F
cuyas concentraciones finales de cada una se muestran en la tabla en mencién, esta
preparacion se realiza con tolueno.

La solucibn de estandar interna para la curva de calibracion contiene una

concentracion de 100 pg L de *C-PCDD/F en Tolueno.
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e Solucién de recuperacion de **C-PCCD/F 100 ug L en tolueno.

Tabla 1
Preparacion de la solucion stock para los estdndares PCDD/F

Concentracion .,
Solucién Stock

Estandares inicial Dilucién (X)
(Mg L™ C(ug L™

2378 TCDD 50 000 1 000 50
12378 PeCDD 50 000 1 000 50
123478 HxCDD 50 000 500 100
123678 HxCDD 50 000 500 100
123789 HxCDD 50 000 500 100
1234678 HpCDD 50 000 250 200
OCDD 50 000 250 200
2378 TCDF 50 000 500 100
12378 PeCDF 5000 50 100
23478 PeCDF 5000 50 100
123478 HxCDF 5000 50 100
123678 HXCDF 50 000 500 100
123789 HxCDF 50 000 500 100
234678 HxCDF 50 000 500 100
1234678 HpCDF 50 000 500 100
1234789 HpCDF 50 000 500 100
OCDF 50 000 500 100

3.3.2 Preparacion de estandares para los limites de deteccién y cuantificacion

¢ Afiadir 100 pL de Solucién de estandar interno de 100 ug L en siete liner numerados
del 1 al7.

e Afadir 5 pyL de la solucidn stock en los viales numerados anteriormente.

o Diluir el contenido de los tubos con 895 UL de diclorometano, hasta alcanzar un
volumen final de 1mL.

e Llevar los tubos preparados a lectura en el cromatégrafo de gases GC/MSMS.

3.3.3 Preparacion de la curva de calibracion para las dioxinas y furanos

e Afadir 10, 20, 40, 60, 80, 100 pL del estandar de PCDD/F de la solucion stock, en los
tubos codificados del 1 al 6 respectivamente.

e Afadir 100 pL de la solucién del estandar interno **C-PCDD/F en los viales &mbar de
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2mL rotulados 1, 2, 3, 4,5y 6.

e Afadir 10, 20, 40, 60, 80, 100 pL del estandar de PCDD/F de recuperacion, en los
tubos codificados del 1 al 6 respectivamente.

e Completar con tolueno hasta un volumen final de 1 mL, ver preparacion en la tabla
N°2.

e Llevar los viales preparados a lectura en el cromatografo de gases (GC-MS/MS).

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

Alicuota de Alicuota de

, Solucién de Solucién
Tubo S (ﬁL‘g%ontasfoeck PCDD/F PCDD/F  Diclorometano
(uL) e_standar estandar 'd,e (uL)
interno recuperacion
(ML) (ML)
1 10 100 10 880
2 20 100 20 860
3 40 100 40 820
4 60 100 60 780
5 80 100 80 740
6 100 100 100 700

3.3.4 PREPRACION DE LA MUESTRA
3.3.4.1 Pesaje:

¢ BLANCO DE PROCESO: Pesar entre 39,5y 40,5 g de harina de pescado libre de
los analitos en un dedal de extraccion.

¢ MUESTRAS: Pesar 39,5y 40,5 g de cada harina de pescado en el dedal de extraccion
a analizar. Por lote de 20 muestras pesar una muestra por duplicado.

e PATRON DE TRABAJO (LCS): Pesar de 39,5 a 40,5 g harina de pescado libre de

PCDDI/F, en el dedal de extraccion.

3.3.4.2 Adicién del estandar interno de PCDD/F.

o Fortificar a las muestras libre de contaminantes con 100 pL de estandar interno en el
dedal de extraccion al blanco de muestra, muestra, duplicado de muestra y patron de

trabajo.
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e Afadir 40 pL de Solucion Stock de PCDD/F al dedal de extraccion que contiene el
patron de trabajo (LCS), segun la norma (I.S. EN-16215:2020 y EPA METHOD 8290).
3.3.4.3 Primera etapa: EXTRACCION POR SOXHLET

3.3.4.3.1 Primera Extraccion

3.3.4.3.2

Lavar el equipo de extractor Soxhlet incluyendo los matraces de fondo
redondo (RBF) con tolueno y posteriormente con solvente diclorometano.
Encienda el sistema de enfriamiento dejando enfriar el sistema.

Colocar la muestra en el dedal de extraccion y coloque los dedales tapados
con lana de vidrio (previamente lavados) en el extractor Soxhlet.

Agregar 200 mL de tolueno en el matraz de fono redondo y adicione de 3 a 6
perlas de ebullicion y coléguelo el extractor Soxhlet en la plancha de
calentamiento.

Conectar todos los extractores Soxhlet, incluido el condensador y verifique que
todo este sellado.

Configurar los equipos Soxleth a un periodo de 5 a 7 ciclos por hora. Deje el
Soxleth extrayendo por 4 h.

Apagar las planchas de calentamiento y permita que el aparato enfrie. Retire
el RBF que contiene tolueno del aparato Soxhlet.

Recolectar el solvente en un matraz de 1 L.

Segunda Extraccion

Agregar 200 mL de tolueno/etanol (9:1 v/v) a un nuevo RBF y coléquelo en la
plancha de calentamiento.

Conectar todos los equipos Soxhlet, incluido el condensador verificando de
gue no haya fugas.

Configurar el Soxhlet a un periodo de 5 a 7 ciclos por hora. Deje el Soxhlet
extrayendo por 16 hasta 20 horas.

Apagar las planchas de calentamiento y permita que el aparato se enfrie.
Retirar el RBF y combine ambos extractos (el extracto de tolueno y el extracto
de tolueno/etanol).

Filtrar el extracto de Soxhlet a través de un embudo equipado con un tapon de

lana de vidrio y 5 g de sulfato de sodio anhidro, para evitar particulas de harina
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de pescado.

3.3.4.3.3 Concentracion

e Concentrar el filtrado utilizando un evaporador hasta que el disolvente se haya
evaporado (aproximadamente 0,5 mL).

e Tomar el extracto del evaporador y coléquelo en un matraz volumétrico de 25
mL. Lave el tubo del evaporador 5 veces con 4 mL de n-hexano cada vez (es
decir, 20 mL en total).

e Se agregar n-hexano al matraz volumétrico que contiene el extracto de

muestra, hasta completar los 25 mL. Luego homogenizar.

3.3.4.4 Segunda Etapa: Limpieza - Uso de la columna silica mixta

En la columna de silica gel cologue de abajo hacia arriba sulfato de sodio anhidro,
silica gel impregnada con hidréxido de potasio, silica gel impregnada con &cido
sulfurico y silica gel impregnada con nitrato de plata (ver figura 6). (UNE-EN-16215,
2020).

Figura 6.
Columna preparada de silica mixta

Silica gel impregnada con
AgNO; (39)
Silica gel impregnada

con H,S0, (59)

Silica gel impregnada
con H,S0, (49)

Silica gel impregnada
con KOH (39)

Na, S0, anhidro (3g)

*capas separadas por 0,9 g de silica gel
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e Transferir el extracto obtenido en el frasco de vidrio de 25 mL en un matraz de 1
L, agregue entre 70 y 90 ml de n-hexano.

e Adicionar 5 g de la mezcla de &cido sulfarico / silica, al matraz, usando un
embudo pequefio y agitando durante la adicion.

e Transferir cuantitativamente la suspensién a la columna de silice mixta, lavando
el matraz 3 veces con de 10 mL de n-hexano.

o Permitir que la muestra drene a través de la columna y recibala en un frasco de
1L ala salida de cada aparato.

e Una vez haya eludido los primeros 100 mL, agregue 100 mL de diclorometano /
hexano (3:7 v/v) a la columna de extraccion. Reciba el solvente en la misma
botella de 1 L.

