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Resumen

En el Ecuador el uso de pesticidas y otros
productos quimicos organoclorados que podrian
ocasionar riesgos considerables a la salud no se
encuentra debidamente regulados. Muchos de
estos pesticidas ingresan a la cadena alimentaria a
través de los alimentos ricos en grasa como la
leche que es un producto altamente consumido
por los ecuatorianos. Entre los riesgos mas
comunes gque ocasiona su consumo se destacan: el
deterioro neuroldgico, cancer y malformaciones
genéticas.

Es por ello que se ha realizado un estudio en las
marcas de leche mas consumidas a nivel nacional
evaluando si estas contienen compuestos
organicos persistentes en cantidades peligrosas
para la salud.

Para ello se tomaron tres marcas de leche, dos
lotes de cada marca y se realizaron tres réplicas de
cada muestra. A dichas muestras se les realiz6 un
proceso de extraccién liquido-liquido donde se
emplearon  solventes organicos como el
acetonitrilo, pentano, éter. Posteriormente se
determind el contenido de grasa de la muestra y se
separé la matriz grasa de la misma a través de una
columna cromatografica de permeacion de gel con
diclorometano y acetonitrilo como fase movil en
proporciones 4:1, si la muestra aln present6
residuos grasos en la matriz se implemento un
proceso adicional de Clean-up para eliminar todos

los residuos grasos a través de una columna de
florisil con diclorometano y pentano como fase
movil.

Una vez obtenido el extracto se inyectd la muestra
a un cromatografo de gases Agilent 7890 B
acoplado a un detector de captura de electrones el
tiempo total de corrida fue de 32 min y se evalug el
porcentaje de recuperacion del spike inyectado
TCMX, los valores obtenidos de los porcentajes de
recuperacién representan un rendimiento mayor al
80% con una desviacion estandar del 15,02 y un
valor de RSD de 18,41% lo que indica que el
proceso de extracciébn es replicable y
reproducible.

Se concluyé que el 90% de las muestras no
presentan COPs ni PCB, sin embargo en dos
muestras se encontrd lindano y solo en una
muestra se encontrd heptacloro epoxido,
endosulfansulfato y opDDT en cantidades que no
superan los 2 ppb, valores que al compararlos con
los del CODEX alimentarius no representan
ningln riesgo para la salud.
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1. Introduccién

A lo largo de la historia la produccién de
compuestos organicos persistentes (COPs) ha
crecido junto con la demanda demogréfica, entre
los més utilizados estan los pesticidas, productos



quimicos y aceites dieléctricos para capacitores y
transformadores [1]. Aunque su produccién se
detuvo hace méas de 25 afios, los seres humanos
contindan expuestos a sus efectos toxicos debido
a su resistencia a la descomposicién quimica y
bioldgica, su capacidad de bioacumulacién y su
larga vida media [2]. Los COPs son solubles en
lipidos, son semivolatiles y pueden ser
transportados facilmente por el aire depositandose
en el suelo y en el agua [3]. Entre estos
compuestos estdn los bifenilos policlorados
(PCBs, por sus siglas en inglés) con
aproximadamente 209 congéneres, formados por
dos anillos bencénicos y entre 1 a 10 4tomos de
cloro [4]. Las dibenzodioxinas (PCDD, por sus
siglas en inglés) son moléculas formadas por dos
anillos bencénicos unidas por dioxano, el nimero
de cloros que se encuentran varia entre 1-8 y
constan con 75 congéneres [5]. Los
dibenzofuranos policlorados (PCDF, por sus
siglas en inglés) cuyos grupos bencilicos se
encuentran unidos por un &tomo de carbono y uno
de oxigeno, poseen aproximadamente 135
congéneres [6]. Estos compuestos  son
considerados contaminantes por el Codex
Alimentarius [7]. Los alimentos constituyen la
principal fuente de exposicion para el ser humano
representando mas del 90 %, encontrandose las
concentraciones mas altas en pescado, los
productos lacteos y grasa animal [8].

