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Las dioxinas, contaminantes
organoclorados persistentes am-
pliamente dispersos en el medio
ambiente, se encuentran acumu-
ladas en alimentos grasos. Han
sido consideradas como los com-
puestos mds toxicos producidos
por el hombre. El término “dioxinas” abarca un
grupo de 75 policlorodibenzo-p-dioxinas (PCCDs)
y 135 policlorodibenzofuranos (PCDFs) congé-
neres, de los cuales 17 son considerados de riesgo
toxicoldgico. El congénere mas toxico es la -
tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD),"*"® clasifi-
cado por el Centro Internacional de Investigacio-
nes sobre el Céancer y otras organizaciones inter-
nacionales de reconocido prestigio como cance-
rigeno humano.?

[] El presente articulo estd basado en la investigacién "Cuantifi-
cacién de dioxinas por cromatografia de gases/espectrome-
tria de masas de baja resoluciéon (GC/LRMS) en carnes vy le-
ches consumidos en Nuevo Leén”, galardonada con el Pre-
mio de Investigacién UANL 2011 en la categoria de Ciencias
de la Tierra y Agropecuarias, otorgado en sesién solemne del
Consejo Universitario, en septiembre de 2011.
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El estudio de las dioxinas es muy importante
por los diferentes efectos toxicos que producen
en los seres humanos. Estos efectos dependen del
grado de exposicion, y pueden manifestarse como:
cloracné, cambios metabolicos y hormonales, al-
teraciones a nivel del sistema reproductor mascu-
lino y femenino, efectos en el sistema cardiovas-
cular, dafio en el sistema nervioso, dafios hepati-
cos, alteraciones del sistema inmunitario,
teratogenicidad y carcinogenicidad.*’

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

El aporte nutricional de la carne, sobre todo
como fuente de proteinas, hierro, riboflavina y
niacina, la hace alimento indispensable en la die-
ta humana. Por otra parte, la leche, rica en calcio

* Departamento de Quimica Analitica, FM-UANL. P.O. Box 2316,
Suc. Tecnolégico, 64841, Monterrey, N.L. huahuacha@hotmail.com
** Facultad de Ciencias Biologicas, UANL.
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y vitamina D, entre otros nutrientes, adquiere
como alimento una importancia fundamental,
debido a que ésta va destinada en buena medida
a categorias poblacionales mas vulnerables a los
efectos perniciosos de sustancias quimicas dafi-
nas: los nifios. Por otro lado, el importante con-
tenido graso de la leche materna la convierte en
un vehiculo de transferencia de los contaminan-
tes a la descendencia.’

Debido a su complejidad, y por el alto costo
que implica la determinacion de estos compues-
tos toxicos, principalmente por el empleo de equi-
pos de alta resolucion, como la cromatografia de
gases de alta resolucion acoplada a la espectro-
metria de masas de alta resolucion (HRGC/
HRMS), sélo algunos paises industrializados han
logrado el desarrollo de metodologias, asi como
la experiencia en la medicion y andlisis de dioxinas
provenientes de diferentes fuentes. Posiblemente
por esta razon, en México hay poca informacion
sobre dioxinas. Sin embargo, el que no haya da-
tos, no quiere decir que no existan los problemas
de salud o medio ambiente que puedan ser pro-
vocados por dioxinas o compuestos similares.

El presente trabajo de investigacion se enfoca
al desarrollo, validacion y aplicacion de un méto-
do analitico econémico y confiable para la deter-
minacion y cuantificacion de dioxinas en carnes
y leches que se consumen en el estado de Nuevo
Ledn, por medio de cromatografia de gases/es-
pectrometria de masas de baja resolucion (GC/
LRMS). De este modo, con esta técnica se podria
iniciar el monitoreo de dioxinas en México.