¢ Unavez que todo haya eludido, a través de la columna, lave la pared interna con
50 mL de n-hexano empleando un cilindro de medicién de 100 mL.

o Recoger el n-hexano adicional en la misma botella.

3.3.4.5 Limpieza con columnade carbén

La columna de carbono activado AX-21 es aplicada como columna cromatogréafica
de adsorcion, la cual es recomendada por la normalizacion espafola UNE-EN
16215:2020 para la separacién de dioxinas y furanos planas, asi como eliminar PCB
no planas y otros interferentes. Esta columna se lava con metanol, se seca a 130 °C
durante 72 h. La mezcla se prepara en porciones de masa de 2/23, carbono/Celite.
(UNE-EN-16215, 2020)
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Figura 7
Columna de carb6n activado AX-21

Carbdn AX-21 S

Se realiz6 la limpieza siguiendo los siguientes pasos:

e El extracto colectado anteriormente se hace pasar por la columna de carbon,
lavando con 10 mL de tolueno.

e Concentrar la muestra a sequedad en el rotavapor.

o Reconstituir el extracto a un volumen de 80 pL y lavar sucesivas veces con 30
UL de tolueno, colocar este volumen dentro del injerto de 150 L.

e Ingresar el injerto en el evaporador hasta llevarlo a sequedad a una temperatura
de 40 °C, reconstruirlo a un volumen final de 20 uL, este volumen final tendra los
analitos de PCDD/F el cual se lleva a lectura en el cromatdgrafo de gases.

3.3.4.6 Lectura de muestras

e Secolocaenun liner los 20 pL de la muestra obtenida para ser leida en el equipo
cromatégrafo de gases acoplado a masas.
e Se repite el procedimiento 3.3.4 para todas las muestras blanco, duplicado de

muestras, muestra control LCS.

3.4 Calculo y expresién de resultados de validacion
3.4.1 Calculo de concentracién en Equivalentes Toxicoldgico

Célculo de factor de respuesta para los compuestos naturales:

(Lectura)x(Volumen Final)x (Dilucion)

C =
PCDD/F (%) Peso de muestra

(1)
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Lectura = Concentracién de lectura de PCDD/F (ug mL1)
Dilucién = Factor de dilucion (sin unidades).
Volumen final = microlitros (uL)

Peso de la muestra: gramos (g)

3.4.2 Célculo de los valores de Equivalentes Toxicol6gicos (TEQ)
Para realizar este calculo se necesita los valores de los Factores Toxicoldgicos
Equivalentes (TEF) que se muestran en el anexo N°3, estos valores se multiplican con
los valores de concentracidn de los congéneres respectivos.

TEQ g, = ;(TEF) x (cw(%)l (2)

. F
i

Donde:

TEQ(@) es el Equivalente Toxicologico
g

(TEF); es el valor de TEF de compuesto i (tabla #)

3.4.3 Calculo del porcentaje de recuperacién de los estandares internos

Célculo del factor de respuesta de los estandares de internos:

Ais X Qrs

RRFjy = ——
® Qis X Ars

(3)

Donde
Ais es la respuesta (suma de 2 transiciones MRM) del correspondiente estandar interno;
Ass es la respuesta (suma de 2 transiciones MRM) del estandar de recuperacion;
Qis es la concentracion del estandar interno pg pL?;

Qs es la concentracion del estandar de recuperacion pg pL?;

El factor de respuesta relativa promedio es calculado para los compuestos marcados

isotOpicamente:
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— 1 m
RRF = — RRF;
D= ¥ ). RRFyO )

Donde:
M es el nimero de estandares (niveles de curva)
| es el compuesto marcado isotopicamente

i es el nivel de calibracion

Célculo del porcentaje de recuperacion:

Ais X Qrs
Qis X Ars X RRF(m)

percentage recovery(%) =

(4)

Donde
Ais es la respuesta (suma de 2 transiciones MRM) del correspondiente estandar interno
Ass es la respuesta (suma de 2 transiciones MRM) del estandar de recuperacion;
Qis es la concentracion del estandar interno pg pL?;
Qs es la concentracion del estandar de recuperacion pg pL™;

RRF ) es el factor de respuesta relativa promedio
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3.5 Parametros de Validacion para el ensayo de PCDD/F en muestras de Harina de pescado

A continuacion, se muestra el cromatograma de las dioxinas y furanos, asi como sus tiempos

de retencion.

Figura 8

Cromatograma de las dioxinas y furanos

Method Table -
Time Segment: 4= <All> ~ ® | Compound: [88] 12378-PeCDF  + [®] | Reset Table View
Sample i | 5
Name [ DataFile | Type Levl | Acg Method File | Acq Date-Time
STO-DIOWNAF _ | STO-DIOXINAF_ | Cal ] | METODO-DIOXI_ [ 27872020 1258
Quanifier ]
MName TS Transiticn Sean Type |
2378-TCOF-d 1] 315852515 | MRM 15TD
Z376-TCOF 1] 303952405 | MRM Target
2376-TCOD-d 7 MRM ISTD
Z376-TC0D WMRM Target
B-PeCDF-d MRM ISTD
-PeCDF MRM Target
B-PeCDF-d MRM ISTD
23476-PeCOF MRM Target
12376-PeCDO-4 MRM 15TD
w [ [12378-PeCDD MEM Target v
Sample Information - X

2 e T @ &K Msa

= Signal: <None>

Max # of panes: 2

» i W P

+ TIC MAM (-2 ) STO-DIOXINAFURANO-2-N3 D
x10%

s ks

T T T T

B s & d 2s 2 As B ds s &5 A5 & w5 H 25 B #s 25
Acquisition Time (min)
Compound IWormaion -
[Flo s 218 3| e [AEAH &
+MRM (339.8 -> 277 0) STO-DIOXINAFURANO-2-N3.D Smeeth
2 108 17389 min
3 os
06 /\
04
T T T T T T T T T T T T T T T T
s 2 v s vl 04 vas s s 1 175 73wl s s 15 s 16 176
Feauisition Time imir) Feauisiton Time (mir)
< MRM (351 8-> 237.9) STO-DIOXNAFURAND-2N3.0 Smooth
£ 0¥ 17.382 min
S 15
1
05
0
1'2 1“3 e 145 1.I5 77 1"8 L']E 1'5 larl 1§2 ‘3‘3 .‘[5 Je‘, I3 17[8 W.JB W‘E e‘w 182 1&'3
Acauisition Time (min) Acausision Time (mir)
X2306 Y 587613425 18 Compounds (18 total) 16 ISTD (16 total)
3.5.1 Precision

Para este parametro se realizaron 21 corridas con tres analistas diferentes a un nivel de

0.75 pg g*. Se evalud la precision en base a estimadores estadisticos como: Prueba

Normalidad (Anderson Darling), Prueba de Homogeneidad (Barlett) y los atipicos

graficos h-Mandel, k-Mandel, y los estadisticos Cochran, G-Grubbs, todo esto mediante

los criterios de aceptacion del Reglamento UE 2017/664 Comisién Europea. (Union
Europea 2017/644, 2017).
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3.5.2

Tabla 3
Resultados del estudio de precision para el 2378-TCDD

Parametros de precisién

Promedio. 0,76
Sr 0,01
Sr 0,01
RSD; 1,42
RSDrg 1,53
r 0,03
R 0,03
LIMITE RSD; (%) 3,99
LIMITE RSDr (%) 4,30
%Recuperacion 101,37

La matriz cumple los diferentes niveles evaluados con un criterio de aceptaciéon para
RSDr <25 %.