La leche es una emulsién con aproximadamente
3% de grasa y constituye una de las fuentes
principales de ingesta a la cadena tréfica de COPs
[9]. En California, se han encontrado los
congéneres PCB-101, PCB-118 y PCB-138 en
muestras de leche de vaca sin procesar [10]. En
el Reino Unido se identificaron los congéneres
dominantes 118, 153, 158 cuya concentracion se
encontré en el rango 3,4-16,5 ng g* [11]. En
Brasil en el estado de Mato groso se analizaron
COPs en leche pasteurizada de la region
obteniendo aldrin en un 40% de muestras
analizadas, 36% de DDT, 34% de mirex,34%
Endosulfan, 32% clordano, 11% de heptacloro y
11% de dieldrin todos estos en cantidades por
encima de los valores de referencia [12].

Por ello desde 2004 entrd en vigencia el convenio
de Estocolmo del cual forma parte también
Ecuador, el cual tiene como objetivo proteger la
salud humana y el medio ambiente de los COPs
[13].

Las exposiciones fetales y de desarrollo temprano
son las més sensibles a estos efectos dando como
resultado mal desarrollo del corazon, paladar,
retraso en el desarrollo cognitivo, deterioro
reproductivo, ademas de ser cancerigenos [14]
[15].

Debido a la necesidad de estudiar los posibles
efectos adversos del consumo de leche
posiblemente contaminada, en el Ecuador, el
Ministerio del Ambiente Agua y Transicion
Ecoldgica actualmente se encuentra
implementando un plan de monitoreo de COPSs en
el aire y leche materna [16]. Por ello esta
investigaciébn en colaboracion con dicha
institucién desarrollard una metodologia que
permita la deteccion y cuantificacién de COPs en
marcas de leche comercializadas en la ciudad de
Quito utilizando cromatografia de gases acoplada
a un detector de captura de electrones [17]. La
cual posee una sensibilidad a niveles traza para
detectar compuestos organoclorados y es
ampliamente utilizada en diversos estudios en
todo el mundo [18]. Debido a la complejidad de
la matriz rica en proteinas y grasa, la preparacién
de la muestra representa un proceso complejo que
comienza con una extracciéon liquido-liquido
utilizando solventes orgénicos como el pentano
[19]. Si los lipidos no se eliminan en el proceso
al inyectar la muestra nos dara un resultado con
una baja sensibilidad, ademas acortaré la vida util
de la columna y requerira mantenimiento
continuo del equipo [20]. Por ello, se realizé un
proceso de Clean up en una columna de
permeacion de geles y en casos necesarios se
realizO un proceso de limpieza adicional
utilizando una columna de florisil utilizando
pentano y diclorometano como fase movil [21].



2. Materiales y Métodos

2.1 Reactivos

N-pentano (CsH12) PG 11 (Alfa Aesar); isooctano
(CgH1s 99%) grado HPLC (Fisher Chemical);
Acetonitrilo (CH3:CN) grado HPLC (Fisher
Chemical); metanol (CHsOH) grado HPLC
(Fisher Chemical); cloruro de sodio (NaCl
99.8%) (J.T Baker) ; Sulfato de sodio anhidro
(Na2SO4 100%) (Fisher Chemical); oxalato de
sodio (Na2C,04, 99,5%) (Fisher Chemical); Eter
etilico (C2 Hs )20 98% (Merck); Bio beads SX3
(Biorad Laboratories); etil acetato (CsHsO:
99,9%)  (Fisher Chemical); diclorometano
(CHCI, 100%) (Fisher Chemical) florisil (Sigma
aldrich); TCMX estandar analitico 2,615ppb (Dr
Ehrenstorfer); Clordano técnico 3,77ppb (Dr
Ehrenstorfer); Endosulfan alfa 6,18 ppb (Dr
Ehrenstorfer);  Quitozene 2,9 ppb (Dr
Ehrenstorfer); Aldrin 3,01 ppb (Dr Ehrenstorfer);
Alfa HCH 2,82 ppb (Dr Ehrenstorfer); Beta HCH
2,54 ppb (Dr Ehrenstorfer); Heptacloro 2,8 ppb
(Dr  Ehrenstorfer); 4,4-DDT  4ppb  (Dr
Ehrenstorfer); Endosulfan sulfato 2,7ppb (Dr
Ehrenstorfer); Hexaclorobenceno 2,9ppb (Dr
Ehrenstorfer); Mirex 2,49ppb (Dr Ehrenstorfer);
Gamma HCH 4,9 ppb (Dr Ehrenstorfer);
Endosulfan beta 2,56ppb (Dr Ehrenstorfer);
Endrin 2,5 ppb (Dr Ehrenstorfer); o,p DDT 2,5ppb
(Dr Ehrenstorfer); 4,4 DDE 1,5pbb (Sigma
Aldrich); Heptacloro ep6xido B 2,6ppb (Sigma
Aldrich); Cisclordano 2,7 ppb (Sigma Aldrich);
Heptacloro ep6xido A 2,5 (Supelco); PP-DDD 3,4
ppb (Chem Service); Dieldrin 2,5 ppb (Sigma
Aldrich).

