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DESARROLLO DE UN MÉTODO ANALÍTICO PARA EL ANÁLISIS DE 
PCBsSIMILARES A DIOXINAS Y PCDD/Fs EN MUESTRAS DE PEQUEÑO 

VOLUMEN DE SUERO SANGUÍNEO DE PACIENTES CON PROBLEMAS DE 
FERTILIDAD. 
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Introducción 
Desde hace algunos años varios estudios han indicado que la calidad seminal humana y la 
fecundidad han ido declinando durante las últimas décadas

1-13
.Según datos de la Organización 

Mundial de la Salud se estima que el 8% de las parejas (50 a 80 millones de personas en el 
mundo) padecen algún tipo de infertilidad

12
. Estos cambios en las muestras seminales parecen 

ser recientesy podrían estar relacionados con el estilo de vida y/o con el incremento de la 
concentración de contaminantes y tóxicos ambientales

1-4
. 

 
Actualmente hay un interés científico creciente en conocer la relación entre la exposición 
ambiental y ocupacional a tóxicos y/o contaminantes y la alteración de la calidad espermática, 
así como la implicación de éstos en la esterilidad masculina 

1-3, 14.
Se ha señalado que al menos 

la mitad de los casos de esterilidad de etiología desconocida del varón podrían atribuirse a 
exposiciones profesionales y/o ambientales a diferentes compuestos. Específicamente 
disruptores endocrinos químicos como: pesticidas, herbicidas, bifenilospoliclorados (PCBs), 
policlorodibenzo-p-dioxinas (PCDDs) ypoliclorodibenzofuranos (PCDFs) entre otros. 
 
Los bifenilospoliclorados (PCBs), dibenzo-p-dioxinas (PCDDs) y los policlorodibenzofuranos 
(PCDFs)  son 3 de los 12 compuestos orgánicos persistentes reconocidos por la UNEP

18
. Estos 

compuestos son lipofílicos,  poseen una gran estabilidad térmica y química, por lo que una vez 
introducidos en el medio ambiente pueden persistir en el medio ambiente durante décadas. 
Estas características confieren a estos compuestos una gran capacidad para biomagnificarse y 
bioconcentrarse en determinadas condiciones medioambientales y alcanzar así 
concentraciones importantes desde el punto de vista toxicológico. 
 
Los efectos de la toxicidad de estos compuestos sobre el sistema reproductor masculino han 
sido estudiados principalmente en animales donde se han descrito: alteración de la secreción 
de la hormona luteinizante (LH), morfología anormal de testículos, decrecimiento de la 
espermatogénesis y reducción de la fertilidad

15
.Aunque en el hombre los estudios son limitados 

y contradictorios, distintos estudios han demostrado que estostóxicos podrían tener efectos 
adversos en el sistema reproductivo masculino, bien por afectar a la función endocrina

16 
 o a la 

espermatogénesis, lo que resulta en una calidad seminal disminuida
17

. 
 
El presente trabajo constituye la primera fase de un proyecto en el que se pretende obtener 
una relación entre la calidad seminal humana y la exposición a PCDD/Fs y PCBs similares a 
dioxinas. El objetivo de esta primera fase consiste en desarrollar un método analítico para el 
análisis de muestras de suero sanguíneo de pequeño volumen (1 mL). El desarrollo del método 
debe tener como pilares la minimización tanto del consumo de reactivos químicos, como del 
tiempo, con el objeto de reducir al máximo el coste del análisis, pero manteniéndose en todo 
momento los criterios de calidad exigidos por el método de la EPA 1613 para el análisis de 
PCDD/Fs. Esta optimización obedece a la necesidad de llevar a cabo un estudio 
individualizado por paciente. 
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Materiales y Métodos  

Materiales  

Muestras 
Las muestras de sangre se obtuvieron mediante punción venosa, se dejó reposar la sangre, 
posteriormente fue centrifugada y se separó el suero por decantación, la fracción de suero se 
almacenó en la oscuridad a -20ºC hasta su análisis. 
Extracción y Análisis instrumental 
La extracción, se llevó a cabo con hexano siguiendo el protocolo desarrollado por Mohry col.

20
 

con algunas modificaciones.En un tubo de ensayo se adicionó inicialmente 1 ml de la muestra 
desuero sanguíneo, seguido de la adición de patrones de PCDD/Fs y PCBs similares a 
dioxinas para posteriormente ser agitada durante 1 minuto en vortex.A continuación, se 
añadieron 3ml de hexano y 2 ml de ácido sulfúrico.La mezcla fue agitada nuevamente en 
vortex y luego centrifugada (10 min a 2000 rpm). Posteriormente la fase de n-hexano fue 
retirada con ayuda de una pipeta Pasteur y el contenido restante (suero+ ácido) fue re-extraído 
dos veces máscon 2 ml de n-hexano. En los tubos donde fueron colectados los extractos de n-
hexano se añadieron 2 ml de ácido sulfúrico, y posteriormente fueron centrifugados. Por último 
la fase orgánica fue separada y transferida a un tubo colector para suevaporación bajo 
corriente de nitrógeno, y finalmente se añadieron los patrones de recuperación de PCDD/Fs y 
PCBs similares a dioxinas. 
Los extractos obtenidos fueron analizados por cromatografía de gases de alta resolución 
(HRGC) y espectrometría de masas de alta resolución (HRMS).  
 
Resultados y Discusión 

Tras numerosas pruebas, el método desarrollado permite obtener para los distintos isómeros, 

tanto de PCDD/Fs como de PCBs similares a dioxinas, recuperaciones comprendidas entre el 

60% y el 75%. En la Figura 1 se muestra el perfil relativo de PCBs similares a dioxinas para 

dos muestras de suero sanguíneo analizadas. 

 

Figura 1. Perfil relativo de los 12 PCBs similares a dioxinas en dos muestras de suero. 

Conclusiones 
Se ha desarrollado un método que cumple los requisitos necesarios para llevar a cabo un 
análisis conjunto de PCDD/Fs y PCBs similares a dioxinas en muestras de pequeño volumen 
de suero sanguíneo minimizando el coste del análisis, pero respetando los criterios de calidad 
exigidos por la EPA. 
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