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RESUMEN

Eneste trabajose presenta lametodología analítica implementada en nuestro íaboratorio para evaluar
hidrocarburos aromáticos polinucleares(PAH'S), usando la técnica de HPLC con detección a 254 nm.
Se utilizó unacolumna ODS C18,150X4 mm y5 um de tamaño de partícula, ungradiente de elución
de 30 - 90 % acetonitrilo - agua. El método desarrollado ofreció buena reproductibilidad y buenos
limites de cuantificación. Se pudieron determinar 10 hidrocarburos aromáticos polinucleares.

ABSTRACT

Amethod forthe evaluation ofaromatic polinuclear hydrocarbons hasbeen tried using high performance
liquid Cromatography with a detection wave lenght of 254 nm. An ODS C18, 150 X 4 mm and 5um
partióle size, elution gradient of30- 90 % acetonitrile - watermobile phase. Ten PAH'S were possible
of evolution with great reproducibilites and quantifation limits.
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INTRODUCCION

Los hidrocarburos aromáticos policíclicos
(Polycyclic Aromatic Hydrocarbons. PAH),
son contaminantes de alta peligrosidad que
por su difícil degradación por procesos natu
rales, a su toxicidad y propiedades
carcinogénicas, teratogénicas y mutagénicas,
su estudio, determinación y caracterización
merece especial cuidado. Estos hidrocarbu
ros al ser introducidos al ecosistema por di
ferentes causas, se esparcen rápidamente y
muy pocas partes del mundo no están afec
tadas por estos contaminantes y de allí que
sean considerados contaminantes ambienta
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La fusión de dos o más anillos de benceno

origina este tipo de compuestos. En este tra
bajo se determinan un conjunto de diez hi
drocarburos aromáticos. La figura 1 muestra
tes estructuras de los PAH determinados en

este trabajo.
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Figura 1 Estructuras de los diez PAH separados en este estudio
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IIVIPACTO AMBIENTAL DE LOS PAH

SOBRE EL ECOSISTEMA MARINO.

La contaminación por PAH y sus efectos físi
cos, químicos y biológicos son consecuencia
inevitable de la producción, uso y transporte
mundial del petróleo y sus productos (50%
de la descarga totalde hidrocarburos al mar),
de la utilización de vehículos a motor de pe
tróleo (Por Ej. Un vehículo produce alrede
dor de 50 pg/L de B[a]P por Km. recorrido,
las aeronaves emiten típicamente 10 mg de
B[a]P por minuto de recorrido). Además tam
bién están presentes en el humo de cigarrillo
, en aceites lubricantes usados y pueden
generarse como subproductos de
combustión^.

Sólo es suficiente una concentración de 50
pg/L de PAH totales sobre una amplia zona
marina para afectar seriamente las larvas
de algunos organismos marinos. Estos
compuestos pueden causar la muerte entre
un 51 y 96% de los corales en caso de de
rrame®-^.

TOXICIDAD

Los PAH se caracterizan por su persistencia
y propiedades mutagénicas, teratogénicas y
carcinogénicasL Donde la teratogénesis se
refiere a la aparición de defectos de nacimien
to originados por el daño a las células
embrionarias o fetales o por las mutaciones
en las células de los óvulos o el esperma, la
mutagénesis es la alteración en el DNA pro
duciendo cambios hereditarios y la
carcinogénesis ocurre cuando sustancias
químicas xenobóticas causan una
incontrolada replicación celular (cáncer).

El Benzo[a]Pireno (BaP) es reconocido como
uno de los más peligrosos de este grupo ya
que está ampliamente distribuido y es extre
madamente carcinogénico.

Ornar Velásquez López, José J. Martínez.

En una evaluación sobre su toxicidad en la piel
de ratones, se notó que la dosis de actividad
sensible fue de 5.6 x 10 ®mmol, se observó
daño pulmonar y teratogenicidad. Durante 10
meses se inyectó intra-traquealmente 0,05 mg
de éste compuesto en ratas, produciendo
tumores pulmonares en el 28% de los anima-
les^.

METABOLISMO

La principal ruta metabólica de los PAH es la
formación de los óxidos de areno los cuales

se isomerizan a fenoles. (Figura 2). En ma
míferos, incluyendo al hombre, la ingestión
de estas sustancias inducen cambios en las

enzimas citocroma p-450 en el retículo
endoplasmático, que están situadas princi
palmente en el hígado, pero además en los
ríñones, pulmones e intestinos. Los óxidos y
fenoles formados en esta ruta se conjugan
con las moléculas solubles en agua, como el
tripéptido glutation-glutamil cistenil glicina,
entonces son excretados^.
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Naltaleno

Espontanea

Hidrólisis
enzimática

Figura 2 Metabolismo oxidativo del naftaleno.

TECNICAS ANALITICAS PARA LA

DETERMINACIÓN DE PAR

La cromatografía es la técnica dominante para
la identificación y cuantificación de este tipo
de compuestos, como HPLC fase reversa con
detector fluorescente y UV/Vis^
cromatografía de gases con detector de
ionización de llama^®'̂ ®'̂ "^"®, cromatografía
de gases acoplada a espectrometría de ma-

12,15,16-20,24,28-31
sas

Espectrofluorimetria de alta resolución de
Shpol'skii, este método consiste en incrustar
los PAH en una matriz de policristales de n-
alcanos sometidos a bajas temperaturas (10
K) y son caracterizados por sus espectros de
fluorescencia obteniéndose estructuras casi

lineales (efecto de Shpol'skii). El uso de este
efecto de fluorescencia proporciona gran se
lectividad y alta sensibilidad®^

Otras técnicas como la determinación

gravimétrica e infrarroja se han empleado.La
utilización de la espectroscopia UV también
permite determinar cualitativamente la pre
sencia de PAH'S®®.