2.2 Parte 1 muestreo

Se realiz6 un muestreo representativo, la toma de
la muestra fue instantanea y localizada [22]. Para
ello se recolectaron las muestras en el mes de
febrero, marzo y abril del afio en curso de tres
marcas de leche comercializadas en la ciudad de
Quito se evaluaron dos lotes por marca y se
realizaron tres repeticiones por cada uno [23].

2.3 Parte 2 Preparacion de la muestra

Se tom6 20 mL de muestra y se la colocé en
un embudo de separacion de 250 mL y se le
afiadié 100 pL de spike TCMX, junto con 5 mL
de solucion saturada de oxalato de sodio
(Na2C204, 99,5%), 20 mL de acetonitrilo

(CH3CN) grado HPLC y finalmente 10 mL de éter
etilico (CzHs).0 98%; todos los reactivos fueron
redestilados previamente [24]. Para facilitar el
proceso de extraccion liquido-liquido se agitd el
embudo vigorosamente. Se trasvaso la fase acuosa
a otro embudo de separacién y se le afiadié 20 mL
de n-pentano (CsHiz) PG Il, nuevamente se
procedio a la separacion de fases, desechando la
fase acuosa [25]. Luego se afiadi6 la fase organica
al primer embudo de separacién junto con 10 mL
de solucién saturada de cloruro de sodio (NaCl
99,8%) y 60 mL de agua destilada, se repitio el
proceso de lavado dos veces més, se tomd la fase
organica en un erlenmeyer y se afiadié 30 g de
sulfato de sodio anhidro (Na;SOs 100%)
dejandolo  reposar por 30 minutos |y
posteriormente se concentro en el rotavapor hasta
aproximadamente 5 mL [25] (Figura 1).

Es necesario determinar el contenido de grasa que
contiene la muestra de leche para ello se tomé 100
uL de extracto en un papel aluminio y por
diferencia de pesos se determiné el contenido de
grasa en cada una de las muestras [11]. Para
separar los analitos se aplic6 la técnica
cromatografica de exclusion por tamafio utilizando
una columna permeacion de geles rellena de un gel
poroso Biobeds SX-3 (Biorad Laboratories). Se
utiliz6 una fase mdvil diclorometano (Fisher
Chemical) — etilacetato (Fisher Chemical) (4:1)
[26]. Se inyect6 el extracto de forma manual,
descartando los primeros 140 mL posteriormente
se recogieron 60 mL en un bal6n de destilacion que
fueron nuevamente concentrados en el rotavapor
hasta aproximadamente 5 mL a una temperatura de
40 °C y con una presion de 250 mmHg, hasta
aproximadamente 5 mL [27]. Posteriormente, fue
necesario afiadir nitrégeno para evaporar
totalmente el solvente [28]. Luego, se prepar6 una
columna pequefa con florisil activado y sulfato de
sodio como fase estacionaria y se eluy6 la primera
fraccion con 30 mL de pentano, para la segunda
elucion se utilizé como fase moévil DCM (CHCl;
100%) y pentano (CsHi2) PG Il en proporcion
1:1, una vez recogidas las dos fracciones fueron
concentradas en el rotavapor y para ser inyectados
se llevé la muestra a 2 mL con isooctano (CgHis
99% [29] (Figura 1).
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Fig. 1. Diagrama de flujo proceso de extraccion y Clean-up de la muestra

