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NOTA TECNICA

Validacion de una metodologia analitica para determinar
bifenilos policlorados en muestras de plasma sanguineo

Boris Santiago Avila, Carolina Ramirez

Grupo de Salud Ambiental y Laboral, Direccion de Investigacion en Salud Publica,
Instituto Nacional de Salud, Bogota D.C, Colombia

Introduccion. Los bifenilos policlorados se encuentran entre los cinco contaminantes organicos
persistentes mas toxicos para los organismos vivos, segun la Agency for Toxic Substances and Disease
Registry (ATSDR) de los Estados Unidos.

Obijetivo. Estandarizar y validar un método analitico para la determinacion y cuantificacion de los
bifenilos policlorados indicadores en muestras de plasma sanguineo, mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas.

Materiales y métodos. Se fortificé un pool de plasma para hacer los ensayos en la matriz. Ademas,
se utilizo el material de referencia NIST SRM® 1958 (Organic Contaminants in Fortified Human Serum,
Freeze-Dried) para los ensayos de veracidad y precision intermedia.

Resultados. Los porcentajes de recuperacion obtenidos con la metodologia estuvieron entre 88,4
y 97,5 %, y el sesgo fue menor del 20 %. Los limites de deteccion y cuantificacion de los bifenilos
policlorados indicadores policlorados fueron de 0,04 pg/L y 0,10 pg/L, respectivamente. La linealidad
representada por el coeficiente de determinacion (R?) varié entre 0,9866 y 0,9886. La precision expresada
como desviacion estandar relativa fue menor del 20 % en todo el rango lineal de trabajo (0,5-500 pg/L).
Por Ultimo, se analizaron 115 muestras de poblacién colombiana de diferentes zonas del pais y se
encontraron 65 muestras positivas, de las cuales dos estuvieron por encima de los valores de control
bioldgico en humanos (Human Biomonitoring Values, HBM- 11): 7,0 pg/L, 2XX,; 155 155 150 Y Otras dos,
por encima del HBM-I: 3,5 pg/L, 2X%, . 1.0 165 1500

Conclusion. El método desarrollado resulto ser preciso para el andlisis de los bifenilos policlorados en
muestras de plasma sanguineo y se puede utilizar para el control biol6égico de estos contaminantes en
poblacion colombiana.

Palabras clave: bifenilos policlorados; sangre; plasma; cromatografia de gases; espectrometria de
masas; quimica analitica.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3529

Validation of an analytical methodology to determine polychlorinated biphenyls in samples from
blood plasma

Introduction: Polychlorinated biphenyls are among the five most toxic persistent contaminants for living
organisms according to the Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR).

Objective: To standardize and validate an analytical method to determine and quantify polychlorinated
biphenyl indicators in samples from blood plasma by means of gas chromatography-mass spectrometry.
Materials and methods: We fortified a plasma pool to do the matrix assays. Additionally, we used the
NIST SRM® 1958 reference material for the veracity and intermediate accuracy assays.

Results: Methodology recovery percentages ranged between 88.4 and 97.5%, and the bias was
less than 20%. Detection and quantification limits were 0.04 pg/L and 0.10 pg/L, respectively, for all
polychlorinated biphenyl indicators. The linearity represented by the determination coefficient (R?) varied
between 0.9866 and 0.9886. Accuracy, expressed as relative standard deviation was less than 20% in
all the linear work range (0.5-500 ug/L). Finally, we analyzed 115 samples from Colombian population
in various zones of the country and we found 65 positive samples, from which two samples were above
HBM-I1 (7.0 pg/L, 2X%, . 156 155 150) @Nd two, above HBM-I (3.5 pg/L, 2X2, ;156 155 150

Conclusion: The method we developed is accurate for PCB analysis in blood plasma samples and
could be used for biological surveillance of these contaminants in the Colombian population.

Key words: Polychlorinated biphenyls; blood; plasma; chromatography, gas; mass spectrometry;
chemistry, analytical.
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Los bifenilos policlorados son una familia de 209
compuestos organicos que constan de dos anillos
de benceno unidos por un enlace carbono-carbono.
Los atomos de cloro se sustituyen en uno o en
los restantes diez lugares disponibles. ElI nimero
y la posicién de los atomos de cloro determinan
la clasificacion, la geometria y, por ende, las pro-
piedades de las distintas moléculas (figura 1) (1).