Veracidad

Para evaluar este parametro se realiz6 a partir de la contaminacién con el estandar a
tres niveles diferentes (ver tabla 4), lo cual debe ser muy exacta y precisa, para la
obtencion de los resultados esperados. Las muestras fueron estudiadas anteriormente
sin tener contenido alguno de los compuestos estudiados.

Se muestra a continuacion los resultados obtenidos

Tabla 4
Porcentajes de recuperacion del estudio de veracidad por adicion para 2378-TCDD
Concentracién

inicial de Opgg? Opgg? Opgg?
muestra
NIVELES NIVEL | NIVEL Il NIVEL 11l

Concentracion

Adicionada 0,75 3,00 7,50
pg g’

0,75 295 7,46

Resultados de 8;2’ ggé ;gg

la Adicion pg 0.75 3.02 7.49

9 0,75 295 7.42

0,74 3,02 7,50

0,75 2,98 7,61
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Diferencia del 0,75 2,95 7,46
valor final 0,74 3,01 7,62
(concentracion 0,76 2,93 7,69
adicionada) 0,75 3,02 7,49
con respecto 0,75 2,95 7,42
ala 0,74 3,02 7,50
concentracion

inicial pg g* 0,75 2,98 7,61
100,94 98,46 99,53

98,97 100,59 101,65

% 102,30 97,87 102,55
Recuperacion 100,05 100,75 99,88
100,93 98,56 98,95

99,99 100,70 100,08

100,04 99,41 101,59

Val Min (%) 99,00 98,00 99,00

Val Max (%) 102,00 101,00 103,00

El criterio de aceptacion es de 60 — 120 % de recuperacion de acuerdo con el

Reglamento UE 2017/644 Comisién Europea. Siendo los resultados favorables en los

tres niveles estudiados.

Se muestran el estudio estadistico mediante un analisis de varianza de un factor

(anova), a los porcentajes de recuperacion calculados. En donde se plantea la siguiente

hipétesis:

Ho: Si Feit > Fca NO existe diferencia significativa en la recuperacion.

Ha: Si Feit < Fca existe diferencia significativa en la recuperacion.

Tabla 5
Andlisis de varianza de los datos de veracidad
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 7 703,22 100,46 1,10
Columna 2 7 696,32 99,47 1,47
Columna 3 7 704,22 100,60 1,76
ANALISIS DE VARIANZA
Origendelas  Sumade Grados de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 5,28 2 2,64 1,82 0,18 3,55
Dentro de los
grupos 26,01 18 1,44
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Total

31,29 20

3.5.3

En donde del analisis de varianza se obtiene un F-calculado de 1,828 y un F-tabla de
3,55 (resultados obtenidos en la tabla 5), por lo que se puede concluir que no existe
diferencia significativa en la recuperacion, por lo que se concluye que el método es

veraz.

Selectividad

La evaluacion de la Selectividad para cada analito estudiado tanto de dioxinas y furanos
se realiz6 segun los criterios del REGLAMENTO (UE) 2017/644 DE LA COMISION de
5 de abril de 2017. (Union Europea 2017/644, 2017)

Se debe distinguir entre varios congéneres, en particular entre los téxicos (por ejemplo,
los diecisiete PCDD/PCDF sustituidos en las posiciones 2, 3, 7y 8 y doce PCB similares
a las dioxinas) y otros congéneres.

Para los métodos de GC-MSMS se debe controlar al menos 2 iones precursores
especificos, cada uno con un ion de transicion correspondiente especifico producido
para todos los analitos marcados y no marcados en el ambito de aplicacién de los
andlisis.

Tolerancia maxima permitida de las intensidades relativas del ion de = 15 % para iones
de transicién seleccionados producidos en comparacion con los valores calculados o
medidos (promedio de los patrones de calibracion), en condiciones idénticas de MS/MS,
en particular energia de colision y presion del gas de colisidn, para cada transicion de
un analito.

Por ello se evalué las transiciones de ion precursor a ion producto del analito
correspondiente, por medio de la relacién entre las transiciones de cuantificacion y
calificacion de las muestras fortificadas respecto al de las obtenidas de la curva de
calibracion (ver tabla 6).

En la siguiente tabla se muestra la relacion de las transiciones de calificacion /

cuantificacion promedio a partir de la curva de calibracion para los analitos
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Tabla 6
Relacién de transiciones calificacion/cuantificacion a partir de la curva de calibracion
para 2378-TCDD

Nombre Transicion
Cuantificacién Calificacion
2,3,7,8-TCDD 319.9 — 256,9 321.9 — 258.9

Curva de Area Area Ratio

calibracion Transicion de cuantificacion Transicion de calificacion Calificacion/Cuantificacion
(319.9 — 256.9) (321.9 -> 258.9)

L1 71438 55769 78,1

L2 144112 94411 65,5

L3 226336 210839 93,2

L4 405368 314580 77,6

L5 481976 357427 74,2

L6 596806 443734 74,4

Promedio 7.1

Desv. Est. 8.260

En la tabla 7 se muestra la evaluacion de la relacién de las transiciones de calificacion /

cuantificacién de las muestras fortificadas a una concentracion de 2 pg g-1:

Tabla 7
Evaluacién de la relacion de transiciones calificacion/cuantificacion para 2378-TCDD

Areatransicién de Area transicion Ratio Tolerancia
Muestra cuantificacion de calificacion  Calificacién/ respecto al ratio Conformidad
(319,9 — 256,9) (321,9 — 258,9) Cuantificacibn promedio <15%

Concentracion Adicionada 2 (pg g1)

STD-DF-N2-1 437368 357717 81,8 -6% Cumple
STD-DF-N2-2 328014 270240 82,4 -7% Cumple
STD-DF-N2-3 400730 330813 82,6 -7% Cumple
STD-DF-N2-4 480856 413087 85,9 -11% Cumple
STD-DF-N2-5 409030 355213 86,8 -13% Cumple
STD-DF-N2-6 427639 348227 81,4 -6% Cumple
STD-DF-N2-7 464341 398532 85,8 -11% Cumple

De ello se demuestra que la matriz no afecta a la identificacion del analito ya que la
relacion entre la transicion de calificacion y cuantificacion esta dentro de la tolerancia

requerida, concluyéndose que el método es selectivo.
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3.5.4 Linealidad / Sensibilidad

La linealidad es la capacidad de un método de analisis para producir resultados que son
directamente o por una transformacion matematica definida, proporcionales a la
concentracion del compuesto en estudio, dentro de un intervalo de concentraciones
establecidas. (Eurolab, 2016)
La evaluacién de la linealidad del método se realiz6 mediante la preparacion de curvas
de calibracién. Para este trabajo se han realizado tres curvas de calibracion de 6 niveles
cada uno.
Se considera el siguiente modelo estadistico:

Y =a+ X+ ¢
Donde:
a: intercepto
B: pendiente

¢: efecto aleatorio del error

Antes de evaluar estadisticamente la linealidad se realizé una evaluacion grafica de la
linealidad de las curvas de calibracién aceptando las que tengan un coeficiente de correlaciéon
mayor o igual a 0,995 (ver figura 9).