Materiales y métodos

Las muestras de carne de res fueron proporciona-
das por el Centro de Investigacion Regional del
Noreste de la Sociedad Ganadera. Estas muestras
fueron recolectadas en rastros de plantas TIF
(Tipo Inspeccion Federal) de Nuevo Leon. Las
muestras de leche fueron adquiridas al azar en
los diferentes supermercados del area metropoli-
tana de Monterrey.
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Todos los solventes utilizados fueron de gra-
do pesticida: metanol, dietil éter, éter de petro-
leo, diclorometano, tolueno y n-hexano (Merck,
Alemania), nonano (Fluka, Suiza), Florisil (EMD,
Alemania), acido sulfurico 95-97% vy silica gel 60
tamafio de particula 0.063-0.2 mm (Merck, Ale-
mania), nitrato de plata, hidroxido de sodio y
sulfato de sodio anhidro ACS (J.T. Baker, Méxi-
co), alimina basica (Sorbent Technologies, USA).

Los estandares de dioxinas y furanos utilizados
fueron acorde al método EPA1613 de Wellington
Laboratories Inc. (Guelph, Ontario, Canada), con
certificado de pureza: solucion de calibracion y veri-
ficacion CS1-CS5 (EPA-1613CS1-CS5), solucion de
compuestos marcados isotopicamente con PC
(EPA-1613LCS), solucion de estandar interno (EPA-
1613ISS), solucion de recuperacion y precision (EPA-
1613PAR).

Métodos

La determinacion de dioxinas se realizé de acuer-
do a lo establecido por el método USEPA 1613,8
con modificaciones realizadas en el Laboratorio
de Dioxinas del CSIC de Barcelona, Espafa, y
los trabajos de Abad et al.’ y de Eljarrat et al.’® El
método estd compuesto de una etapa de extrac-
cion y otra de limpieza que comprende la purifi-
cacion y fraccionamiento.

Extraccién. Debido al caracter lipofilico de las
dioxinas, fue necesario determinar primero el
contenido graso de las matrices estudiadas. La
extraccion de la grasa de la carne se realizo por el
método Soxhlet, con 400mL de tolueno: ciclo-
hexano (1:1). En este paso se adicion6 una con-
centracion conocida del estindar EPA-1613LCS
marcado isotdpicamente con 13C12 (estandar
surrogado), para cuantificar las dioxinas por el
método de dilucién isotdpica. Por otra parte, se
pesaron 200 mL de leche, y se transfirio a un
embudo de separacion de 2000 mL, se agregaron
2 g de oxalato de sodio para romper la emulsién
y facilitar la liberacion de la grasa, se agitd por 20
segundos; luego se adicionaron 200 mL de
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metanol y se agitd por 10 segundos. Posteriormen-
te se adicionaron 200 mL de dietiléter, y se forti-
ficd con una concentracion conocida del estan-
dar EPA 1613LCS (estandar surrogado) y se agito
por 30 segundos, en esta etapa comienza la se-
paracion de la grasa. Finalmente, se adicionaron 200
mL de éter de petroleo, y se agitd por 60 segundos.
Se dejo reposar durante 24 horas. La fase organica
se recibio en un matraz bola de 1 L; se realizd una
segunda extraccion a la fase acuosa, pero solo des-
de la fase de extraccion con dietiléter, dejando nue-
vamente reposar 24 horas. La fase organica se eva-
pord y se dejo durante 12 hrs. a 105°C en la estufa.

Limpieza. La grasa fue transferida con 100 mL
de n-hexano a un embudo de separacién y la ex-
traccion de dioxina se realizd con 4cido sulfurico
concentrado (50 mL por vez), hasta obtener una
fase acuosa de color pardo claro. El extracto orga-
nico se evaporod hasta obtener un volumen de 3
mL. Este extracto se sometio al proceso de lim-
pieza, a fin de eliminar impurezas.