Segun la Agency for Toxic Substances and
Disease Registry (ATSDR), en el 2011, los bifenilos
policlorados se catalogaron entre los cinco contami-
nantes organicos mas téxicos para los organismos
vivos (2). Se han usado ampliamente en la industria
por sus propiedades fisicas, ya que son buenos
aislantes y no son inflamables. Se encuentran en
transformadores, refrigerantes y condensadores
eléctricos, asi como en muchos otros productos,
como barnices, parafinas, resinas sintéticas, pintu-
ras epoxicas y marinas, recubrimientos, lubricantes
para corte, fluidos para intercambiador de calor y
fluidos hidraulicos (1).

Se ha demostrado que las mezclas de bifenilos
policlorados, similares (dioxin-like, DL) y no similares
a la dioxina (non-dioxin-like, NDL), producen efec-
tos endocrinos, inmunoldgicos y cancerigenos en
animales adultos y, en dosis mas bajas, también
en el desarrollo cerebral del feto (3). En muchos
estudios se ha sugerido que existe una relacion
entre la exposicion a los bifenilos policlorados y el
aumento del riesgo de padecer cancer del aparato
digestivo, del higado y de la piel (4). Ademas, los
niveles elevados de bifenilos policlorados en san-
gre se han relacionado con el cancer del sistema
linfatico (4).

La exposicion a los bhifenilos policlorados puede
afectar la reproducciéon humana, pues se ha aso-
ciado con menor fecundidad en las mujeres y
disminucién del numero de espermatozoides
moviles en los hombres (4). Durante el embarazo
y la lactancia, la exposicién se ha relacionado con
retraso en el crecimiento y el desarrollo durante la
infancia (4), asi como con efectos neurolégicos,
como entumecimiento, dolores de cabeza, mayor
frecuencia de infecciones y cambios en la piel,
sobre todo sarpullidos y cloracné (4).

Correspondencia:

Carolina Ramirez, Grupo de Salud Ambiental y Laboral, Instituto
Nacional de Salud, Avenida Calle 26 N° 51-20, Bogota, D.C,
Colombia

Teléfono: 220 7700, extension 1216

cramirezg@ins.gov.co

Recibido: 28/05/16; aceptado: 19/01/17

562

Biomédica 2017;37:561-70

(Chn (Chn

Figura 1. Estructura de la molécula de los bifenilos policlorados

La seleccion de los bifenilos policlorados indicadores
(28, 52, 101, 138, 153 y 180) en el presente estu-
dio, no respondié a un punto de vista toxicol6gico;
sin embargo, se encuentran en mayor proporcion
los aroclores, con alrededor de 50 % de todos los
congéneres bifenilos policlorados presentes en los
alimentos de origen animal y en la grasa humana.
Ademas, los bifenilos policlorados 138, 153 y 180
son los més persistentes en el ambiente (5).

La Human Biomonitoring Commission ha esta-
blecido dos valores criticos de concentracion en
suero (Human Biomonitoring Values, HBM) a partir
de la suma de los bifenilos policlorados 138, 153
y 180 multiplicados por un factor de 2: HBM 1=3,5
pg/Ly HBM 11=7,0 pg/L (6,7).

Los valores por debajo del HBM-I indican que no
hay riesgo de efectos adversos sobre la salud vy,
en consecuencia, No es necesario intervenir (7).
Los valores por encima del HBM-I y por debajo del
HBM-II, indican que hay una fuente de exposicion
potencial que debe ser detectada para minimizar
sus efectos (7). Un valor correspondiente al HBM-
Il indica que hay riesgo de efectos adversos sobre
la salud, por lo cual debe reducirse la exposicién y
buscarse asesoria biomédica. En general, el valor
HBM-I representa un nivel de control y, el HBM-II,
un nivel de accion (7).

La Agence nationale de sécurité sanitaire de
l'alimentation, de I'environnementet et du travail
(Anses) establecié dos valores criticos en sangre
a partir de la suma de la concentracion de todos
los bifenilos policlorados en el total de lipidos de la
muestra: 700 ng/g de lipidos para mujeres lactantes
y nifos menores de tres afios de edad, y 1.800 ng/g
de lipidos para el resto de la poblacion (8).

