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Re s umen

A nivel global se descargan a las fuentes de agua vertimientos industriales con alta carga
de xenobidticos. Por ejemplo, en la Orinoquia Colombiana, en boca de pozo se producen
~16 barriles de agua por cada barril de petréleo. Incluso después de tratamiento, las aguas
vertidas contienen cantidades sustanciales de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos
(HAPs). Estos compuestos son altamente téxicos y de prioridad ambiental a nivel global,
debido a su persistencia en el ambiente y acumulacion en la cadena trofica. En este trabajo
se desarrollé una técnica analitica de fluorescencia de excitacién-emisién (EEMS) para la
deteccién y cuantificacibn de HAPs, y sus metabolitos en una matriz biolégica compleja
(bilis de peces). Esta técnica espectroscépica es sensitiva, mas rapida y menos costosa

gue la cromatografia.

La EEMS permitié detectar la presencia de metabolitos de HAPs (1-hidroxipireno, 1-, y 2-
hidroxinaftaleno, 9-hidroxifenantreno) en peces expuestos en laboratorio (Piaractus
brachypomus y Aequidens metae). Se encontré una gran especificidad espectral (huella
fluorométrica), y alta sensibilidad (hasta ppt) para los compuestos y mezclas medidas
(precursores, metabolitos y bilis). Para esto se hizo una optimizacion metrol6gica del
fluorometro, y de la metodologia de medicién (incluyendo del solvente). Se encontré una
alta variabilidad especie-especie e individuo-individuo en las superficies espectrales de la
bilis. A pesar de esto se logroé detectar y cuantificar espectralmente la presencia de los
metabolitos en bilis, a partir de sus espectros de referencia (compuestos puros en etanol),
con una excelente precision (r2 > 0.9). Los efectos filtro interno fueron apropiadamente

capturados por un modelo matematico.

Palabras clave: contaminacion de aguas; hidrocarburos aromaticos policiclicos;

metabolitos; bilis pez; fluorometria; matriz de excitacion-emision; metrologia.
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Abstract

Globally industrial discharges with a high xenobiotic load are discharged to water sources.
For example, in the Colombian Orinoco region, at the wellhead ~ 16 barrels of water are
produced for each barrel of oil. Even after treatment, the discharged waters contain
substantial amounts of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs). These compounds are
highly toxic and of global environmental priority, due to their persistence in the environment
and accumulation in the food chain. In this work, an analytical excitation-emission
fluorescence (EEMS) technique was developed for the detection and quantification of HAPs,
and their metabolites in a complex biological matrix (fish bile). This spectroscopic technique

is sensitive, faster and less expensive than chromatography.

The EEMS allowed detecting the presence of metabolites of PAHs (1-hydroxypyrene, 1-,
and 2-hydroxynaphthalene, 9-hydroxyphenanthrene) in fish exposed in the laboratory
(Piaractus brachypomus and Aequidens metae). High spectral specificity (fluorometric
fingerprint) and high sensitivity (up to ppt) were found for the measured compounds and
mixtures (precursors, metabolites and bile). For this, a metrological optimization of the
fluorometer was made and of the measurement methodology (including the solvent). A high
species-species and individual-individual variability was found in the spectral surfaces of the
bile. Despite this, it was possible to detect and spectrally quantify the presence of
metabolites in bile from their reference spectra (pure compounds in ethanol), with excellent
precision (r2> 0.9). The internal filter effects were appropriately captured by a mathematical

model.

Key words: water pollution; Polycyclic aromatic hydrocarbons; metabolites; fish bile;

fluorometry; excitation-emission matrix; metrology.
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La mineria, la explotacion de hidrocarburos (gases y liquidos), y el desarrollo de
infraestructura son actualmente tres grandes renglones de la economia colombiana.
Estos sectores proporcionan una fraccion sustancial de los recursos de
funcionamiento del Estado. Sin embargo, estas actividades también generan
diversos impactos ambientales. El licenciamiento ambiental proporciona un control
en cierta medida sobre el potencial impacto de estas actividades. Infortunadamente,
el monitoreo de emisiones atmosféricas o vertimientos a cuerpos de agua, y las
concentraciones de contaminantes en aire, aguas y suelos resultantes es limitado

tanto en los sitios de emision como en areas circundantes (ACP, 2016).