Figura 9
Curva linealidad para 2378-TCDD

DETERMINACION DE LA LINEALIDAD 2378-TCDD
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El estadistico aplicado es el de regresion lineal con los criterios de aceptacion
establecidos por el laboratorio de ensayo r, r? >= 0,995 / RSD < 20%

Las pruebas estadisticas para la pendiente, intercepto y coeficiente de relacion, se
obtuvieron los siguientes resultados con el estudio realizado anteriormente.

Tabla 8

Desarrollo de las pruebas estadisticas para la pendiente, intercepto y coeficiente de
correlacion

3. PRUEBA DE
1. PRUEBA DE HIPOTESIS 2. PRUE?QTEI)EIIEQQ:EPPQI_TOESIS DEL HIPOTESIS DEL
DE LA PENDIENTE: Ho: Intercento incluve el cero COEFICIENTE DE
Ho:b=0 Ha: b0 Ha: Iﬁterce tg no inclli/ e el cero CORRELACION
' P y Ho:r=0 Ha:r#0
t calculado > t tablas t calculado < t tablas t calculado > t tablas
(Para G.L.: N-2) (Para G.L.: N-2) (Para G.L.: N-2)
Sp 4857,03 S, 14738,78 S 0,043
tp cal 22,48 ta cal 0,47 t, cal 22,48
Intervalo de b+/- t*sb Intervalo de a +/- t'sa a 0,001
Confianza Confianza
t tablas 2,11 t tablas 2,11 t tablas 2,11
IC SUP 119508,54 IC SUP 38284,09
IC INF 98915,68 IC INF -24205,42
CUMPLE CUMPLE CUMPLE

Se realiz6 la prueba de hipétesis para demostrar el desvié de la linealidad y regresion.
F calculado > F tablas

Regresion

Linealidad F calculado < F tablas

De la prueba de Fisher y haciendo uso del minitab se obtiene los siguientes resultados.
Ecuacion de regresion

Y

111385 + 5313 X
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Coeficientes

Término Coef EE del coef. ValorT Valorp FIV
Constante -1262 8522 -0,15 0,88
C1 115221 2808 41,03 0,00 1,00

Resumen del modelo

S R-cuadrado R-cuadrado(ajustado)
32807,5 99,66% 99,65%

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust.  Valor F  Valorp
Regresion 1 5,44E+11 544E+11 505,59 0.000
Error 16 17221279387 1076329962
Falta de ajuste 4 2240188547 560047137 0,45 0,323
Error puro 12 14981090840 124824237
Total 17 5,61E+11
Tabla 9
Andlisis de varianza de linealidad para el analito 2378-TCDD
Significancia GL SC MC Fc Ftablas Significancia
Regresion 1 544E+11 544E+11 505,59 4,74 ES SIGNIFICATIVO
Error 16 17221279387 1076329962
Residual
F;'ltjast‘ie 4 2240188547 560047137 0,45 3,25 SIGNIFICATIVO
Error puro 12 14981090840 124824237
Total 17 5,61E+11

Se rechaza la hip6tesis planteada y se concluye para un nivel de significancia de 0,05
(95%)
Existe una gran regresion significativa entre X e Y

La falta de ajuste es no significativa por lo tanto presenta linealidad
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3.5.5 Limite de Deteccién y cuantificacidon

Para el célculo de estos parametros se realizd adiciones a blancos, donde se evalué la

concentracion de 0,24 pg uL?!. Los andlisis para este parametro 2,3,7,8-

Tetraclorodibenzo-p-dioxina se han realizado 7 veces por triplicado a los cuales se

evalud su desviacion mediante el s-pooled. (Pharmacopeial, 2023)

Tabla 10

Porcentaje de recuperacién para el analito 2378-TCDD

Orden de Trabajo

Orden Interna

Analito Prom |s s2 I | %R (50 %-150 %
L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 gl | %R (50 % )
A A A 1| Pg ML 1 1
pg UL | pg pL pg pL pg pL™ |1 pg uL pg uL
2378
TCDD 0,2462 |0,2260 |0,2296 |0,2208 |0,2283 10,2349 |0,2287 |0,2306 (0,008 |6,48E-05 |6 99 |90l92!88!91 194|901

De los datos obtenidos se obtiene el parAmetro s-pooled de 0,002 y a partir de ello se

calcula y establece como limite de deteccién de 0,24 pg g y limite de cuantificacion

0,75 pg g*

Tabla 11

Establecimiento de los limites de deteccidn y cuantificacién del 2378-TCDD

- LDM LCM LDM LCM LDM LCM
Analito s-pooled og L 0g L+ actual actual actual actual

pguL*  pgpLt pggt pgg?

2378
TCDD 0,002 0,008 0,026 0,157 0,5 0,24 0,75

3.5.6 Robustez

El estudio del parametro 2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-p-dioxina se realiz6 mediante el

método de Youden Steiner, en el cual se realiz6 una variacidon en las variables del

método segun el modelo de la siguiente tabla.
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Tabla 12
Modelo de robustez — Youden — Steiner

Factor /
Ensayo

Ala
B/b
Clc
D/d
Ele

F/f
Gl/g

OTm Mmoo WX

Q@ -0 Uo WX>

Q@ -+~ma o>

OTMmo o TP

@ mo o] 0

O maeao W | o

O+~ UOoTo|

@ Mmoo oo| ©

Para el presente estudio se han realizado 4 variaciones de las variables del método

como; analista, volumen de adicion, tiempo de agitacion y tiempo de extraccion. Se

realizaron las corridas segun la variacion de los factores que se muestran en la tabla 12,

la concentracion estudiada para este parametro es de 1,5 pg g?, obteniendo los

siguientes resultados.

Tabla 13
Resultados con los variables modificados al analito 2378-TCDD
Datos variables Variables o
Factor/Ensayo del Descripcion
1 2 3 4 5 6 7 8 método
Analista gue
Ala Al Al Al Al A2 A2 A2 A2  Analista ejecuta el
analisis
B/b 12mL 12mL 8mL 8mL 12mL 12mL 8mL 8mL Volumen Vanable - de
volumen = 2mL
Clc Bmin 3min  5min 3 min 5min  3min 5min 3 min Tiempo T'?mp.o, de
agitacion
D/d 45h 45h 35h 35h 35h 35h 45h 45h Tiempo | €mPo - de
extraccion
g_elsu'tado P911,5003(1,5053|1,5188|1,5139| 1,5065 |1,5142|1,5148 | 1,5122
;GC“perac'O” 101 |100 |101 |101 100 |101 |101 |101

Del estudio de precision se obtuvo el valor de la desviacion estandar relativa a partir de

la cual se pudo calcular los valores del t-calculado para cada factor.

Se plantea la hip6tesis nula para la aceptacion de la prueba estadistica.