El objetivo del presente trabajo fue estandarizar y
validar un método analitico para la determinacion
y la cuantificacién de los ibifenilos policlorados
indicadores en muestras de plasma sanguineo,
mediante cromatografia de gases acoplada a espec-
trometria de masas, con el fin de proporcionar una
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herramienta de utilidad para el control biolégico
de la poblacion colombiana, pues aunque a nivel
mundial hay reportes sobre los niveles de bifenilos
policlorados en sangre (9-17) y un amplio desarrollo
de metodologias analiticas (18-23), en Colombia
no existen estudios de control biolégico de bifenilos
policlorados que permitan a las entidades nacionales
tomar decisiones para promover acciones de salud
en este campo.

Materiales y métodos
Reactivos y disoluciones

Se utilizaron los estandares de los bifenilos poli-
clorados indicadores 28, 52, 101, 118, 138, 153,
180, y el estandar interno 2,4,5,6-tetracloro-m-
xileno de la marca Dr. Ehrenstorfer (Ausburg,
Alemania), con una pureza del 99,0 %. También,
se uso el estandar subrogado bifenilo policlorado
209 de la marca Ultra Scientific (North Kingstow,
Estados Unidos), con una pureza de 98,8 %.

Se prepararon disoluciones madre (stock) en con-
centraciones cercanas a los 200 mg/L de todos los
bifenilos policlorados indicadores y los estanda-
res internos; posteriormente, se prepararon cuatro
mezclas de trabajo de 2.000, 200, 20 y 2,0 ug/L.
Todas las soluciones madre y las disoluciones de
trabajo se prepararon en isooctano para analisis de
la marca Merck, a excepcion del bifenilo policlorado
209, que se prepard en n-hexano. Se almacenaron
a -20 = 2 °C, y la estabilidad de las disoluciones
se verificd para un periodo de cuatro meses. Las
disoluciones de calibracion se prepararon por dilu-
cién apropiada de la mezcla de trabajo en el extracto
de la matriz.

Con fines de validacion, se fortific6 un pool de
plasma humano para hacer los ensayos en la
matriz, el cual se obtuvo a partir de tres unidades de
plasma sanguineo suministradas por el Grupo de
la Red Nacional de Bancos de Sangre y Servicios
de Transfusidon del Instituto Nacional de Salud
de Colombia. Se empled, ademas, el material de
referencia NIST SRM1958 (Organic Contaminants
in Fortified Human Serum, Freeze-Dried) para los
ensayos de veracidad y presion intermedia.

Instrumentos y equipos

El analisis cromatografico se hizo en un cromaté-
grafo de gases HP 6890N® con inyector automa-
tico 7683, equipado con un inyector de division
conectado a una columna capilar HP-5MS® (30
m, 0,32 mm d.i., 0,25 um) acoplada a un detector
selectivo de masas de cuédruplo simple 5975B®
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA). Las
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condiciones de operacion del equipo fueron las
siguientes: volumen de inyeccién, 2 pl; temperatura
del inyector, 280 °C; modalidad de inyeccion sin
division y pulsada a 60 psi durante 0,5 minutos.

El programa de temperatura del horno tuvo la
siguiente rampa: temperatura inicial de 100 °C
durante un minuto y una rampa de 14 °C por
minuto hasta 130 °C, y luego una de 8 °C por
minuto hasta 300 °C, la cual se mantuvo por un
minuto. La temperatura de la linea de transferencia
al espectrometro de masas se mantuvo en 280 °C.
El tiempo de andlisis fue de 25,4 minutos con
un flujo constante de 1,0 ml por minuto de helio
de grado 5,0.

El espectrometro de masas se operé en el modo de
ionizacion por impacto de electrones a 70 eV y la
modalidad de adquisicion fue la de monitorizacion
selectiva de iones (Selected lon Monitoring, SIM).
En el cuadro 1 se presentan los iones de cuanti-
ficacion (target ions) y de confirmacion (Q,, Q,)
utilizados para los bifenilos policlorados indicadores
y para los estandares internos.

Andlisis de las muestras

El andlisis de las muestras se hizo en tres etapas:
extraccion, limpieza y andlisis cromatografico.