El proceso de limpieza se basa en el uso
secuencial de columnas de silica multicapa, florisil
y alimina basica. La primera columna de silica
multicapa estd compuesta por capas secuenciales
de (2 g) Na,SSO,[(0.5 g) SiO,[(10 g) SiO,-
H,SO,|(0.5 ¢) SiO,|(5 g) SiO,NaOH [(0.5 ¢) SiO, |
(2 g) SiO,-AgNO3|. La columna de silica
multicapa se acopld a la columna de florisil y se
eluy6 con 50 mL de n-hexano, que sirve para acon-
dicionar la columna y a la vez obtener una bue-
na compactacion. Enseguida se introdujo el ex-
tracto de n-hexano, y se eluyé con 250 mL de n-
hexano, esta primera fraccion se descartd y se re-
tird la columna de silica multicapa. La columna
de florisil se eluyé con 150 mL de una mezcla de
tolueno: éter etilico (90:10) para recuperar las
dioxinas, esta segunda fraccion se concentro has-
ta un volumen de 1 a 3 mL. El extracto se intro-
dujo en la columna de alimina basica acondicio-
nada con 50 mL de n-hexano. Se eluy6 con una
primera fraccion de 25 mL de n-hexano, seguida
de una segunda fraccion compuesta por 20 mL
de n-hexano:diclorometano (98:2), estas dos frac-
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ciones fueron descartadas. En una tercera frac-
cién eluida con 50 mL de n-hexano: diclorome-
tano (50:50) se recuperaron los PCDD/PCDF.
Finalmente, esta tercera fraccion se concentrd
hasta sequedad.

Cuantificacién. El extracto seco se reconstituyd
con 5 UL de nonano y se adiciono 5 uL del es-
tandar EPA-1613ISS para realizar la cuantifica-
cion. Este extracto se analizo en un cromatdgrafo
de gases 6890N con un detector selectivo de ma-
sas (MSD) 5973 INERT Agilent Technologies
(Wilmington, DE), con fuente de ionizacion de
impacto de electrones y analizador cuadrupolo.

La separacion cromatografica se llevo a cabo
en columna capilar HP-5ms (Agilent Technolo-
gies) de 60 m x 0.25 mm ID x 0.25 mm tamafio
de particula, empleando helio como gas acarrea-
dor con un flujo de 3.4 mL/min, volumen de
inyeccion 2 WL modo splitless. El programa de
temperatura inicial fue 180°C por 1 min, rampa
1: 25°C/min hasta 200°C, rampa 2: 3°C/min
hasta 270°C por 44 min. Las condiciones de ope-
racion para GC/LRMS fueron las siguientes: tem-
peraturas de la fuente de ionizacion 200°C., tem-
peratura del inyector 300°C., temperaturas de la
interfase y del cuadrupolo 270°C y 120°C, res-
pectivamente, energia de ionizacion 70eV. El
poder de resolucion fue de 1000 y el intervalo de
masas de 304-472 m/z. Modo de adquisicion de
datos SIM. Los dos iones mayores de cada grupo
de i6n molecular se monitorearon para cada com-
puesto. Un blanco de método fue incluido cada
cinco muestras. Cada vez que se inyectaba mues-
tras se corria también un estdndar de referencia,
sobre todo para controlar los tiempos de reten-
cion y asi identificar los congéneres presentes.

La cuantificacion se llevo a cabo por el méto-
do de dilucion isotopica, usando una mezcla de
estandar marcados con PC,, y no marcados.®Los
factores de respuesta relativa se calcularon para
cada uno de los 17 congéneres de PCDD y PCDF,
analizando cinco mezclas diferentes de estinda-
res nativos y marcados. Los resultados se expre-
saron en pg WHOTEQ/g grasa.!!
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Resultados y discusion

Inicialmente, el GC/LRMS se operé en modo
SCAN; posteriormente, en modo SIM, para defi-
nir los tiempos de retencién. De acuerdo al or-
den de elucion, los intervalos para los congéne-
res tetraclorados estdn entre 9 y 18 minutos, para
los congéneres pentaclorados entre 18 y 22 mi-
nutos para los congéneres hexaclorados; entre 22
y 26 minutos, para los congéneres heptaclorados,
entre 26 y 32 minutos; y para los congéneres
octaclorados entre 32 y 36 minutos. En la tabla I
se presenta el resumen de los datos de validacion
del sistema cromatografico obtenidos.