HPLC

La cromatografía liquida de alta eficiencia en
fase reversa, es la forma más popular de la
cromatografía liquida para separar PAH por
que proporcionan una excelente selectividad.

Los PAH absorben intensamente luz

ultravioleta por lo que el detector UV es muy
sensible a sus sistemas conjugados extendi
dos. El espectro de los PAH está caracteri
zado por una estructura vibracional fina,
muestran tres bandas de absorción, (e^, y
B), originadas por las transiciones p®p*. Al
aumentar el número de anillos condensados

en la serie del aceno (lineales), la absorción
se desplaza progresivamente a longitudes de
onda mayores hasta llegar a la región visible
mientras que los compuestos policiclicos an
gulares, los afenos, también muestran un des
plazamiento batocrómico de su sistema de
tres bandas con el incremento en el número

de anillos, pero el incremento es menor que
para los acenos®".

Los PAH'S cubren un amplio rango de reten
ción y su separación puede lograrse mediante
la elución isocrática pero el tiempo emplea
do es largo, lo que implicaría un mayor con
sumo de solvente, además de un mayor en
sanchamiento de banda de los últimos picos
en eluir, por esto se prefiere la elución en
gradiente.
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V. 0.8

La adición de ciclodextrinas a la fase móvil

afecta la separación de los PAH ocasionan
do una disminución en el coeficiente de ca

pacidad y la mejor resolución de isómeros,
aunque en la década pasada los métodos de
HPLC empleaban las ciclodextrinas como fa
ses estacionarias ligadas.
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Las ciclodextrinas son oligosacáridos solu
bles en agua pero que contienen cavidades
hidrofóbicas en las cuales pueden
encapsularse moléculas huésped para formar
complejos de inclusión, un ejemplo de estos
tipos de compuestos es la variedad de com
plejos ciclodextrinas-PAH®-^.

COMPARACION DE LOS FACTORES DE RESPUESTA UTILIZANDO LONGITUD

DE ONDA FIJA Y VARIABLE

utilizando longitud de onda variable
Utilizando longitud de onda fija (254 nm)

CROMATOGRAMA BAJO LAS CONDICIONES OPTIMAS ESTABLECIDAS

0,6000 -

0.4000 •

XI

<

0,2000 -

0,0000

261 iun«{^25D lun 230 mu

15,00

270 mu

20,00

TIEMPO DE RZTENCIOH
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CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS OPTIMAS PARA LA SEPARACIÓN DE LOS DIEZ
PAN ESTUDIADOS.

Columna ODS (150x4 mm) 5 pm de

tamaño de partícula

Volumen de Inyección 10 pL

Flujo 1 mL/min.

Gradiente de Elución Tiempo (min.) AcN (%)

0 30

20 90

Detección UV Tiempo (min.) (nm)

0 261

14 250

16 230

18 270

20 300

PAH Limite de Limite de Factor de r

cuantificación detección respuesta (n=14)
(ng. Inyectados) (ng. Inyectados) (Área/ng.iny.)

F 5,0 1.0 0.1732 0,9997

Fen 0.9 0.5 0,5937 0,9998

An 0.6 0.2 1,0222 0,9995

Ft 2.0 1.0 0,3689 0,9989

Pi 1.7 1.0 0,4610 0,9997

Cri 3.5 0.8 0,1997 0,9995

B[a]An 1,0 0.8 0,7578 0,9992

B[b]Ft 5.1 0.8 0,1222 0,9992

B[a]P 2.1 0.8 0,3164 0,9991

B[ghi]Pe 2.6 2.0 0,2787 0,9988
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CONCLtSIONES

La columna C,g empleada permitió separar todos los PAH estudiados utilizando un sistema
eje elución en gradiente, claro que el par B[a] An y criseno tuvieron una pobre resolución,
pero el integrador no tuvo problema en diferenciarlos e integrarlos independientemente uno
de otro, esto lo demuestra en que la reproducibilidad de las señales de este par de compues
tos es buena. Esta columna además permitió la elución de todos los 10 PAH en un tiempo
menor que el reportado por varios investigadores^ ®"^L

Los límites de detección y el rango lineal se ven seriamente afectados por la longitud de
onda bajo la cual se hizo el análisis, mientras que para el antraceno el límite de detección es
de 0,3 ng. inyectados y la amplitud del rango lineal es de 400 para el B[ghi]Pe, que a 254 nm
no presenta su máximo de absorción ,su límite dedetección es de 3 ng. inyectados además
de una considerable reducción en la amplitud de su rango lineal. Este problema se ve dismi
nuido con la variación de la longitud de onda durante la corrida cromatográfica.

El método por su buena reproducibilidad, con valores de desviación estándar relativa meno
res del 3% permite arrojar buenos resultados para su posterior utilización en la determina
ción de estos hidrocarburos en matrices ambientales.
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