Extraccion. Se adicioné 1 ml de plasma en un tubo
de ensayo de vidrio de 15 ml; se agregaron 20 pl de
estandar subrogado (PCB 209) a 200 pg/Ly 1 ml
de etanol. Esta mezcla se agité en el mezclador de
vortice durante 10 segundos y, posteriormente, se
adicionaron 2 ml de n-hexano y se agitd de nuevo
en el mezclador de vortice durante 1,5 minutos para
transferir los bifenilos policlorados indicadores de
la matriz a la fase organica de n-hexano. Después,
se dejo reposar la muestra durante 2 minutos, y la
fase organica en la parte superior se transfirié con

Cuadro 1. Tiempo de retencion (TR), iones de cuantificacion
y confirmacién de los bifenilos policlorados indicadores y los
estandares internos

Compuesto TR Target Q, qQ,
(minutos)

PCB 28 13.181 186 258 256
PCB 52 14.025 290 292 294
PCB 101 16.104 326 324 328
PCB 118 17.568 326 324 328
PCB 138 18.702 360 362 290
PCB 153 18.070 360 362 290
PCB 180 20.210 396 394 324
2,4,5,6-tetracloro- 9.863 209 244 242
m-xileno (E.l.)

PCB 209 (E.S.) 23.655 498 500 496
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una pipeta Pasteur de vidrio a un tubo de ensayo
de vidrio diferente. La extraccion se repitid6 dos
veces y se obtuvo un volumen final aproximado de
6 ml de fase organica.

El extracto organico se llevé hasta el estado de
sequedad en el equipo Rapidvap® a una tempera-
tura de 35 °C, una velocidad de agitacion de
25 % y 100 mbar de vacio durante 35 minutos; la
presion se disminuyd lentamente en 100 unidades
de presion por minuto desde 600 hasta 100 mbar.

Limpieza. En esta fase, primero se acondiciono
el cartucho de florisil con 25 ml de n-hexano a
presion atmosférica. Después, se reconstituyd el
extracto orgénico con 6 ml de n-hexano, se vertio
en el cartucho de florisil y se lavé el tubo de ensayo
tres veces con 2 ml de n-hexano, con lo cual se
obtuvo un volumen de carga aproximado de 12
ml. Después, se eluyd el extracto organico con 15
ml de n-hexano y se recogié la fraccidn orgénica
limpia (sin lipidos) en un tubo de vidrio de 25 ml.
Posteriormente, el extracto organico se evapord en
el equipo Rapidvap® a una temperatura de 35 °C,
una velocidad de agitacion de 20 % y 50 mbar de
vacio durante 125 minutos; la presién se disminuy6
lentamente en 100 unidades de presion por minuto
desde los 600 hasta los 50 mbar.

Analisis cromatogréfico. En esta Ultima fase, se re-
constituy6 el extracto con 20 pl de estandar interno
a 200 pg/L y 180 pl de isooctano, se lo transfirié a
un inserto de 300 pl en un vial de cromatografia
de 2 ml y se inyectd por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

Validaciéon

Selectividad y especificidad. Estas se determi-
naron con 10 extracciones del pool de plasma, y
se verificaron las interferencias de la matriz de los
iones seleccionados en el tiempo de retencién de
cada bifenilo policlorado indicador.

Limites de deteccién y cuantificacion. Los limites
de deteccion y de cuantificacion se determinaron
con el método propuesto por la United States
Environmental Protection Agency (US EPA) (24)
con diez extracciones del pool de plasma, y se
confirmaron con seis extracciones del pool de
plasma fortificado a 0,04 y 0,1 ug/L.

Linealidad y rango de trabajo, efecto matriz. Se
hicieron 12 curvas de calibracion en el disolvente
(isooctano) y el extracto de la matriz (plasma),
en un rango de 0,5 a 500 pg/L (nueve niveles de
calibracion).
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Veracidad y exactitud. La veracidad se calcul6 como
porcentaje de recuperacion (% R) extrayendo 12
fortificaciones de cada nivel de calibracion (n=108)
y, el sesgo (% E), con la extraccion del material de
referencia NIST SRM 1958 (n=18).