Ho: tcal < t tablas, no hay diferencia significativa al aplicar la variable correspondiente

Ha: tcal 2 t tablas, hay diferencia significativa al aplicar la variable correspondiente
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Tabla 14
Evaluacién de los parametros que han variado para el analito 2378-TCDD

Diferencia

Factor Variable Promedio (D) t calculada ttablas Conclusion
Analista Al 1,5118 Se acepta Ho, no hay diferencia
que ejecuta A2 15119 0,0001 0,007 3,18 significativa al aplicar la variable
el analisis ' correspondiente
variable de 15y 1.5088 Se acepta Ho, no hay diferencia
volumen % ’ 0,006 0,46 3,18 significativa al aplicar la variable
2mL 8 mL 1,5149 correspondiente
. . Se acepta Ho, no hay diferencia
5min 1,5124 Sl . :
'Ia'le;ggi%nde _ 0,000 0,07 3,18 significativa al aplicar la variable
9 3min  1,5114 correspondiente
Tiempo de 4,5h 1,5104 Se acepta Ho, no hay diferencia
extragcién 35h 15133 0,002 0,22 3,18 significativa al aplicar la variable
' ' correspondiente
Para todos los casos se cumple que el t calculado <t tablas, por lo tanto se demuestra
que el Método es ROBUSTO.
3.5.7 Rango de trabajo
Se determiné el Rango de Trabajo evaluando la precision y la exactitud sobre una matriz
adicionada de tal forma que se conozca la concentracion inicial (para el estudio realizado
la matriz inicial se encontraba libre de los analitos).
Tabla 15
Evaluacion de la precision de la concentracion mas alta evaluada del analito 2378-
TCDD
Conc. Inicial Muestra 0 pg g*
Concentracion Adicionada 7,5 pg g*
Concentracion Final 7,5 pg g?
i Analistas
Replicas A1l AD A3
1 7,6240 7,4646 7,4899
2 7,5390 7,6238 7,6401
3 7,4818 7,6915 7,6071
4 7,6041 7,4908 7,7223
5 7,6228 7,4212 7,6674
6 7,4913 7,5057 7,6666
7 7,7006 7,6190 7,4978
Cant. datos 7 7 7
Promedio 7,5805 7,5452 7,6136
S.D 0,07 0,09 0,08
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VAR 0,00 0,01 0,007
hij 0,02 -1,01 0,98
Kij 0,88 1,11 0,98

Dentro de los Laboratorios

Inconsistencia h

) NO NO NO
i
Entre Laboratorios
Inconsistenciakij NO NO NO
Prom. Total 7,5795 N° Analistas 3
S.D de prom. 0,03 N° Replicas 7
Suma de VAR 0,02 N° datos 21
S, 0.08958564
Promedio y-Y (y-Y) ™2
7,5805 0,0009 9,04E-07
7,5452 -0,0343 0,001
7,6130 0,0334 0,001
Sr2 0,0080
Sd2 0,008
N prom 7
SL2 2,93E-06
SR 0,08
Figura 10

Gréfica de h de Mandel




TCDD

Figura 11
Gréafica de k de Mandel

De la evaluacién estadistica no se encuentra inconsistencia alguna, ademas los valores

son normales y homogéneos con p-valor de 0,054 y 0,871 respectivamente siendo estos

valores mayores que 0,05.

Para la evaluacién de la veracidad de la concentracion mas alta evaluada se obtuvieron

los siguientes resultados.

Eeglljalc?én de la veracidad de la concentracion més alta evaluada del analito 2378-
Analistas Datos h ABS(h) Evaluacion
Al 7,5805 0,02 0,02 C
A2 7,5452 -1,01 1,01 C
A3 7,6130 0,98 0,98 C
Promedio 7,5795
DESV EST 0,03

Se plantea las siguientes hipétesis:

Ho: si t cal< t tab, se demuestra la exactitud de resultados por lo tanto el método es

veraz
Ha: si t cal =t tab, los datos no son exactos, por lo tanto, el método es no es veraz

y = media del MR por el método a evaluar 7,5795
S =desviacion estandar de proceso 0,03
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n = nimero de analistas 3

Mo = valor del material de referencia 7,5
t calculado 4,065
t tablas 4,302

Debido al estadistico usado en el analisis (t-student) Se acepta la hipétesis nula, se
demuestra la exactitud de resultados por lo tanto el método es veraz.
Como se ha demostrado Veracidad y Precision para los resultados evaluados, se puede

decir que el Rango de Trabajo puede llegar a este Nivel estudiado.
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CAPITULO VI. Discusiones, conclusiones y recomendaciones

4.1 DISCUSION DE RESULTADOS

El presente estudio permitié desarrollar y validar exitosamente el andlisis de los 17 analitos
de las dioxinas y furanos en muestras de harinas de pescado, mediante la técnica de
cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas de Triple Cuadrupolo (GC-
MS/MS) Agilent 7890 B con detector de masa Agilent 7010B, Este sistema combina la
capacidad de separacion de la cromatografia de gases con la sensibilidad y selectividad del
detector de masas triple cuadrupolo. La columna utilizada es una Agilent DB-5ms Ultra Inerte,
compuesta por fenilo al 5% y polidimetilsiloxano al 95% logrando reemplazar la técnica
UHRGC-MSMS el cual hace referencia a las normas internacionales. Los resultados de los

pardmetros evaluados son los siguientes:

Precision

En los andlisis de precision del nivel evidenciado de 0.75 pg g, su repetibilidad y
reproducibilidad se encuentra similitud en los resultados a través de los diversos ensayos
realizados a las muestras, dando como valor una desviacion estandar relativa de 1,536 siendo
este menor que el establecido por el reglamento de la Unién Europea el cual indica un valor
de <25 % (Union Europea 2017/644, 2017), lo cual evidencia que la validacién analitica es

precisa en todo el campo del estudio realizado.

Veracidad

Los resultados obtenidos para este parametro son los esperados, para los cuales se ha
realizado contaminado tres niveles (en cada nivel se han contaminado 7 muestras) a la matriz
de harina de pescado los cuales estan libres de los analitos de interés. Las concentraciones
afiadidas para cada nivel fueron: 0,75 pg g, 3 pg gty 7,5 pg g* respectivamente, en donde
el porcentaje de recuperacion de las dioxinas y furanos no presentan diferencias significativas
entre ellas, por ello se puede afirmar que a diferentes concentraciones se obtienen porcentajes
de recuperacion similares.

Como ejemplo para el analito dioxina 2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-p-dioxina se obtuvo un
porcentaje de recuperacion de 100,46%, siendo el rango aceptable de 60 % - 120 % segun el
reglamento UE 2017/644 (Union Europea 2017/644, 2017), este estudio presento un valor de
la desviacion estandar relativa de 1,21%, siendo esta menor al valor especificado de 25%.

Para este parametro, el estadistico aplicado para dar la confirmacion mediante los calculos
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estadisticos es el andlisis de varianza de un factor (prueba F) en donde se tiene como
resultado F calculado = 1,82 y siendo menor que el valor de F tablas/critico = 3,55,

confirmando que no existe diferencia significativa en la recuperacion.

Selectividad

En lo que respecta a la selectividad, se pudo determinar que el método es selectivo debido a
gue cada compuesto tanto de las dioxinas como furanos se ha identificado mediante las dos
transiciones de acorde al tipo de instrumentacion los cuales son las transiciones de
cuantificacién y calificacion, con respecto al ejemplo presentado para la dioxina 2,3,7,8-
Tetraclorodibenzo-p-dioxina y para los métodos de cromatografia gaseosa con detector
masas masas se debe controlar al menos dos iones precursores especificos, cada uno con
un ion de transicién correspondiente especifico producido para todos los analitos marcados y
no marcados en el &mbito de aplicacion de los andlisis.