Tabla I. Resumen de los criterios de validacion
determinados para PCDD/PCDF por GC/LRMS.

Método
L. PCDD PCDF
Criterio (TCDD) (TCDF) USEPA
1613
Valle de isémeros |y g0 | g 760, (HXDF) | <25%
especificos
. . 2.0
Nivel minimo 1 pg/ul
. pg/uL S/N>10
cuantificable N> 10 S/N>10
Relacion de
. M/M+2 =
.abunt.iancrla.de 0.84 0.74 0.65— 0.89
iones isotopicos
Linealidad
CV intradia 4.09% 5.09% <20%
CV interdia 16.65% 11.65%

Se ha considerado sélo la 2,3,7,8TCDD vy al
2,3,7,8TCDF, debido a que estos congéneres se
encuentran en menor concentracion; ademas, la
2,3,7,8TCDD es la mas toéxica. Estos resultados
cumplieron con los criterios de aceptacion esta-
blecidos por la USEPA 1613. En estos criterios se
establece que el valle de isémeros especificos debe
ser inferior a 25%. El resultado obtenido en la
cuantificacion fue de 16% para TCDD, 19.60%
para HxCDD vy 9.76% para HxCDF. El resto de
criterios de validacion se encuentra dentro de lo
establecido por el método USEPA 1613, como se
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reporto previamente,'> con un limite de deteccion
de 0.5 pg/pL para PCDD y PCDF, y un limite de
cuantificacion de 2 pg/pL para PCDDy 1 pg/uL
para PCDF.

Validacién y aplicacion del método desarrollado

La exactitud del método se evalué en base al por-
centaje de recuperacion (%R). Los porcentajes de
recuperacion obtenidos para carnes fueron de
70% a 166%; y para leches, de 43% a 162%, los
cuales se encuentran dentro de los rangos esta-
blecidos por el método USEPA 1613, tanto para
furanos como dioxinas (tabla II). La precision se
calculo en funcién del porcentaje de desviacion
estandar relativa. En carnes se obtuvieron resul-
tados que van de 8.05% a 19.89%, el primero
correspondié al 1,2,3,6,7,8-HxCDD, vy el segun-
do al 1,2,3,7,8 PeCDD, cumpliendo con el crite-
rio establecido por la CE, que senala que debe
ser menor que 30%." En leches se obtuvieron
resultados que van de 6.16% a 18.75%, el prime-
ro correspondio al 1,2,3,7,8 - PeCDD y el segun-
do al 2,3,7,8 - TCDF, cumpliendo con el crite-
rio establecido por la CE |, que sefala que debe
ser menor que 30%."

Con el método establecido se analizaron diez
muestras de carne. Las concentraciones de los
congéneres individuales variaron desde no detec-
tados (N.D) hasta 32.54 pg/g en base al peso
lipidico. Todos los valores se ajustaron al conte-

Tabla II. Porcentaje de recuperacion en muestras de carne

y leche.

Congéneres %R Carnes %R Leches
TCDD 87-144 134-162
TCDF 70-116 79-133
PeCDD 97-170 126-153
PeCDF 80-166 67-120
HxCDD 94-137 57-110
HxCDF 90-150 78-105
HpCDD 74-135 78-125
HpCDF 77-147 82-131
OCDD 80-123 43-66
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nido graso de la muestra. Uno de los aspectos
interesantes de la presencia de PCDDs/PCDFs
en la carne de res se refiere a la existencia particu-
lar de la mezcla compleja de congéneres toxicos y
no téxicos. Las mas dominantes fueron las dioxi-
nas, siendo la mas abundante la OCDD, con un
rango de 1.20 a 67.78 pg/g grasa, seguido de la
1,2,3,4,7,8,9-HpCDD, con un rango de 0.40 a
63.85 pg/g grasa. Sin embargo, estos valores al-
tos no son importantes en el valor TEQ, debido
a que sus valores TEF son bajos, 0.0001 y 0.01,
respectivamente. Lo mismo sucede con el
1,2,3,4,7,8-HxCDF, que se encontrd en un ran-
go de 1.11 a 21.74 pg/g grasa, cuyo valor TEF es
de 0.1. Sin embargo, la presencia de 2,3,7,8-
TCDD vy 1,2,3,7,8PeCDD con niveles de 0.11 a
2.84 pg/¢ grasay 0.25 a 4.63 pg/g grasa, respecti-
vamente, y cuyos valores TEF son de 1, indica la
existencia de muestras contaminadas, las cuales
alertan sobre un posible factor de riesgo.