Precision. Esta se determind con los resultados
obtenidos en los ensayos de veracidad y se expreso
como desviacion estandar relativa de la repetibi-
lidad y la precision intermedia de los resultados
entre analistas.

Estabilidad. La estabilidad de los bifenilos poli-
clorados indicadores se evalu6 en tres ciclos de
congelacién y descongelacién a 7,0 ug/L y en
plasma fortificado que se extrajo a los 0, 1, 3,
7, 15, 30, 60 y 120 dias. También, se evalud la
estabilidad de las mezclas de trabajo en un periodo
de seis horas en el automuestreador y durante
cuatro meses en almacenamiento a -20+3 °C.

Incertidumbre. La estimacion de la incertidumbre de
medida se hizo segln la Guide to the Expression of
Uncertainty in Measurement (GUM), propuesta por
EURACHEM (25).

Analisis de muestras de sangre de la poblacion
colombiana

Se analizaron 115 muestras de plasma de la pobla-
cion colombiana de diferentes zonas del pais, con
el método analitico desarrollado y validado en el
Grupo de Salud Ambiental y Laboral del Instituto
Nacional de Salud.

Resultados
Selectividad y especificidad

Se examinaron los 10 cromatogramas obtenidos
en corriente total de iones (total ion current, TIC)
y monitorizacion selectiva de iones (Selected lon
Monitoring, SIM). En la figura 2 se presenta un
cromatograma TIC de una inyeccion del extracto
de la matriz del pool de plasma mencionado
anteriormente (en negro) y un nivel de calibracion
en el extracto de la matriz de los bifenilos policlora-
dos indicadores con sus respectivos estandares
internos de calibracién y subrogados (en azul), lo
cual se hizo con el fin de detectar interferencias
de la matriz en los tiempos de retencion de los
bifenilos policlorados indicadores (26), ya que en
el modo de monitorizacion selectiva de iones se
analizaron las interferencias por cada ion y en
TIC, se analizaron el conjunto de interferencias y
su efecto en la identificaciéon y cuantificacion de
los bifenilos policlorados indicadores, teniendo en
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Figura 2. Cromatograma de corriente total de iones de un extracto de la matriz del pool de plasma (en negro) y un nivel de 50 pg/L
en disolvente de los indicadores de bifenilos policlorados y los estandares internos (en azul)

cuenta una razon ionica inferior a 30 % (26) para
la confirmaciéon del indicador en el extracto de la
matriz fortificado.

Limites de deteccién y de cuantificacién. Los limites
de deteccion y de cuantificacion de los bifenilos
policlorados indicadores, estimados y confirmados
mediante el método de la US EPA, fueron de
0,04 y 0,10 pg/l, respectivamente. En la figura 3
se presenta un cromatograma de monitorizacion
selectiva de iones del bifenilo policlorado 153
obtenido en la extraccion de 0,04 pg/L de plasma
sanguineo fortificado.

Linealidad y rango de trabajo, efecto matriz. Los
coeficientes de determinacion (R?) estuvieron entre
0,9866 y 0,9886 en el extracto de la matriz. Para
probar la hipétesis, se usaron pruebas como la del
intercepto, la de la pendiente, la de correlacion y el
analisis de varianza (ANOVA). Con dichas pruebas
se demostro la linealidad en el rango de 0,5 a 500
Mg/l de los bifenilos policlorados indicadores en
plasma sanguineo. En el cuadro 2 se resumen los
resultados obtenidos.

Veracidad y exactitud. En el cuadro 3 se presentan
los promedios de los porcentajes de recuperacion
calculados en cada nivel de ensayo y la prueba
de Cochran para la homogeneidad de la varianza
(G) experimental calculada (G tedrica: 0,2568;
K=9; n=12).

En el cuadro 4 se presenta el porcentaje de sesgo
(% E) obtenido para cada bifenilos policlorados
indicadores segun las extracciones realizadas por
dos analistas del material de referencia NIST SRM
1958 (n=18).

Precision. Los valores de desviacién estandar rela-
tiva de la repetibilidad del método estuvieron por
debajo de 20 %. La variacion de la extraccion del
material de referencia NIST SRM1958 entre los
analistas, fue inferior a 20 %. Con los resultados
obtenidos, se demostré que el método desarrollado
€es preciso (26).