La tolerancia maxima permitida de las intensidades relativas del ion es de + 15 % establecido
con el reglamento de la uniéon europea (Union Europea 2017/644, 2017), para iones de
transicion seleccionados producidos en comparacion con los valores calculados o medidos
(promedio de los patrones de calibracién), en condiciones idénticas de masas/masas, en
particular energia de colision y presién del gas de colision, para cada transicién de un analito.
Por ello se evalué las transiciones de ion precursor a ion producto del analito correspondiente,
por medio de la relacién entre las transiciones de cuantificacion y calificacion de las muestras
fortificadas respecto al de las obtenidas de la curva de calibracién. Por lo tanto la matriz no

afecta a la identificacion del analito concluyendo que el método es selectivo.

Linealidad / Sensibilidad

Los analitos responden de manera lineal a las concentraciones evaluadas tal como se
muestran en los graficos del 1 al 7 las cuales se muestras las curvas de linealidad
correspondientes a las dioxinas, mientras que en los graficos del 8 al 17 se presentan las
curvas de linealidad de los furanos. Luego de su evaluacion estadistica por ejemplo para
dioxina 2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-p-dioxina se obtiene como resultado un coeficiente de
correlacion de 0,998; y un coeficiente de determinacion (r) de 0,996; siendo la especificacion
un minimo de 0,99; lo que se concluye que hay una relacion lineal ente ambas variables
(dependiente “x” e independiente "y”).

Adicional se han desarrollado tes pruebas adicionales: para la pendiente, intercepto y

coeficiente de correlacion.
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1. Prueba de hipétesis de la pendiente, en donde la Ho es que la pendiente “b” sea igual a
cero. Para ello se trabaja con n-2 grados de libertad el estadistico usado es el t student,
en donde el t calculado es igual a 22,48 es mayor que el t tablas 2,11 por lo que se rechaza
la Ho, es decir la pendiente no toma el valor de cero y hace que el método en estudio
responde a los diferentes cambios de concentracion.

2. Prueba de hipétesis del intercepto, para esta prueba se plantea como Ho que el intercepto
incluye el cero. Se trabaja con n-2 grados de libertad el estadistico usado es el t student,
en donde el t calculado es igual a 0,47 es menor que el t tablas 2,11 por lo que se acepta
la Ho, es decir el intercepto incluye el cero y el método es proporcional en el intervalo
ensayado.

3. Prueba de hipétesis del coeficiente de correlacion, para esta prueba se plantea como Ho
gue el coeficiente de correlacion es igual a cero. Se trabaja con n-2 grados de libertad, el
estadistico usado es el t student, en donde el t calculado es igual a 22,48 es mayor que el
t tablas 2,11 por lo que se rechaza la Ho, es decir existe un grado de asociacién entre la
concentracion y la respuesta que es diferente de cero.

Por consiguiente, es factible llevar a cabo la cuantificacion de las concentraciones de dioxinas

y furanos en base a estos datos.

Limite de deteccién y cuantificacion

La Tabla 3 se presenta los limites de deteccion y cuantificacion de los compuestos de dioxinas
y furanos, los cuales son 0,24 pg gy 0,75 pg g*. Estos limites fueron establecidos a través
de experimentos que involucraron diversas diluciones en los estandares de dioxinas y furanos,
seguidos de andlisis en el equipo GC/MSMS vy la interpretacién de los cromatogramas. Por
ejemplo, el 2,3,7,8-TCDD y el 1,2,3,7,8-PeCDD mostraron un limite inferior de deteccién de
0,25 pg g%, siendo estas dioxinas consideradas las mas toxicas. En contraste, el 1,2,3,4,6,7,8-
HpCDD y el OCDD presentaron limites de deteccién mas altos debido a su menor resolucion
en el cromatograma a concentraciones inferiores a 1 pg g’ Los demas compuestos
analizados mostraron un limite de detecciéon de 0,5 pg g*!, siendo sus picos en el
cromatograma detectables. Una vez determinada la concentracion minima para la detecciéon
de los picos de cada analito en el cromatograma, se llevo a cabo el método cromatogréfico
mediante siete corridas, confirmando la reproducibilidad de los valores, la estabilidad de la
desviacion estandar y un porcentaje de recuperacion superior al 85%.
Mediante la determinacion del limite de deteccién, es posible establecer el limite de

cuantificacién correspondiente a cada analito, el cual equivale al doble del limite de deteccion.
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En la figura 6 se pueden apreciar los picos correspondientes a las 7 dioxinas y los 10 furanos
analizados. Destaca la presencia de un pico con mayor resolucion que corresponde al
compuesto 2,3,7,8-TCDD. Asimismo, se identifican tres picos cercanos en el tiempo de
retenciobn correspondiente al minuto 21 de la corrida que corresponden a las 3
Hexaclorodioxinas, los cuales son isomeros al presentar la misma cantidad de atomos de cloro
en sus estructuras. Por otro lado, se distingue un pico con menor resolucién en el tiempo de
retencion identificado en el minuto 39,2, el cual se atribuye al compuesto Octaclorodibenzo-p-

dioxina.

Para lograr la separacién y deteccion de todos los picos de los analitos, es necesario destinar
al menos 29,5 minutos al tiempo de corrida, con el fin de garantizar la diferenciacion de los

picos.

Robustez

Con las variaciones realizadas al método de ensayos las cuales fueron: el cambio de analistas,
modificacion del volumen, tiempo de agitacion y tiempo de extraccion, los resultados obtenidos
son de acuerdo con los niveles adicionados, concluyendo que no hay diferencia significativa
al aplicar las modificaciones de las variables correspondientes, segun el modelo matematico

de Youden Steiner.

Rango de Trabajo

Se determino el rango de trabajo evaluando la precision y exactitud de la adicién en el nivel
evaluado mas alto 7,50 pg g2, de los datos analizados se realizé una evaluacion de t-student
para demostrar la veracidad de los resultados encontrando t cal = 4.05 < t tablas = 4.30
demostrando la exactitud de los resultados por lo que el método es veraz. Para la exactitud
Como se ha demostrado Veracidad, Precisién y Linealidad para los resultados evaluados, se

puede decir que el Rango de Trabajo puede llegar a este Nivel.
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4.2 Conclusiones

Se logr6 acondicionar el equipo de cromatografia de gases, realizando
correctamente el Desarrollo y validacion de un método analitico para la
determinacion de dioxinas y furanos en harina de pescado por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas triple cuadrupolo (GC-MS/MS).

Los parametros de validacion como ejemplo para el analito 2,3,7,8-
Tetraclorodibenzo-p-dioxina son: precision con un limite de repetibilidad de
3,99%, veracidad con una recuperacion entre 99,98% — 100,01%, el limite de
deteccion es de 0,25 pg g7, el limite de cuantificaciéon es de 0,75 pg g, la curva
de linealidad presenta un coeficiente de determinacion (R?) con un valor mayor a
95 %, para la selectividad se cumple con la tolerancia <15% del ratio de
calificacion/cuantificacion, la robustez realizada por Youden — Steiner demuestra
gue el método es propenso a ciertos cambios, es robusto, el rango de trabajo del
presente estudio fue de 0,75 —7,5796 pg g*.