Los congéneres dominantes en las muestras
fueron, en caso de los furanos: 2,3,4,7,8-PeCDF
y 1,2,3,4,7,8-HxCDF, vy, entre las dioxinas:
1,2,3,6,7,8-HxCDDy 1,2,3,7,8,9-HxCDD, la con-
centracion mas baja encontrada fue para la
1,2,3,4,7,8-HxCDD (figura 1). El perfil de congé-
neres hallado fue muy similar al reportado por

2,3,7,8-TCDF
1,2,3,7, 8-PeCDF
2,3,4,7, 8-PeCDF
1,2,3,4,7, 8 -HzCDF
1,2,3.6,7, 8 -HzCDF
2,3,4,6,7, 8 -H=CDF
1,2,3,7,8 9 -HzCDF
1,2,3,4,6,7, 5§ -HpCDF
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF
CCDF

2,3, 7 8-TCDD
1,2,3,7,8-FeCDD
1,2,3,4,7, 8 -HzCDD
1,2,3, 6,7, 8 -HzCDD
1,2,3,7,8, 9 -HzCDD
1,2,3,4,6,7, 5§ -—HpCDD
QcoDD

Fig. 1. Distribucion de PCDDs/PCDFs en muestras de carne
de res (expresadas en pg/g grasa).
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2,3.7.3-TCDF
1,2,3,7,8-PCDF
2,34,7,5-PCDF
1,2,3,4,7,8-HCDF
1,2,3,6,7,8, HzCDF
2,346,758 HeCDF
1,2,3,7,89-H=CDF
1,2,3,4,6,7 3-HpCDF
1,2,3,4,7.8 9-HpCDF
OCDF
2,3,7,8-TCCD
1,2,3,7,8-PCCD
1,2,3,4,7,8-HzCDDr
1,2,3,6,7,5- HeCDD
1,2,3,7,8 9-HzCDDr
1,2,3,4,6,7 3HpCDD
ocDD

Fig. 2. Distribucion de PCDD/PCDF en muestras de leche

pasteurizadas de vaca (expresadas en pg/g grasa).

otros autores en carne de res, como Focant et
al.,'"* en Bélgica, y Kim et al.,”® en Corea. Asimis-
mo, se analizaron diez muestras de leche. Las con-
centraciones de los congéneres individuales va-
riaron desde no detectados (ND) hasta 9.82 pg/
g de grasa. El LOD de los congéneres individua-
les estuvo entre 0.14 a 0.71 pg/g grasa. Los valo-
res maximos reportados de cada congénere en las
muestras de leches fueron semejantes a los repor-
tados por paises industrializados.' La 2,3,7,8-
TCDD no fue detectada (figura 2). Dentro de los
PCDF, el mas abundante fue el 1,2,3,4,7,8-
HxCDF, con un rango de 1.43 a 5.34 pg/g grasa;
estos valores son menores a los reportados por
Turrio-Baldassarri et al.,,' que son de 4.5 a 11.9 pg/
g grasa en leches de vaca en Brescia, Italia.