La explotacion de hidrocarburos en Colombia cubre casi todo el territorio nacional.
La produccion promedio estimada para el afio 2018 fue de 865.000 barriles de
petréleo por dia calendario (BPDC) (ACP, 2019). La cadena de valor de esta
industria incluye actividades tales como exploracion, produccion, transporte,
refinacion y distribucion. En Colombia estas actividades implican riesgos tales como
derrames accidentales y provocados, incluyendo por atentados, los cuales, aun
cuando son apropiadamente manejados, provocan dafios enormes sobre la flora, la
fauna, los componentes biofisicos del ecosistema y por tanto sus servicios

ambientales.

Incluso en ausencia de derrames y cuando se cumple la normatividad, las
operaciones de produccion y refinacibn generan vertimientos, que incluyen
compuestos xenobidticos, que pueden tener impactos significativos sobre las
fuentes de agua. El agua de produccién y los vertimientos petroleros en general se
conforman como mezclas complejas de compuestos organicos e inorganicos. Entre
los mas riesgosos de estos son los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS).
Estos compuestos xenobidticos son persistentes y no se degradan facilmente por

accion guimica, fisica o biologica. Ademas, en muchos casos su nivel de toxicidad
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es elevado, lo que impacta negativamente el ecosistema. A nivel mundial, son
considerados prioridad ambiental, debido a que se han identificado propiedades
carcinogénicas, teratogénicas y mutagénicas (Bakke et al., 2013; Ballesteros et al.,
2017; Lushchak, 2011).

En el afio 2016, en la Orinoquia Colombiana, region que produce mas del 70% del
petroleo en Colombia, la extraccion de crudo produjo en boca de pozo en promedio
16.48 barriles de agua por cada barril de petréleo producido. Esta enorme cantidad
de agua es tratada, ya sea para reinyeccion con el fin de mantener la presion de la
formacion, o para ser vertida a cuerpos de agua (Diaz Garzén, 2019; ACP, 2016).
Para evidenciar y cuantificar el impacto de estos vertimientos, se puede identificar
la presencia de los HAPs en este ambiente con dos alcances: la cuantificacion
analitica de los HAPs en agua y sedimentos, y la respuesta de exposicion en
organismos acuaticos. Sin importar la variabilidad en el tiempo de exposicion y la
distribuciéon espacial de contaminantes en la zona impactada, los peces pueden
absorber compuestos asociados a la produccién de petréleo por diferentes vias
(oral, respiracion y absorcién cutdnea), y presentar respuestas moleculares,
enzimaticas o fisiolégicas que evidencien la presencia de HAPs en su entorno
(Corredor-Santamaria, GoOmez, & Velasco-Santamaria, 2016; Corredor-
Santamaria, Mora-Romero, Escobar-Buitrago, Cruz-Casallas, & Velasco-

Santamaria, 2012; van der Oost, Beyer, & Vermeulen, 2003).

Las técnicas analiticas estandarizadas empleadas actualmente para realizar el
monitoreo de los HAPs en diferentes matrices, tienen alta efectividad y sensibilidad,
pero son costosas, requieren personal altamente calificado y equipos sofisticados.
Estos factores dificultan su aplicacion para el monitoreo regular de estos
contaminantes. Debido a esta problematica, la fluorescencia ha surgido como una
técnica alternativa, eficiente, rapida y menos costosa para determinar la presencia
de hidrocarburos en diferentes matrices ambientales. Ejemplo de esta técnica es el

analisis de la bilis de peces, en el cual se detectan y cuantifican los metabolitos de
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HAPs almacenados en la glandula biliar, a pesar de que la bilis sea considerada
como una matriz compleja. (Aas, Beyer, & Goksoyr, 2000; Beyer, Jonsson, Porte,
Krahn, & Ariese, 2010; Henderson et al., 2009; Krahn et al., 1993; Lombana
Charfuelan, 2016; Patra, 2003). La implementacién de esta técnica permitiria

mejorar la frecuencia de monitoreo ambiental de estos contaminantes.

Teniendo en cuenta lo anteriormente discutido, una de las principales preguntas de
investigacion de esta Tesis fue la siguiente: ¢Bajo qué condiciones y para que
metabolitos de HAPs es viable identificar y cuantificar su presencia en bilis mediante
la técnica de matriz de espectroscopia de fluorescencia de excitacidn-emision
(EEMS)?