2.4 Técnica Analitica

Se utilizé un cromatdgrafo de gases Agilent 7890
B acoplado a un detector de captura de electrones,
con una columna HP-5 31m x 250um x 0,25 pm.
Técnica recomendada por el convenio de
Estocolmo vigente desde 2004 para determinacion
de COPs [13]. Se construyé una curva de
calibracion con estandares de 22 COPs y 7 PCB
congeneres. La rampa de temperatura del horno de
la columna se inici6 a partir de 60 °C con un
incremento de 20 °C min™, hasta alcanzar una
temperaturade 180°C, un incremento de 5 °C min-
L hasta alcanzar 250 °C y finalmente un incremento
de 10 °C min? hasta alcanzar 270 °C [30]. El
tiempo total de la corrida fue de 32 minutos [4] .
El flujo de ingreso de gas a la columna fue de 1ml
min a una presion de 12,9 psi [31].

3. Resultados y Discusion

Para elaborar la curva de calibracion, se
prepararon soluciones de trabajo de varias
diluciones en el rango de 0,01-0,05 ng uL*y se
inyectaron en el sistema GC-uCD EI LOD vy el
LQD se determinaron utilizando la relacion sefial-
ruido [32]. La validacion del método se realizo
mediante una evaluacion del rendimiento de la
recuperacion, en la Tabla 1 se muestran los LOD
y LQD para cada uno de los diferentes estdndares
COPsy PCB [33].



TIEMPO 1 .
RETENCION coP m b std R HoRg g | LTy
ppb ppb
(s)

14,186 TCMX 466283,118 | 146,69546 | 452,97248 | 0,99864 | 0,20400529 | 0,68001762
15,622 HCB 615835,184 | -236,70745 | 818,83369 | 0,99743 | 0,27922256 | 0,93074186
16,46 AlfaHCH | 605071,479 | -518,95813 | 795,61391 | 0,9975 | 0,27613088 | 0,92043627
17,086 PCNB 484572,367 | -221,99377 | 630,58699 | 0,99754 | 0,27327862 | 0,91092873
17,703 Lindano 441649,979 | 453,61219 | 545,90893 | 0,999944 | 0,25957405 | 0,86524684
18,879 Heptacloro | 407623,305 | -15,67891 | 327,62379 | 0,99937 | 0,16878573 | 0,56261909
19,642 Beta HCH | 179535,406 | 113,42109 | 155,66081 | 0,99895 | 0,18207423 | 0,60691409
19,888 Aldrin 418876,408 -9,1675 286,77117 | 0,99953 0,1437702 0,47923401

Heptacloro
21,852 epoxido B | 262629,169 8,66086 196,9641 | 0,99916 | 0,15749378 | 0,52497927

Heptacloro
21,918 epéxido A | 336629,63 70,55556 129,58549 | 0,99941 | 0,08083945 | 0,26946482
22,339 opDDE 201602,881 -30,8107 78,95629 | 0,99452 | 0,08224496 | 0,27414987

