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RESUMEN

Los Hidrocarburos Arométicos Policiclicos (HAP) son compuestos importantes en la determinacion de la
contaminacion atmosférica, producida por la combustiéon de fuentes mdviles, contaminacién industrial y
la industria petrolera. Los HAP son considerados contaminantes prioritarios por La Agencia de Proteccion
Ambiental de EE.UU (USEPA), debido a sus propiedades carcinogénicas y mutagénicas. Los HAP presentes
en los alimentos, representan un riesgo potencial a los consumidores, se asocian facilmente con la materia
particulada y finalmente se depositan en el sedimento y en el agua. En los ecosistemas acudticos los HAP se
incorporan a la biota del entorno y los peces resultan excelentes biomarcadores de su presencia. La regién de
Mutiscua esta influenciada por la contaminacion atmosférica producida por las fuentes méviles a gasolina y
diésel que circulan por una via nacional aledana al municipio. El creciente interés existente en la actualidad
por la investigacién en el campo de los compuestos organicos como los Contaminantes Prioritarios (CP), se
debe a la identificacion de efectos adversos de estos contaminantes sobre la salud y los ecosistemas. La presente
investigacion, es unaevaluacion de la presencia delos CP, en misculoy piel detruchaarcoiris. La determinacion
de los HAP (CP) se realiz6 por Cromatografia de gases utilizando detector FID (Flamelonization Detector). Se
logré identificar la presencia de una mezcla de Benzofluorantenos, considerados como posibles carcin6genos
enhumanosy a nivel de trazas la posible presencia del Benzo(a) pireno, también clasificado como carcinégeno.

Palabras Clave: cromatografia de gases, benzo(a)pireno, benzofluorantenos, Oncorhynchus mykiss, peces.

ABSTRACT

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) are important compounds in determining atmospheric pollution
produced by combustion from mobile sources, industrial pollution and oil industry. PAHs are considered
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priority pollutants by the US Environmental Protection Agency US (USEPA), due to its carcinogenic and
mutagenic properties. PAHs in food, represent a potential risk to consumers, are easily associated with the
particulate matter and finally settle into the sediment and water. In aquatic ecosystems PAHs join the biota
of the environment and the fish are excellent biomarkers of his presence. Mutiscua region is influenced by
atmospheric pollution from mobile to petrol and diesel driven on a nearby national road to the municipality.
The growing interest today in research in the field of organic compounds such as Priority Pollutants (PP),
is due to the identification of adverse effects of these pollutants on health and ecosystems. This research is
an assessment of the presence of PP in muscle and skin of rainbow trout. The determination of PAHs (PP)
was performed by gas chromatography using FID (Flamelonization Detector). It was possible to identify the
presence of a mixture of Benzofluorantenos considered as possible carcinogenic to humans, and trace level
the possible presence of Benzo(a) pyrene, also classified as a carcinogen.

Key words: gas chromatography, benzo(a) pyrene, benzofluorantenos, Oncorhynchus mykiss, fish.

INTRODUCCION expuestos a los HAP a través de multiples vias,

incluyendo la inhalacion de aire contaminado

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) y la ingestion de alimentos que contienen
son un grupo de carcinégenos ambientales hidrocarburos aromaticos policiclicos (Ramesh
ampliamente distribuidos en el aire, en el suelo et al. 2004). Algunos autores han demostrado
y en los alimentos. Los HAP se han convertido que los escapes de los motores de los vehiculos
en contaminantes ambientales generalizados son probablemente la fuente mds importante de
debido a su aparicion en el petréleo, el carbon, HAP actualmente detectada (Fang et al. 2004;
el hollin, los contaminantes del aire y los aceites Culotta et al. 2005). Una vez producidos, los
de corte (Hardin et al. 1992; Mudzinski 1993). HAP se pueden dispersar ampliamente a través
Los HAP se encuentran en los gases de los del medio ambiente en el aire, agua, pueden
vehiculos, en el humo de la madera, en el humo acumularse en los suelos y sedimentos (Bartos
del cigarrillo y también en altas concentraciones et al. 2009; Danyi et al. 2009; Zhang et al.
en los alimentos a la plancha y parrilla (IARC 2009). Después de entrar en el cuerpo humano,
1983; ATSDR 1995; Guillén et al. 1997; los HAP se someten a una serie de procesos
Bostrom et al. 2002). Los HAP también han de biotransformacién. Durante el metabolismo
contaminado los sistemas de agua dulce (Couch de fase I, los HAP se oxidan por las enzimas
y Harchbarger 1985; Weeks et al. 1990). Los del citocromo P450 para formar intermedios
HAP son potencialmente cancerigenos (Shailaja epOxidos altamente reactivos (Grover 1986). En
y D'Silva 2003). Algunos HAP son considerados las células mamarias, los HAP sufren activacion
agentes causantes de cancer de pulmén, de metabdlica hasta epodxidos diolicos que se
es6fago, gastrico, colorrectal, vejiga, piel y enlazan covalentemente a macromoléculas
préstata y canceres de cuello uterino en los celulares incluido el ADN, causando errores
seres humanos y modelos animales (ATSDR en la replicacion del ADN y mutacién (USEPA
1995). Debido a su potencial cancerigeno vy 2002; Yoon et al. 2007), que constituyen la
mutagénico, los HAP tienen, desde un punto etapa inicial de los procesos carcinogénicos
de vista toxicolégico, considerable interés (Janoszka et al. 2004). Los HAP pueden crear
(Armstrong et al. 2004). Los seres humanos estan toxicidad en organismos, al interferir con la
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funcién de la membrana celular y los sistemas
de acoplamiento de enzimas; los metabolitos
de HAP se pueden unir al ADN que causa
interrupciones bioquimicas y dafo celular a
los organismos (Kap et al. 2004; Gozgit et al.
2009; Jung et al. 2011). Muchos de los HAP
individuales son citotéxicos, mutagénicos y
potencialmente carcinogénicos para los seres
humanos (WHO 1998). Los peces recolectados
de aguas contaminadas por HAP presentan
anormalidades externas vy se piensa que estas
estan relacionadas con la inmunosupresion,
incluyendo lesiones de las branquias, piel
y aletas causadas por diferentes infecciones
(Seeley y Week 1991). Sin embargo, es poco lo
que se conoce sobre el mecanismo por el cual
los HAP inducen inmunotoxicidad en los peces.