Con esta investigacion se busca avanzar en la identificacién y cuantificacion de
HAPs y sus metabolitos mediante EEMS. Esta técnica relativamente simple produce
una enorme cantidad de informacién, es menos costosa y mas rapida que las
técnicas convencionales, incluyendo cromatografia, y tiene la potencialidad de ser
portétil para su aplicaciéon en campo (Cely, 2018 y Lombana, 2017). Este proyecto
de investigacion incluye una comparacibn con una técnica estdndar de
cromatografia (UHPLC-HRAM MS) para la cuantificacion de metabolitos en bilis de

peces expuestos en laboratorio.

Se realizaron mediciones de fluorescencia de hidrocarburos precursores e
hidrocarburos hidroxilados en matrices simples y reproducibles, principalmente
etanol, y medicion de bilis de peces expuestos en laboratorio y campo. La técnica
EEMS tiene el potencial para convertirse en una herramienta cotidiana de monitoreo

ambiental.

Por tanto, esta investigacion tuvo los siguientes objetivos:

Determinar la presencia y concentracion de metabolitos de HAPs en bilis de
peces de la Orinoquia Colombiana expuestos en laboratorio usando una

técnica analitica convencional estandar.
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Evaluar el potencial de deteccién de metabolitos de hidrocarburos aromaticos
policiclicos en bilis de peces de la Orinoquia Colombiana expuestos en
laboratorio usando fluorescencia de excitacion - emision.

Comparar la eficiencia de la técnica analitica convencional estandar y la
técnica de fluorescencia para la deteccién de metabolitos de hidrocarburos

aromaticos policiclicos.

Cabe mencionar que todas las actividades desarrolladas formaron parte de una
cadena de conocimiento, con cada eslabon se dio respuesta a cada interrogante y
se propino el cumplimiento de los objetivos anteriormente mencionado, lo cual podra

ser observado en detalle en la seccién de resultados.

En el presente trabajo se abordan conceptos de contaminaciéon ambiental desde la
interaccién entre la fuente de contaminacion, la via o medio de emisién y la
exposicion de los organismos ante los contaminantes, ofreciendo informacion para
evidenciar el puente de evidencia de la contaminacion (capitulol). En el capitulo 2
se abordan las técnicas para la deteccion de HAPs, incluyendo la técnica analitica
convencional (cromatografia) y la analitica alternativa (fluorescencia). Por su parte,
para poder determinar los metabolitos de los hidrocarburos en bilis de peces de la
Orinoquia se llevaron a cabo exposiciones en laboratorio. Esto incluy6 las
preparaciones de muestras y temas metodoldgicos necesarios para la
determinacién de los compuestos de interés (capitulo 3). Posteriormente, se
presentan y analizan los resultados obtenidos en la investigacion teniendo en cuenta
conceptos metrolégicos para su evaluacion, para lo cual se brinda la informacién
necesaria para comprender las etapas realizadas (capitulo 4). Finalmente, se
presentan las conclusiones, recomendaciones y perspectivas de esta investigacion

(capitulo 5).
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Uno de los mayores problemas en ciencias e ingenieria ambiental es conectar
fuentes de emisidén con impactos en compartimientos ambientales y ecosistemas,
es decir, generar un Apuente de evidenci ao
esta tesis, desde descargas o derrames (emision), pasando por concentraciones en
aguas superficiales y subterraneas (inmisién) hasta el impacto en ecosistemas,
incluyendo la bioacumulacién o respuesta biolégica en organismos (exposicion).
Entiéndase como emision la liberacion de agentes toxicos al ambiente (interprétese
ambiente como aire, suelo 0 agua), que van a generar contaminacion; la inmision
como la disponibilidad de estos contaminantes y el medio por el cual llega hasta
ocasionar la exposicion; y finalmente, la exposicion que es el momento en el cual el
toxico esta ante la presencia de un detector, el cual puede ser inerte como un
detector de contaminacion atmosférica 0 vivo como una persona o animal que

evidencia una respuesta segun el tiempo de exposicion (Jiménez, 2016) (Figura 1).
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Figura 1. Puente de evidencia de contaminacion por hidrocarburos. Adaptado de
(Khan et al., 2019), Siluetas de la industria de petréleo, llustracion 48628102 ©
Vladimir Ovchinnikov - Dreamstime.com