Incertidumbre. La estimacion de laincertidumbre (u)
de medida se hizo segun la guia (GUM) propuesta
por EURACHEM. En el cuadro 5 se presentan los
valores de incertidumbre expandida y los porcen-
tajes calculados para cada indicador de bifenilos
policlorados, con un valor de cobertura k=2 y un
nivel de confianza de 95 %.

Resultados de los analisis de las muestras de
plasma

Se analizaron 115 muestras de plasma de pobla-
cion colombiana de diferentes zonas del pais y se
encontraron 65 muestras positivas (concentraciéon
por encima de 0,04 pg/L) para uno o varios
bifenilos policlorados indicadores. En dos de las
65 muestras positivas se encontraron valores por
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Figura 3. Cromatograma de monitorizacion selectiva de iones del bifenilo policlorado 153 de un extracto de la matriz fortificado a

un nivel de 0,04 pg/L

Cuadro 2. Linealidad de los indicadores de bifenilos policlorados en el extracto de la matriz

PCB R? Pendiente Intercepto Experimental Feritico
PCB 28 0,9866 0,1331 0,4256 7724,2 3,85E1%
PCB 52 0,9886 0,0700 0,1825 9140,9 6,21E04
PCB 101 0,9874 0,1127 0,3193 8233,2 1,41E201
PCB 118 0,9883 0,0966 0,2635 8887,7 2,67E108
PCB 138 0,9886 0,0763 0,2227 9144,6 6,08E1%4
PCB 153 0,9884 0,0838 0,2338 8931,7 2,06E103
PCB 180 0,9868 0,0617 0,1149 7838,7 1,80E1
Cuadro 3. Veracidad y porcentaje de recuperacion
Concentracion PCB 28 PCB 52 PCB 101 PCB 118 PCB 138 PCB 153 PCB 180
0,5 pg/L 76,6 73,2 93,8 95,8 84,1 103,5 84,3
1,0 pg/L 81,4 82,6 94,0 91,9 89,2 85,8 85,1
2,0 pg/L 88,7 86,6 97,4 100,3 94,4 94,2 97,6
3,5 pg/L 85,0 86,6 95,8 95,5 93,6 94,3 98,2
7,0 pg/L 91,3 94,5 98,9 101,3 99,1 97,7 102,0
25 pg/L 99,3 106,6 109,6 111,2 109,9 109,0 110,3
50 pg/L 90,7 91,7 95,5 95,0 95,1 94,4 96,5
100 pg/L 89,3 90,2 92,3 91,3 91,2 90,3 91,5
500 pg/L 92,9 94,9 96,4 95,5 95,0 94,3 99,5
Promedio 88,4 89,7 97,1 97,5 94,6 96,0 96,1
G Exp 0,232 0,2413 0,2396 0,245 0,239 0,2532 0,2249

G Exp: G experimental calculada

Cuadro 4. Veracidad y sesgo (NIST SRM 1958)

PCB 28 PCB 52 PCB 101 PCB 118 PCB 138 PCB 153 PCB 180

Valor del material de referencia ng/kg
Promedio de analistas 1y 2 ng/kg

% E

402,0
354,2
11,9

401,0 409,0 412,0 473,0 457,0 459,0
440,2 334,1 440,2 497,1 443,8 495,8
9,8 18,3 6,8 51 2,9 8,0

% E: porcentaje de sesgo
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Cuadro 5. Estimacion de la incertidumbre de medida segun la
guia (GUM) propuesta por EURACHEM

PCB U (ug/L) U expandida (ug/L) % U
PCB 28 0,004 0,008 1,6
PCB 52 0,003 0,006 12
PCB 101 0,003 0,007 1,4
PCB 118 0,003 0,007 1,4
PCB 138 0,004 0,007 14
PCB 153 0,004 0,008 1,6
PCB 180 0,003 0,006 1,2

U: incertidumbre

encima del HBM- 11 (7,0 pg/l, 2X2, ., 156 155 150) ¥ €N
otras dos, por encima del HBM-I (3,5 pg/l, 2X3_ .
138, 153, 180) 10das las demas muestras estuvieron por
debajo del valor HBM-I.