En recientes estudios en peces se ha investigado
el mecanismo de la inmunotoxicidad inducida
por los HAP (Faisal y Huggett 1993; Carlson
et al. 2004; Reynaud y Deschaux 2005). Los
mecanismos de defensa inmune adquirido
de pescado son los mismos que los de los
mamiferos (Zelikoff 1998). Las células inmunes
que producen anticuerpos, se cree son analogas
a los linfocitos B de mamiferos, se encuentran en
el bazo y el rifén de los peces (Zelikoff 1998).
Sin embargo, a diferencia de las cinco clases de
inmonoglobulina (Ig) que se encuentran en los
mamiferos, los anticuerpos producidos por los
peces parecen estar restringidos a dos clases de
Ig muy parecidas mammalian IgM e IgD (Zelikoff
1998; Srisapoome et al. 2004). Recientemente,
un nuevo tipo de anticuerpo llamado IgT ha sido
identificado en la trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) (Hansen et al. 2005). Los HAP pueden
inducir un efecto inmunolégico en la apoptosis
de las células del sistema de los peces (Buchiel
y Luster 2001; Weber y Janz 2001); Weyts et al.
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(1997) han demostrado que la apoptosis como
un mecanismo regulador inmune se conserva
en el pescado que demuestra su importancia
en el mantenimiento de la homeostasis
inmunolégica. En los mamiferos, una parte de
la inmunotoxicidad puede estar mediado por la
induccién de la muerte celular programada en
los linfocitos (Hardin et al. 1992; Hinoshita et
al. 1992; Yamaguchi et al. 1996). En los peces,
un menor nimero de estudios se han realizado
para definir el papel de la apoptosis en la
inmunotéxicidad mediada por los HAP. In vivo
la exposicion a HAP inducida por la apoptosis
en los eritrocitos de anguila (Nigro et al. 2002)
y el bagre de canal (Ictalurus punctatus), que
viven en agua contaminada por HAP, muestran
un aumento de eritrocitos apoptésicos (Frenzilli

et al. 2004).

El pescado es un producto de consumo masivo
en la canasta familiar; perecedero, ademas es
considerado una fuente sana de alimentacién,
que puede presentar niveles de toxicidad,
debido a la influencia de la contaminacién
acudtica y el dano alimentario que puede causar
a largo, mediano y corto plazo. Como no se
han encontrado estudios colombianos sobre la
identificacion de HAP en los alimentos, se hace
necesario investigar en la identificacion de HAP
enlamatrizalimentariade productos de consumo
masivo en el pais y de esta manera, establecer
de
garantizar aspectos de seguridad alimentaria.

elementos seguimiento que permitan
El objetivo de la presente investigacion fue
adelantar una investigacion preliminar sobre
la presencia y naturaleza de hidrocarburos
aromaticos policiclicos considerados como
contaminantes prioritarios, en el mdsculo y piel
de truchas arco iris provenientes de un sistema
de cultivo intensivo ubicado en el municipio de
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Mutiscua (Departamento de Norte de Santander,
Colombia).