1.1 Contaminacion ambiental por hidrocarburos
aromaticos policiclicos, compuestos asociados
al petroleo

En la actualidad, la actividad antropogénica se ha convertido en una constante
amenaza para el equilibrio y estabilidad de los ecosistemas (Otero-Paternina, Cruz-
Casallas, & Velasco-Santamaria, 2013), y en este sentido, los sistemas acuaticos
son blanco de recepcion de diferentes compuestos téxicos. Una de las industrias
gue mayores impactos produce en el ambiente es la relacionada a la extraccién de
los hidrocarburos, debido a su distribucién en diferentes regiones del mundo, el
impacto sobre los ecosistemas es latente a pesar de existir normatividad ambiental
presente en cada regiéon con abundancia petrolera (Guédez Mozur, De Armas
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Hernadndez, Reyes Gil, & Galvan Rico, 2003). Las practicas operacionales tipicas
de la industria petrolera en zonas tropicales impactan la biodiversidad y el medio
ambiente en general (Carrera-Martinez, Mateos-Sanz, Lopez-Rodas, & Costas,
2011). Por tal razon, la contaminacién del suelo y agua ha venido en aumento como
resultado de la exploracion, produccion, refinacion, distribucion y almacenamiento
de petrdleo crudo y sus derivados; asi como actividades relacionadas con la
industria como el transporte y los accidentes ocurridos como derrames o atentados
(Ferrera-Cerrato, Rojas-Avelizapa, Poggi-Varaldo, Alarcén, & Cafizares-Villanueva,
2006; Lastra Mier, 2015).

Entre los contaminantes de mayor interés presentes en el petréleo se encuentran
los hidrocarburos aromaticos, los cuales se han convertido en compuestos de alta
relevancia a nivel mundial debido a diferentes caracteristicas que los convierten en
peligrosos como: 1) la ubicuidad en el ambiente, lo que representa una elevada
persistencia; 2) diversidad de tamafio y peso molecular, asociado a niveles
diferenciados de solubilidad y degradacion y 3) toxicidad variable segun el
compuesto afectando diferentes eslabones de los ecosistemas (Pampanin &
Sydnes, 2013).

Existen dos vias principales para la liberacién y/o dispersion de estos compuestos
al ambiente, 1) por medio de emisiones atmosféricas asociadas a la combustioén o
volatilizacion de hidrocarburos, y 2) por medio de vertimientos a cuerpos de agua o
suelos (Abdel-Shafy & Mansour, 2016).

Las emisiones atmosféricas asociadas a la industria petrolera en las cuales hay
emisién de HAPs estan relacionadas con chimeneas, automotores o por quema de
gas en tea, una vez liberados a la atmosfera se distribuyen en la fase gaseosa y
particulada segun su volatilidad, presion de vapor y condiciones atmosféricas.
Generalmente, los hidrocarburos de bajo peso molecular permanecen en la fase

gaseosa, mientras que los mas pesados tienden a formar enlaces o adherirse a
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material particulado (PM). Teniendo en cuenta esto la deposicion de los
hidrocarburos es continua y puede ocurrir por medio seco, como aglomeracion de
particulas o medio himedo, como lavado por lluvias, y cualquiera de las dos pueden
llegar a los sistemas acuaticos proporcionando una mayor distribucion de estos
compuestos (Mesquita et al., 2014).

Mientras que, por medio de los vertimientos, considerados como mezclas complejas
gue contienen diversas sustancias organicas e inorgénicas, solubles e insolubles
entre las que se incluye los HAPs. Debido a la diversidad de los hidrocarburos
aromaticos, estos logran distribuirse ampliamente en el agua y son capaces en
algunos casos de degradarse por accion quimica, fisica y/o biolégica, aunque
caracteristicas del cuerpo de agua pueden ser claves para este proceso, por
ejemplo, la presencia de acido humico aumenta la solubilidad de los HAPs (Ke, Bao,
Chen, Wong, & Tam, 2009). Estos compuestos también pueden ser absorbidos por
organismos acuaticos o aglomerarse con otras particulas y depositarse en el lecho
(sedimentos) del sistema acuético, favoreciendo procesos de toxicidad sobre toda

la cadena trofica en el sistema (Khan et al., 2019).