Los resultados obtenidos a través de los controles declarados en el presente
trabajo de validacién son reproducibles y confiables.

Los resultados reportados de las diferentes pruebas expresado como suma de
dioxinas y furanos de las muestras ejecutadas, los cuales son expresadas en
equivalentes toxicos, es igual al valor de 0,0669 ng kg, la cual es menor al limite
maximo permisible (1,25 ng kg?) establecido por la reglamentacién europea.

(Union Europea 2017/644, 2017).

4.3 Recomendaciones

Para la ejecucion de los analisis de dioxinas y furanos es necesario el uso de

equipos de proteccion personal adecuados ya que presentan una alta toxicidad,
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debido a lo cual se recomienda tener un ambiente exclusivo para su
determinacion.

Este estudio proporciona contribuciones fundamentales para la aplicacion de
metodologias en un laboratorio de analisis e investigacion. La alta demanda de
andlisis de dioxinas por parte de entidades de fiscalizaciébn ha resultado en

ganancias significativas.
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Anexo 1

ANEXOS

Parametros de validacion

Parametro Estadistico aplicado Criterio de aceptacion Fuente de criterio de aceptacion
Se evalud la precision en base a estimadores estadisticos
Precision como: h-Mandel, k-Mandel, Cochran, G-Grubbs, RPD<=25% EPA 8290 - Reglamento UE 2017/644
Normalidad (Anderson Darling), Homogeneidad (Barlett). Comision Europea
Las matrices cumplen en los diferentes niveles evaluados
Por contaminacién con el estdndar debe ser muy exacta y L
Veracidad precisa, El analito debe afiadirse al principio del proceso de | RECOVERY: 60-120% Reglamento  UE  2017/644  Comision

ensayo. Se debe contaminar a un minimo de tres niveles

Europea

Selectividad/
Especificidad:

Evaluacion de la relacion de las transiciones de calificacion
/ cuantificacion de las muestras fortificadas

Tolerancia maxima permitida de las
intensidades relativas del ion de £ 15
% para iones de transicion
seleccionados producidos en
comparacién con los valores
calculados o medidos

REGLAMENTO (UE) 2017/644 DE LA
COMISION de 5 de abril de 2017

Linealidad/funci

Procedimiento interno del laboratorio.

(()F?Z) respuesta Regresion lineal r,r2 >=0,99/RSD <= 20% Programa de aseguramiento de la
/Sensibilidad validez de los resultados de ensayos
. Este andlisis es realizado 7 veces por los analistas que Procedimiento interno del laboratorio.
Limite de - . L . . .
deteccién participan en la implementaciéon (como minimo dos) a los | 0,2355 pg/g Programa de aseguramiento de la validez
cuales se evalud su desviacion mediante el s-pooled. de los resultados de ensayos
_ Este analisis es realizado 7 veces por los analistas que Procedimiento interno del laboratorio.
Limite de - . L . . .
participan en la implementacion (como minimo dos) a los | 0,75 pg/g Programa de aseguramiento de la validez

cuantificaciéon

cuales se evalud su desviacion mediante el s-pooled.

de los resultados de ensayos

evaluando la precision y la exactitud de un patron alto o

Procedimiento interno del laboratorio.

Robustez realizado sobre una matriz adicionada de tal forma que se | t calculado < t tablas, Programa de aseguramiento de la validez
conozca la concentracion inicial de los resultados de ensayos

Rangp de evaluando la precision y la exactitud de un patron alto o Procedimiento interno del laboratorio.

trabajo I . o | f A | i

(intervalo de | €2 izado sobre una m_a}tn; gdlClonada de tal forma que se | 0,75 - 7,5796 pg/g Programa de aseguramiento de la validez

trabajo) conozca la concentracion inicial de los resultados de ensayos




Abreviatura de las dioxinas y furanos

Dioxinas

Abreviatura

Nombre

2,3,7,8-TCDD

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

1,2,3,7,8-PeCDD

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

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

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

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

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

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

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

1,2,3,4,6,7,8- 1,2,3,4,6,7,8-Heptaclorodibenzo-p-
HpCDD dioxina
OCDD Octaclorodibenzo-p-dioxina
Furanos
Abreviatura Nombre
2,3,7,8-TCDF 2,3,7,8-Tetraclorodibenzofurano

1,2,3,7,8-PeCDF

1,2,3,7,8-Pentaclorodibenzofurano

2,3,4,7,8-PeCDF

2,3,4,7,8-Pentaclorodibenzofurano

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

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

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

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

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

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

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

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

1,2,3,4,6,7,8- .
1,2,3,4,6,8,9-Heptaclorodibenzofurano
HpCDF
1,2,3,4,7,8,9- .
1,2,3,4,7,8,9-Heptaclorodibenzofurano
HpCDF
OCDF Octaclorodibenzofurano




Anexo 3
Valor de TEF para las dioxinas y furanos

Congener TEF value
Dibenzo-p-dioxins (PCDDs)
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1
1,2,3,4,7,8-HXCDD 0,1
1,2,3,6,7,8-HXCDD 0,1
1,2,3,7,8,9-HXCDD 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01
OCDD 0,0003
Dibenzofurans (PCDDFs)
2,3,7,8-TCDF 0,1
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3
1,2,3,4,7,8-HXCDF 0,1
1,2,3,6,7,8-HXCDF 0,1
2,3,4,6,7,8-HXCDF 0,1
1,2,3,7,8,9-HXCDF 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0003




Anexo 4
Limite maximo permisible para las dioxinas y furanos en harina de pescado

1) En el anexo I de la Directiva 2002/32|CE, la «Seccién V: dioxinas y PCBs se sustituye por el texto siguiente

«SECCION V: DIOXINAS Y PCB

Contenido miximo en ng EQT
PCODF OMS[kg (ppm} (') en

Sustancias indeseables Productos destinades a la alimentacién animal piensos calculade sobre la base
de un contenido de humedad
del 12%
1. Dioxinas [suma de policlo- | Materias primas para piensos de origen vegetal, excep- 075
rodibenzo-para-dioxinas to:
(PCDD) y policlorodibenzo- i
furanos (PCDF) expresada | — aceites wvegetales v sus subproductos. 0,75
IE: 5?;;?::::; T:{’:;iﬁafgde Materias primas para piensos de origen mineral. 075
la Salud (EQT-OMS), ”‘j“f Materias primas para pienzos de origen animal:
zande los factores de equi-
valencia téxica de la misma | — grasa animal, incluida la grasa de leche y la grasa 1.50
organizacion (FET-OMS, de huevo,
2005) (3] . Lo
— otros productos de animales terrestres, incluides la 075
leche y los productos licteos v los huevos v los
ovoproductos,
— aceite de pescado, 5,0
— pescados, otros animales acudticos y sus productos 1,25

derivados, excepto el aceite de pescado y las pro-
teinas de pescado, hidrolizadas, que contengan mds
de un 20 % de grasa (),

— proteinas de pescado, hidrolizadas, que contengan 1,75
mis de un 20 % de grasa,

Los aditivos para piensos: arcillas caoliniticas, vermi- 0.75
culita, natrolita-fonolita, aluminatos de calcio sintéti-
cos v clinoprilolita de origen sedimentario pertenecien-
tes a los grupes funcionales de aglutinantes y antia-

glomerantes.