Discusion

En la figura 2 se observa que no hubo interferencias
en los tiempos de retencidon de interés confir-
mados con la evaluacién de los cromatogramas
de monitorizacién selectiva de iones, los cuales no
presentaron interferencias en dichos iones, ya que
en su seleccién se tuvo en cuenta una intensidad
alta de fragmentaciéon (m/z>200). Estos criterios
se cumplieron en todos los casos, con excepcion
del bifenilo policlorado 28, en el cual se escogid
un ion de cuantificaciéon de 186 m/z, ya que era
el de mayor intensidad y no tenia interferencias.
Con estos resultados, se demostré que el método
desarrollado fue selectivo y especifico para los
bifenilos policlorados indicadores que se habian
seleccionado.

Con los limites de deteccion determinados se
constaté que es posible diferenciar las sefales
de los iones de cuantificacion y de confirmacion
de los bifenilos policlorados indicadores, en este
caso, el bifenilo policlorado indicador 153, del ruido
instrumental y de la matriz a 0,04 pg/L. Como se
aprecia en la figura 3, en el ion m/z 290, se eluy6
una interferencia cercana al tiempo de retencion
del bifenilo policlorado indicador 153; sin embargo,
en los demas iones no se observaron otros picos,
por lo cual se tuvo plena certeza de que dicho
pico era una interferencia de la matriz en este ion;
ademas, la razén iénica del m/z 290 en el tiempo
de retencién del bifenilo policlorado 153 fue inferior
a 30 % (26).

El limite de cuantificacion se determind como
tres veces la concentracion del de deteccién (es
decir, 0,10 pg/L) al evaluar la dispersiéon de las
seis extracciones con un criterio de aceptacion
de la desviacion estandar relativa de <20 %. La
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desviacion esténdar relativa mas alta se encon-
tr6 en el bifenilo policlorado indicador 180, con
7,54 %, por lo cual los limites de deteccién y
de cuantificaciéon de los bifenilos policlorados
indicadores finalmente se determinaron en 0,04
pg/Ly 0,10 pg/L, respectivamente.

Por otro lado, los valores del valor estadistico
F, calculados experimentalmente en el ANOVA,
fueron mas altos que los F criticos, lo que indico
gue existia una relacién directamente proporcional
entre la respuesta del equipo y la concentracion de
cada bifenilo policlorado, con un nivel de confianza
de 95 %.

El efecto matriz se determiné comparando las pen-
dientes de la curva de cada indicador de bifenilos
policlorados en el extracto de la matriz y el disol-
vente. En el cuadro 6 se presentan las pendientes
obtenidas y el intervalo; como se observa, no hubo
efecto matriz para el bifenilo policlorado indicador
52, ya que los intervalos de las pendientes en el
disolvente y la matriz se superpusieron, a diferencia
del resto de los hifenilos policlorados indicadores,
en los cuales si hubo efecto matriz.

Con los resultados del porcentaje de recuperacion,
se observé que todos los bifenilos policlorados
indicadores se encontraban en el rango de 70
a 120 %, lo que indica que bajo el parametro de
exactitud el método tuvo un buen comportamiento
(26). También, se pudo reportar un porcentaje de
recuperacion (% R) del método (promedio) para
cada indicador de bifenilos policlorados, ya que la
G experimental calculada (prueba de Cochran para
la homogeneidad de la varianza) fue menor que la
tedrica, lo que indica que hubo homogeneidad de
varianzas y que la recuperacion no se vio afectada
por la concentracion.

En este orden de ideas, el sesgo para todos los
bifenilos policlorados indicadores del estudio fue
menor del 20 %, lo que indica que el método fue
veraz para el propdsito planteado (cuadro 4) (26).
Con los resultados de recuperacién y sesgo, es
posible afirmar que el método desarrollado cum-
plié con los parametros de veracidad para todos
los bifenilos policlorados indicadores.

Por otro lado, mediante graficas de control a lo
largo de 120 dias en condiciones de congelacion
y con ciclos de congelacion y descongelacion,
se demostré que todos los bifenilos policlorados
indicadores eran estables, al igual que las mez-
clas de trabajo, las cuales también fueron estables
a corto, mediano y largo plazo.
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Por dltimo, los valores de incertidumbre indican
gue el método desarrollado demostré un alto grado
de confianza de los resultados de concentracion
de los bifenilos policlorados indicadores en mues-
tras de plasma, ademas de ser un método util
para investigaciones de control bioldgico de estos
contaminantes organicos persistentes en pobla-
cion colombiana.