Aungue se ha mencionado que los HAPs son generados en los procesos de la
formacion del petréleo y estan asociados a todos los subproductos del petréleo,
denominando este proceso como origen petrogénico, también existe la formacion
de hidrocarburos arométicos por medio del origen pirogénico, el cual da lugar a
través de sustancias organicas expuestas a altas temperaturas en condiciones
pobres de oxigeno, como ocurre en la combustion incompleta de combustibles en
motores de automoviles o combustion incompleta de madera en los incendios.
(Khan et al., 2019). Teniendo en cuenta el origen de los HAPs, la importancia de la
industria petrolera en Colombia como fuente de estos compuestos es relevante

debido a que su interaccion esta involucrada en los dos tipos.
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1.2 Impacto de las aguas de produccion en el
ambiente

El agua de produccion es un término empleado en la industria petrolera para el agua
generada durante la produccion de petroleo y gas en campos petroleros offshore
(en mar) y onshore (en tierra). En un reservorio de hidrocarburos es posible
encontrar gas natural, hidrocarburos liquidos y agua subterranea de origen
geoldgico, sin embargo, en la mayoria de casos es necesario inyectar agua con
productos quimicos requeridos por la produccion para mejorar la presion durante la
extraccion (J. M. Neff, 2002). A nivel mundial se ha determinado la relacion entre
agua de produccion y petréleo generado (WOR) o gas generado (WGR) usualmente
entre 2 o0 3, sin embargo, puede llegar hasta una relacion de 50 segun el pozo y su
madurez (98% agua y 2% petroleo y/o gas). En Colombia, la relacién entre la
produccion de petréleo es ~17:1 (95%agua y 5% petréleo) produciendo 16.48
barriles de agua de produccion por cada barril de petréleo (Diaz Garzon, 2019; J.
Neff et al., 2011). De acuerdo con Ecopetrol para el aifio 2015 el 97.25 % del agua

de produccién es vertida a cuerpos de agua (ACP, 2016).

Las refinerias y campos de extraccion de petréleo pertenecen al grupo de las
industrias mas consumidoras de agua, en consecuencia, vierten grandes
cantidades de aguas residuales al medio ambiente, siendo muy diverso el espectro
de sustancias qu2micas contaminantes

Abdul Aziz, 2011). La alta carga de contaminantes presentes en el agua de
produccion puede alterar la productividad primaria afectando toda la cadena
alimenticia (Vera-Parra et al., 2011); ademas, debido a la alta carga de materia
organica los niveles de oxigeno pueden verse afectados por el incremento de
bacterias. Esta disminucion del oxigeno provoca efectos a nivel respiratorio de los
organismos acuaticos superiores y al tratarse de zonas anaerébicas en muchos
casos es frecuente apreciar olores, sabores y colores desagradables en la zona de

vertimiento (Attiogbe, Glover-Amengor, & Nyadziehe, 2007).

cont er
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La composicién del agua de produccion es variable con respecto al tipo de pozo y
composicién geoldgica, las condiciones de operacion y los productos quimicos
utilizados en el proceso (F a k h-Razict al., 2009). Sin embargo, los principales

componentes son:

A. Compuestos de aceite disueltos y dispersos,

B. Minerales de formacion disueltos (metales pesados, aniones cationes,
materiales radioactivos),

C. Compuestos quimicos de la produccion (antiespumantes, biocidas, entre
otros),

D. Sdlidos de la produccién (bacterias, ceras, asfaltenos, entre otros),

E. Gases disueltos (CO2, H2S y O2).

Entre los compuestos de aceite disueltos y/o dispersos en el agua se encuentran
diversos tipos de hidrocarburos los cuales incluyen compuestos monociclicos como
benceno, tolueno, etilbenceno, y xilenos (BTEX) y compuestos policiclicos como
hidrocarburos poliaromaticos (HAP) incluidos en la lista de los 16 HAPs registradas
por la EPA! como riesgosos y los fenoles (OGP, 2002). En agua de produccion de
plataformas del golfo de México, Indonesia y Noruega se han encontrado hasta
5330, 3640 y 58000 ppb de BTEX, respectivamente. Mientras que para el caso de
HAPs se ha encontrado concentraciones de hasta 600, 1559 y 2148 ppb en agua
de produccion offshore en lugares como el golfo de México, Mar del Norte y la
plataforma Escocesa Canadiense, respectivamente (Bakke, Klungsgyr, & Sanni,
2013; J. Neff, Lee, & DeBlois, 2011; J. M. Neff, 2002)