Alfa
22,945 endosulfan | 303876,703 33,568221 307,38412 | 0,99904 | 0,21242387 | 0,70807957
23,173 Cisclordano | 425067,901 | 158,02469 | 292,24627 | 0,99932 | 0,14438097 | 0,48126991
23,541 ppDDE 267999,9 95,40218 213,68309 | 0,99934 | 0,1674383 0,55812768
24,093 Dieldrin 272395,473 | 117,79835 | 221,03094 | 0,99905 | 0,17040113 | 0,56800378
24,846 Endrin 283862,053 47,87173 232,07549 | 0,99904 | 0,17168851 | 0,57229503
25,197 opDDT 120083,803 -210,911 215,67587 | 0,99523 | 0,37716937 | 1,25723125
26,109 ppDDD 225612,012 | 143,81353 | 279,76744 | 0,99798 | 0,26040795 | 0,86802651
Beta
26,35 endosulfan | 307587,686 | -287,505663 | 323,52873 | 0,99846 | 0,22088346 | 0,73627821
27,12 ppDDT 96988,2459 | -426,56502 | 416,9456 | 0,98976 | 0,90277513 | 3,00925042
Endrin

27,946 aldehido 62121,6665 -9,47804 58,12784 0,9987 | 0,19649902 | 0,65499672

Endosulfan
29,146 sulfato 222498,732 | 164,88232 | 245,18901 | 0,99848 | 0,23141567 | 0,77138555

Tabla 1. Limites de deteccion y cuantificacion COPs
TIEMPO
RETENCION | PCB m b std R HODMER) | IHODTE]
ppb ppb
)

18,433 28 1011373,94 673,68771 1256,07232 | 0,99723 | 0,26080876 |0,86936255
19,554 52 102999,446 782,34217 871,7913 0,99871 | 1,77744813 |5,92482709
20,654 101 136922,122 965,9599 1065,61746 0,9989 1,63435728 |5,44785761
22,363 118 122553,682 789,85602 913,90196 0,99899 | 1,56600282 |5,22000941
24,697 153 236924,916 1397,1022 1809,45293 | 0,99895 | 1,60382083 |5,34606943
25,355 138 159999,524 943,80168 1160,6552 0,99905 | 1,52336448 |5,07788161
26,733 180 161533,361 915,57671 1337,82211 | 0,99876 | 1,73922366 | 5,7974122

Tabla 2. Limites de deteccion y cuantificacion PCBs
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Adicionalmente, se determind el contenido de
grasa que contienen las muestras de leche con un
valor promedio de 2,5% generalmente la leche
entera pasteurizada tiene un valor de 3% [34].
Ademas se calculd el rendimiento del proceso
para cada muestra obteniendo valores superiores
al 70% con excepcion de la muestra NL2C con un
valor de 55% sin embargo este valor obtenido se

encuentra dentro de los limites de validacién para
analisis de residuos de pesticidas [35] [31]. Se
obtuvo un promedio de rendimiento de las
muestras de 81,56% una desviacion estandar
15,02 y un valor de RSD de 18,41% [31]. Esto nos
indica que el proceso de extraccion es adecuado
para determinar la presencia de compuestos
organoclorados en matrices grasas.



%
Muestra o % Grasa
Recuperacion

VL1A 79,8850707 2,49
VL1B 85,6181109 2,49
VL1C 73,4765507 25
VL2A 82,0104474 2,42
VL2B 76,0871893 25
VL2C 72,9318088 2,6
NL1A 75,453522 2,95
NL1B 72,5239618 2,41
NL1C 115,410539 2,43
NL2A 84,2485201 3

NL2B 83,0651855 2,52
NL2C 55,1835564 2,56
RL1A 113,313966 2,68
RL1B 74,16413 2,4
RL1C 101,816352 2,73
RL2A 74,7295908 2,61
RL2B 69,3507457 2,64
RL2C 78,833652 2,4

Tabla 3. Determinacién del contenido de grasa y porcentaje de recuperacion de cada una de las muestras