En el cuadro 7 se presentan los resultados de la
validacion hecha en otros trabajos de investigacion
mediante instrumentos, métodos de procesamiento
y andlisis diferentes, los cuales son comparables
con los de este estudio. También, puede concluirse
que el método de analisis desarrollado permitié
evaluar los niveles de bifenilos policlorados en
plasma sanguineo teniendo en cuenta los valores
HBM-I y HBM-II, y segun los criterios adecuados
de validacion internacional consignados en los
trabajos consultados.

Cuadro 6. Pendiente de la curva en el disolvente y el extracto
de la matriz de los indicadores de bifenilos policlorados (PCB)

PCB Pendiente de la curva Pendiente de la
en el disolvente curva en la matriz
PCB 28 0,1133 £ 0,0014 0,1331 + 0,0030
PCB 52 0,0689 + 0,0004* 0,0700 + 0,0015*
PCB 101 0,0464 + 0,0006 0,1127 + 0,0025
PCB 118 0,0689 + 0,0005 0,0966 + 0,0020
PCB 138 0,0592 + 0,0004 0,0763 + 0,0016
PCB 153 0,0644 + 0,0005 0,0838 + 0,0018
PCB 180 0,0418 + 0,0005 0,0617 + 0,0014

*. PCB 52 no tiene efecto matriz

Cuadro 7. Resultados de la validacion en diferentes estudios

Biomédica 2017;37:561-70

En el cuadro 8 se presentan los resultados de
diversos estudios de evaluacion de los bifenilos
policlorados indicadores en plasma sanguineo en
otros paises del mundo que, comparados con los
obtenidos en el presente estudio, se encuentran en
el mismo rango. Los valores encontrados fueron,
en su mayoria, inferiores al HBM-l y al HBM-
II, lo cual indica que los niveles de los bifenilos
policlorados indicadores en la poblacion evaluada
son bajos.

Se valido, asi, una metodologia analitica para la
determinacion de los bifenilos policlorados indi-
cadores en plasma mediante cromatografia de
gases con deteccion selectiva de masas, la cual
es especifica para los analitos de interés. El
método demostré linealidad, precision y exactitud
bajo las condiciones analiticas del proceso y
segun lo establecido en la bibliografia consultada
para la determinacién de contaminantes organicos
persistentes en muestras de sangre (suero o
plasma) (26,27).
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PCB Precision (RSD) Veracidad (% R) LD (ug/L) LC (pg/L) U % Referencia
180 12,3 114,7 0,05 0,05 <25 (28)
180 9,0 86-105 0,03 0,05 nr (29)
138, 153y 180 nr 70-98 1,00 nr nr (30)
180 nr 86,7 nr 0,05 nr (31)
180 <2% 60 nr 0,08 nr (32)
180 13,5 96,1 0,04 0,10 1,2 Este estudio

RSD: desviacion estandar relativa; LD: limite de deteccién; LC: limite de cuantificacion; nr: no reporta informacién; U: incertidumbre

Cuadro 8. Resultados de los niveles de los bifenilos policlorados en plasma sanguineo de diferentes estudios

PCB Este estudio Este estudio Estados Unidos Espana Rumania Bélgica ltalia
Rango (ug-L)  promedio (pug-L) (ng-L) (ng-L) (mg-L) (mg-L) (ng-L)
118 nd - 4,35 0,53 0,22 - 0,62 nr 0,02-1,12 0,14 - 0,49 nd - 1,58
138 nd - 6,22 0,59 0,76 - 2,59 nd-0,4 0,11-1,10 0,60 - 1,46 nd - 5,39
153 nd - 5,95 0,61 0,94 - 4,14 >0,15-0,60 0,26-2,12 1,13-3,16 nd - 9,26
180 nd - 3,69 0,39 0,78 - 3,33 > 0,08 - 0,60 0,28 - 2,01 0,92 -2,75 nd - 13,81

nd: no detectable; nr: no reporta informacion
Nota: los datos se tomaron de la referencia 29
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