Aditivos para piensos pertenecientes al grupo funcio- 1,0

nal de los compuestos de oligoelementos.

Premezclas 1.0

Piensos compuestos, excepto 0.75

— piensos compuestos para animales de compaiiia y 1,75
peces,

— piensos compuestos para animales de peleteria —




Anexo 5
Limite de Deteccion y cuantificacion para las dioxinas y furanos en harina de pescado

Analista
- %R (50 %-150 %)
Orden de Trabajo Grados
pguL |pgulL |pgulL |pgul |pgul |pgul |pguL" berta
1 1 1 1 1 1 1

2378

TCDD 0,2462 0,2260 0,2296 0,2208 0,2283 0,2349 0,2287 0,2306 0,0081 0,0001 6 98 90 92 88 91 94 91
12378

PeCDD 0,2456 0,2129 0,2500 0,2252 0,2349 0,2223 0,2256 0,2309 0,0133 0,0002 6 98 85 100 90 94 89 90
123478

HxCDD 0,4701 0,5196 0,5027 0,5741 0,4243 0,4449 0,4493 0,4836 0,0520 0,0027 6 94 104 101 115 85 89 90
123678

HxCDD 0,4664 0,5585 0,4813 0,5060 0,5001 0,5196 0,5242 0,5080 0,0302 0,0009 6 93 112 96 101 100 104 105
123789

HxCDD 0,4718 0,4624 0,4195 0,5075 0,4205 0,5649 0,5313 0,4825 0,0550 0,0030 6 94 92 84 101 84 113 106
1234678-

HpCDD 0,9788 1,0613 0,8890 0,9857 0,9248 0,8772 0,7962 0,9304 0,0867 0,0075 6 98 106 89 99 92 88 80
OCDD 1,5454 0,9015 1,3380 0,8941 1,2697 1,0585 1,4182 1,2036 0,2561 0,0656 6 155 90 134 89 127 106 142
2378

TCDE 0,5518 0,5585 0,5063 0,5116 0,4997 0,5763 0,5181 0,2363 0,0084 0,0001 6 95 96 99 95 89 91 97
12378

PeCDE 0,4932 0,5293 0,4905 0,4893 0,4767 0,4968 0,5486 0,5035 0,0256 0,0007 6 99 106 98 98 95 99 110
23478

PeCDE 0,4884 0,5542 0,5580 0,5379 0,5039 0,5295 0,4824 0,4390 0,0099 0,0001 6 87 90 86 87 89 85 90
123478-

HXCDF 0,5367 0,5597 0,5775 0,5513 0,4581 0,5797 0,5403 0,5433 0,0411 0,0017 6 107 112 115 110 92 116 108
123678-

HXCDF 0,5088 0,4214 0,4805 0,4555 0,4490 0,5136 0,4690 0,4711 0,0330 0,0011 6 102 84 96 91 90 103 94
123789-

HxCDE 0,4394 0,4582 0,4504 0,4818 0,4316 0,4781 0,4276 0,4524 0,0215 0,0005 6 88 92 90 96 86 96 86
234678

HxCDF 0,4832 0,5507 0,4300 0,5104 0,4736 0,5293 0,5664 0,5062 0,0475 0,0023 6 97 110 86 102 95 106 113
1234789-

HpCDF 0,5437 0,4351 0,4994 0,4704 0,4419 0,4935 0,4153 0,4713 0,0444 0,0020 6 109 87 100 94 88 99 83




OCDF 04564 05134 05292 04438 0,4433 04185 04339 04626 00419 00018 6 91 103 106 8 89 84 87
LDM LCM LDM actual LCM actual LDM actual LCM
ANALITO s-pooled pg pL™ pg pL™ pg pL™ pg HL* pg gt ?,thff‘f
2378 TCDD 0,0027 0,0084 0,0269 0,157 05 0,25 0.75
12378 PeCDD 0,0030 0,0095 0,0303 0,157 05 0,25 0.75
123478 HXCDD 0,0092 0,0289 0,0920 0,314 1 05 15
123789 HXCDD 0,0079 0,0247 0,0787 0,314 1 05 15
123789 HXCDD 0,0089 0,0279 0,0888 0,314 1 05 15
1234678-HpCDD 0,018 0,0684 0,2178 0,628 2 1 3
0CDD 0,0468 0,1469 0,4678 0,628 2 1 3
2378 TCDF 0,0031 0,0099 0,0315 0,314 1 05 15
12378 PeCDF 0,0060 0,0187 0,0596 0,314 1 05 15
23478 PeCDF 0,0023 0,0073 0,0233 0,314 1 05 15
123478-HxCDF 0,0072 0,0227 0,0724 0,314 1 05 15
123678-HxCDF 0,0073 0,0229 0,0730 0,314 1 05 15
123789-HXCDF 0,0067 0,0211 0,0673 0,314 1 05 15
234678 HXCDF 0,0099 0,0310 0,0986 0,314 1 05 15
1234789-HpCDF ~ 0,0069 0,0216 0,0689 0,314 1 05 15
OCDF 0,0092 0,0288 0,0916 0,314 1 0.5 15




Anexo 6

Linealidad de las dioxinas y furanos
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DETERMINACION DE LA LINEALIDAD 123478-HxCDF
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Anexo 7 _
Tiempos de retencion de las dioxinas y furanos

ANALITO (rm)
2378 TCDF 15,43
2378 TCDD 15,56

12378 PeCDF 17,44
23478 PeCDF 17,89
12378 PeCDD 18,21

123478-HXCDF 20,35

123678-HXCDF 20,43

234678 HXCDF 20,89

123478 HxCDD 21,01

123678 HxCDD 21,18

123789 HxCDD 21,42

123789-HXCDF 21,89

1234789-HpCDF 23,49

1234678-HpCDD 24,74

1234789-HpCDF 25,51

OCDD 28,72

OCDF 29,13




Anexo 8

Transiciones para el andlisis de selectividad

Nombre Transicion
CUANTIFICACION CALIFICACION
2,3.7,8-TCDD 319.9 -> 256.9 321.9 -> 258.9
1,2,3,7,8-PecDD 355.9 ->292.9 353.9 -> 290.9
1,2,3,4,7,8-HxCDD 389.8 -> 326.9 391.8 -> 328.8
1,2,3,6,7,8-HxCDD 401.9 -> 337.9 391.8 > 328.8
1,2,3,7,8,9-HxCDD 389.8 -> 326.9 391.8 -> 328.8
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 423.8 -> 360.8 425.8 -> 362.8
OCCD 457.7 -> 394.7 459.7 -> 396.7
2,3.7,8-TCDF 303.9 -> 240.9 305.9 ->242.9
1,2,3,7,8-PeCDF 339.8 ->277.0 337.8->275.0
2,3,4,7,8-PeCDF 351.9 -> 287.9 337.9->274.9
1,2,3,4,7,8-HXCDF 373.8->310.8 375.8 ->312.8
1,2,3,6,7,8-HXCDF 373.8->310.9 375.8 ->312.9
1,2,3,7,8,9-HXCDF 373.8->310.9 321.9 -> 258.9
2,3,4,6,7,8-HXCDF 373.8->310.9 375.8 ->312.9
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 407.8 -> 344.8 409.8 -> 346.8
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 407.8 -> 344.8 409.8 -> 346.8
OCDF 441.7 -> 378.8 443.7 -> 380.8
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