Segln la FAO en la leche de vaca las grasas
constituyen alrededor de un 3% del contenido
solido de la leche pero este varia segun la raza del
bovino [29]. También se realizé un analisis de
grasa en una muestra de leche sin procesar de la
parroquia de Nono en la cuidad de Quito en donde
se obtuvo un valor de 7,15% estudios han

indicado que el porcentaje de grasa de muestras de
leche sin procesar es de aproximadamente 7,5%
[36]. Ambos resultados nos indican valores con
una aproximacién mayor al 80%. Tras procesar la
muestra de la leche cruda de vaca se obtuvo el
cromatograma de la Figura 3:
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En donde se observan dos picos de alta intensidad
el primero es del spike TCMX que eluye en
minuto 14, 183 [37]. Este se inyecta como control
para verificar el rendimiento en el proceso de
extraccion y el segundo que eluye en el minuto
21,201 el cual no corresponde a ninguno de los

tiempos de retencién de los estandares de COPs y
PCB, dado dicho resultado se requiere otro
analisis para su confirmacion. El porcentaje de
recuperacion del TCMX fue del 79,85% [32].

Al analizar la muestra VL1A ninguna reportd
COPs ni PCB sin embargo en el cromatograma de



la muestra A se observé un pico con untiempode  otro tipo de contaminante que no provengan
retencion de 21,232 min el cual no coincide con necesariamente de la leche, el porcentaje de
ningun estandar lo cual indica que puede existir recuperacion fue de 79%.
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La muestra VL1IB tampoco reportd excepcion de las muestras NL1B y RL2B que
contaminantes en general la mayoria de las evidencian los resultados de la Tabla 4:

muestras no reportaron contaminantes [5]. Con

MUESTRA | CONTAMINANTE CONCEEJEACION
NL1B Lindano 0,6215
RL2B Lindano 0,552
RL2B Heptaclog) epdxido 0,4974
RL2B opDDT 1,98
RL2B Endosulfan 1,65

Tabla 4. Resultados muestras NL2B y RL2B
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Los valores obtenidos en la muestra NL1B
indican la presencia de lindano con un valor de
0,6215ng g*

De igual manera la muestra RL2B también
contiene lindano como contaminante con un valor
de 0,552 ng g y eluye a un tiempo de retencion
de 17,738 min [38]. Ademas presenta Heptacloro
epdxido B cuya concentracion es 0,4974 ng g*
con un tiempo de retencién de 21,535 min [39].
Seguido de opDDT con un valor de concentracion

de 1,98 ng g y un tiempo de retencién de 25,333
min [40]. Y endosulfansulfato cuya concentracion
fue de 1,65 ng g* y tiempo de retencion de 28,971
min[41]. Al comparar los valores obtenidos con
valores establecidos por el Codex alimentarius
podemos observar que las cantidades que se
obtuvieron no sobrepasan los valores establecidos
[42].

PESTICIDAS ORGANOCLORADOS LMP ppb de leche
Aldrin y dieldrin 6
heptacloro y heptacloro hepoxido 6
lindano 10
(o+B)-HCH 3
DDT y metabolitos 20
Clordano 2

Tabla 5. Limites maximos permitidos de pesticidas oganoclorados en leche segiin CODEX alimentarius en ppb

4. Conclusién

El 90% de las muestras no evidencidé ningin
contaminante persistente, el rendimiento del
proceso de extraccién fue de un promedio de
81,5% lo que indica que el método para la
extraccion y cuantificacion es reproducible.

Existieron Unicamente dos muestras que
evidencian la presencia de COPs cuyas cantidades
no representan un peligro potencial para la salud.
Esto indica que la leche que se consume en la
cuidad de Quito es apta para el consumo y no
representa riesgos.



5. Anexos
1.1 Cromatogramas de las muestras
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Fig. 7. Cromatograma Muestra V1B
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Fig. 11. Cromatograma Muestra VL2C
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ECDA1 A, Front Signal (SERV2023\2023-05-2916-35-362.0)
Hz x

16000

14000
12000 -
10000
8000
6000 -

4000

2000

T T T T T T
14 16 18 20 22 24 26 28

Fig. 13. Cromatograma Muestra NL1C

Q-

mir]

ECD1 A, Front Signal (SERV2023\2023-06-2214-29-021.D)
Hz | = ‘{fﬁ‘p
L
i

8000

6000

4000

2000

T T T T T T T
14 16 18 20 22 24 26 28 30

Fig. 14. Cromatograma Muestra NL2A
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