MATERIALES Y METODOS

Mutiscua estd ubicada en el departamento
de Norte de Santander, con las siguientes
coordenadas geograficas: longitud Oeste
71°45' 02", latitud Norte 07° 18" 07". Altitud
2600 m.s.n.m. y temperatura media de 14 °C.
La trucha es la principal especie que se cria
en el municipio y se ha convertido en una
alternativa importante para la zona. Debido a
las condiciones topograficas y climatolégicas,
y a la oferta hidrica se han consolidado diversas
estaciones truchicolas; para la produccién
se cultiva la trucha Arcoiris, tipo Kam-Loop
procedente de Estados Unidos. Mensualmente,
se siembran 60.000 truchas con un periodo de
cosecha de 10 meses.

Mutiscua se posiciona como uno de los
de

arcoirisen el mercado nacional y departamental

principales comercializadores trucha
con una produccion de 25 toneladas al mes
consoliddndose como el principal productor
en el departamento Norte de Santander.

Mutiscua estd ubicada a dos km de la via

nacional que comunica a Pamplona con

Bucaramanga, caracterizada por una alta
influencia de vehiculos pesados-tractomulas
que funcionan con diésel y vehiculos a
gasolina. La trucha arco iris se adquiri6 en los
estanques de la zona de Mutiscua.

Para obtener la muestra se aplicé muestreo
no probabilistico con tamano de muestra
intencional, de tres peces por estanque, se
seleccionaron tres estanques para un total de
18 ejemplares, el promedio de los ejemplares
tenia un peso de 450 g y una longitud de 45
cm.
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Extraccion y concentracion de la materia
organica

La materia orgdnica presente en mdusculo
y piel de los ejemplares se extrajo mediante
ultrasonido; se utilizé el diclorometano como
solvente de extraccién. La piel y mdsculo de
la trucha por separado (2 g), se colocaron
en un vaso de precipitado con 50 mL del
solvente durante una hora a una temperatura
de 23 °C - 24 °C.

Una vez obtenido el extracto orgénico, se filtra
y se concentra en un rota evaporador hasta
aproximadamente 5 mL (extracto global).
Posteriormente el extracto global se utilizé, para
la determinacién de Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos (HAP) por Cromatografia de Gases.

Las muestras de HAP (musculo y piel de la
trucha) se secaron con Na,SO,, con el fin de
eliminar el agua residual y preparar la muestra
para el andlisis cromatogréfico.

Identificacion de Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos (HAP)

Para identificar los Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos (HAP), se utiliz6 un equipo de
Cromatografia de Gases Agilent Technologies
6890A Plus Series Il Hewlet-Packard Plus con
detector FID (Flamelonization Detector). La
columna utilizada fue Restek Rxi-17 Sil MS,
30 m de longitud, 0,25 mm de diametro,
0,25 pm de diametro interno (silarylene similar
a 50% phenyl /50% dimethylpolysiloxane).
Para la identificacion de los HAP se utilizo el
patrén de 16 hidrocarburos de Restek (catalogo
# 31841 EPA Method 8310 PAH Mixture). La
identificacion cualitativa de los HAP presentes
en el extracto global se realiz6 de acuerdo a
las siguientes condiciones: temperatura del



TEMAS AGRARIOS - Vol. 19:(2

inyector 250 °C; detector FID a 320 °C Mezcla
(mL/min): aire 400 — H, 30 -N, 45. Se inyecto
1 pL, modo splitless. Condiciones del horno:
Temperatura inicial 65 °C por 0,5 min y se
incrementa de la siguiente manera: 15 °C/min
hasta 200 °C, 4 °C/min hasta 330 °C durante
15 °C/min. Gas de arrastre Helio, flujo 20 mL/
min. Tiempo de analisis por muestra 53,33 min.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la identificacion de los diferentes HAP
presentes en el extracto global tanto en piel
como en musculo de truchas destinadas
a consumo, se tomdé como referencia el
cromatégrama de la muestra patréon de 18
Hidrocarburos aromaticos policiclicos (EPA
Method 8310 PAH Mix.).

En la figura 1se muestra el cromatégrama del
estandar de los 18 HAP (Restek EPA method
8310 PAH Mix), que corresponden al:
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En este caso el cromatégrama que se muestra
en lafigura 1 se obtuvo con la columna RESTEK
Rxi®-17Sil MS.
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Figura 1. Cromatograma del patrén estandar de los 18 HAPs (Restek EPA method 8310 PAH Mix)
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Enlafigura2 se presenta el perfil cromatografico
en el misculo de las truchas y se observa que en
el tiempo de retencién de los 35 min aparece
la mezcla de dos HAP que corresponden a los
Benzo (b), benzo(k) fluorantenos, los que estan
incluidos en la lista de los HAPS8.