Los grados de toxicidad de los PCDD/PCDDF
se expresan a nivel mundial en pg WHO-TEQ/

g grasa.'® Los niveles encontrados en carne varian

entre 0.26 y 7.94 pg WHO-TEQ/g grasa. Cuatro
muestras de las diez analizadas presentaron con-
centraciones de 6.31, 7.94, 3.05 y 4.84 pg WHO-
TEQ/g grasa. Estas concentraciones exceden el
limite maximo permitido por la regulacion de la

Comunidad Europea, que es de 3 pg WHO-TEQ
PCDD/PCDEFE/g peso grasa.' Por tanto, las cua-
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tro muestras se identificaron como contaminadas.
Estos resultados son un foco de alarma que nos
sefala la existencia de alimentos contaminados
en nuestro pais. Los niveles encontrados en le-
ches varian entre 0.16 y 2.81 pg WHO-TEQ/¢g
grasa con un promedio de 1.95, los cuales estan
por debajo del limite maximo permitido por la
Comunidad Europea que es de 3 pg, WHO-TEQ
PCDD/PCDF/g grasa de leche;™ por lo tanto,
ninguna muestra de las analizadas se considera
contaminada. Los niveles medidos en el presente
estudio no son diferentes a los determinados en
diversos paises de la Union Europea. Asi, Eljarrat
et al.,"en Espafa, en un programa de vigilancia
de PCDD/PCDF, en diferentes alimentos, repor-
taron para leches un promedio de 0.81 pg WHO-
TEQ/¢g grasa, con una cantidad maxima de 1.14
pg WHO-TEQ/g grasa de leche. Fernandez et al.,”®
en un estudio realizado también en Espana, re-
portaron un promedio de 0.89 pg WHO-TEQ/g

grasa para leches pasteurizadas de vaca.
Conclusiones

Se desarroll6 un método analitico econémico y
confiable para la determinacion de dioxinas en
carnes de res y leches pasteurizadas, empleando
GC/LRMS. Los niveles de dioxinas detectados
en carnes de res estan comprendidos entre 0.26 y
7.94 pg WHO-TEQ PCDD/PCDF/g de grasa. De
estas muestras, cuatro exceden el limite maximo
permitido por la Comunidad Europea, el cual es
de 3 pg WHO-TEQ PCDD/PCDF/g grasa. Los
niveles de dioxinas detectados en leches pasteuri-
zadas estan comprendidos entre 0.16 y 2.81 pg
WHO-TEQ PCDD/PCDF/g de grasa. Estos ni-
veles estan por debajo del limite maximo permiti-
do por la Comunidad Europea, el cual es de 3 pg
WHO-TEQ PCDD/PCDF/g grasa. Los resulta-
dos obtenidos con el equipo de GC/LRMS per-
miten afirmar que se puede realizar el monitoreo
de dioxinas en carnes de res y leches pasteuriza-
das con este tipo de equipo, sobre todo en los
paises en vias de desarrollo, ya que el equipo de
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alta resolucion cuesta diez veces mas que el de
baja resolucion. El presente trabajo de investiga-
cion, el primero acerca del analisis de dioxinas
en carnes y leches en México, genera un prece-
dente para el monitoreo de dioxinas en otros ali-
mentos.
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Resumen

Se determinaron dioxinas en carnes y leches
empleando GC/LRMS. Los niveles detectados
en carnes estan comprendidos entre 0.26 y 7.94
pg WHO-TEQ PCDD/PCDF/g de grasa. Los ni-
veles detectados en leches estdin comprendidos
entre 0.16 y 2.81 pg WHO-TEQ PCDD/PCDE/
g de grasa. Los resultados obtenidos con GC/
LRMS permiten afirmar que se pueden rastrear
dioxinas en carnes y leches. Este es el primer re-
porte de analisis de dioxinas en carnes y leches
en México y genera un precedente para el moni-
toreo de dioxinas en otros alimentos.

Palabras clave: Dioxinas, Carne de res, Leche de
vaca, GC/LRMS, México.

Abstract

Dioxins were determined in meat and milk us-
ing GC /LRMS. The levels found in meat are
between 0.26 and 7.94 pg WHO-TEQ PCDD/
PCDEF/g fat. The levels found in milk are between
0.16 and 2.81 pg WHO-TEQ PCDD/PCDEF/g
fat. The results here presented, demonstrate that
GC/LRMS can be used for the screening of di-
oxins in meat and milk. As far as we know, this is
the first report of analysis of dioxins in meat and
milk in Mexico and generates a precedent for the
monitoring of dioxins in foods.
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