En la figura 3 se tiene el perfil cromatografico
que corresponde al andlisis de la piel en los
ejemplares; se observa que en el intervalo
de 35 a 40 min, aparece el benzo (a) pireno,
considerado como altamente carcinégeno por
la IARC.

60 -
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40 4
30 <4
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La contaminaciéon del agua y el potencial
resultante de bioacumulacion de los
contaminantes en los organismos acuaticos
presenta un riesgo creciente para la vida
silvestre y los seres humanos. Los hidrocarburos
aromaticos policiclicos necesitan especial
atencion debido a su conocida toxicidad
(Couillard, 2002) y que son potencialmente
cancerigenos (Shailajay D'Silva, 2003); estos
compuestos pueden inducir lesiones hepaticas,
fisiolégicas y trastornos bioquimicos en los
peces. Se ha demostrado que en la trucha
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Figura 2. Perfil cromatografico en musculo de la pulpa de la trucha arco iris
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Figura 3. Perfil cromatografico de la piel de la trucha arco iris



TEMAS AGRARIOS - Vol. 19:(2) Julio - Diciembre 2014 (194 - 205)

expuesta a HAP, se bioacumulan aumentando
los niveles de contaminantes en los tejidos
con el tiempo (Hellou et al. 2002; Hellou
y Leonard 2004). La Agencia de Proteccién
Ambiental de EE.UU. (USEPA) recomienda el
monitoreo de ciertos HAP conocidos como
contaminantes prioritarios (Shibamoto 1998;
USEPA 1986) y ha propuesto una seleccion
de HAP que se encuentran frecuentemente en
monitoreos de muestras ambientales a saber,
Naftaleno (Na), Acenafteno (Ac), Acenaftileno
(Ace), Fluoreno (F), Antraceno (A), Fenantreno
(Pa), Fluoranteno (Fl), Pireno (P), Benzo(a)
(BaA), (Ch), Benzo(b)
fluoranteno (BbF), Benzo (k) fluoranteno (BkF),
(BaP), dibenzo(a,h)
antraceno (DhA), Benzo(g,h,i)perileno (BgP),
Indeno(1,2,3-cd)pireno (IP) (USEPA 1984). El
Benzo(a)pireno estd clasificado en el grupo 1

antraceno Criseno

Benzo(a)pireno

como carcinégeno para humanos; la mezcla
de Benzo(b)fluoranteno, Benzo(k)fluoranteno
se clasifica en el grupo 2B como posiblemente
carcinogénicos para humanos (USEPA 2002;
IARC 2004; IARC 2010).

De estos HAP conocidos como prioritarios,
se recomienda el monitoreo de ocho HAP de
elevado peso molecular (HAP8) como el BaA,
Ch, BbF, BkF, BaP, IP, BgP, DhA (EC 2005).

Seglin la opinion del panel cientifico de
contaminantes en la cadena alimentaria (EFSA
2008) el BaP noes el indicador mas conveniente
de la presencia de HAP en los alimentos y
considera que la presencia de los HAP8 son
los més indicados en los alimentos. El BaP es
clasificado por la Agencia Internacional para
la Investigacion sobre el Cancer (IARC) como
carcinégeno para los humanos (IARC 2010),
mientras que otros HAP se consideran probables
y posibles carcinégenos en humanos (IARC
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2002). El Benzo [a] pireno es probablemente
el HAP carcinégeno mas conocido y en
muchos estudios de estimacion de riesgos de
cancer humano, se utiliza a menudo como
un sustituto de otros HAP cancerigenos. El
andlisis de HAP en peces es particularmente
dificil debido a la baja concentracion de los
compuestos individuales, ya que generalmente
la determinacién o la presencia de estos son a
nivel de trazas.

El creciente interés existente en la actualidad
por la investigacion en el campo de los
compuestos organicos como los HAP, se debe
a la identificacion de efectos adversos de estos
contaminantes sobre la salud y los ecosistemas.
Es de anotar que los Hidrocarburos aromaticos
policiclicos (BaP y la mezcla BbkF) detectados
en la truchas, estin considerados dentro del
grupo de los HAP8 como contaminantes
prioritarios y como indicadores posibles de
la potencia carcinogénica de los HAP en los
alimentos; provienen exclusivamente de la
combustion de las fuentes méviles que circulan
con diesel y gasolina.

Estos resultados nos indican la necesidad
de establecer en Colombia un programa de
vigilancia que incluya la determinacion de las
concentraciones de los HAP en los productos
alimenticios, ya que los HAP encontrados,
pueden ocasionar a largo plazo un riesgo para

la salud humana.
CONCLUSIONES

De los HAP8 estudiados en musculo y piel de
truchas cultivadas se encontraron los benzo-
fluorantenos y el benzo(a)pireno clasificados
como carcinégenos; se trata de contaminantes
altamente peligrosos por presentar actividad

mutagénica y genotoxica.
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