Existen diferentes etapas para el tratamiento de agua de produccidon como procesos
mecanicos (separacion por densidad entre agua y crudo, procesos de filtracion,
coagulacion o flotacion para la reduccion de sélidos, hidrociclones), adicion de sales

para realizar procesos de coagulacién y floculacion y finalmente procesos bioldgicos

1 Agencia de proteccion ambiental de los Estados Unidos



28 Evaluacion del potencial de deteccion y determinacion mediante fluorescencia
de excitacioni emision de metabolitos de hidrocarburos aromaticos asociados a
la industria del petréleo

o de adsorcion con el fin de mineralizar o remover los compuestos mas persistentes
( Di y a 6 u cudle&eAniz, 201). A pesar de contar con todos estos procesos de
tratamiento los hidrocarburos en el agua pueden persistir de forma disuelta o
disperso en microgotas (tamafio de gota entre 1-10 um) que no pueden ser
removidas durante los procesos mecénicos, que por lo general contienen

hidrocarburos aromaticos saturados de alto peso molecular y baja solubilidad, lo

cual es apreciado en campo en el punto de vertimiento (figura 2) (J. Neff et al.,
2011).

Figura 2.Lecho de rio con adherencia de particulas de crudo en sitio de vertimiento
de agua de produccion. Fuente: el autor
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1.3 Marcadores de contaminacion por
hidrocarburos
La contaminacién ocasionada por los HAPs es considerada como uno de los
mayores problemas ambientales, principalmente por las propiedades mutagénicas
y carcinogénicas de algunos de ellos, como Antraceno, Fenantreno y Benzo
[a]Pireno (Juhasz & Naidu, 2000).

En el medio acuatico es posible realizar la identificacion de los Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos, a partir de factores abioticos y biéticos. En cuanto a los
factores abibticos, la identificacién, determinacién y cuantificacion de hidrocarburos
en agua y sedimentos, se han consolidado como componentes de gran interés para
realizar un monitoreo ambiental y hacer seguimiento sobre el comportamiento de
estos contaminantes en cuerpos de agua. Estos andlisis pueden ser desarrollados
in situ segun el tipo de instrumento de medicion con el que se cuente, pueden ser
equipos portétiles con sondas y sensores de fibra éptica(Kim et al., 2010) o por
medio de la captacion de muestras, bajo condiciones especificas para evitar que
procesos quimicos o fisicos degraden los compuestos de interés, realizando el

transporte hasta el laboratorio para realizar la cuantificacién de los mismos.

En el caso de los sedimentos, los HAPs son depositados en el lecho del rio por las
caracteristicas del compuesto, como su solubilidad o densidad, afectando
comunidades benticas y loticas (J. Neff et al., 2011). Para poder obtener una mejor
determinacién en esta matriz se suele realizar tamizado del sedimento, con el fin de
separar las particulas de menor tamafio, donde los HAPs se adhieren con mayor
facilidad y cuentan con mayor biodisponibilidad para los organismos acuaticos. Por
tanto, el analisis de sedimentos con menor tamafio asegura un analisis con mayor
precision (Santa Rios, 2010). Uno de los criterios fundamentales a tener en cuenta
en el muestreo de estas matrices es la posibilidad de que los hidrocarburos
adheridos a particulas solidas en el lecho del rio se resuspendan por agitacion del
fondo y nuevamente permanezcan en la columna de agua para desplazarse sobre

el cuerpo de agua o que estén disponibles sobre la columna para ser absorbidos
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por los organismos acuaticos (Patrolecco, Ademollo, Capri, Pagnotta, & Polesello,
2010).

A nivel biolégico, debido a la descarga continua del agua de produccion a los
cuerpos de agua, existe una exposicion continua de los organismos acuaticos como
peces, crustaceos, moluscos y plancton a estos contaminantes. Estos organismos
se denominan bioindicadores, puesto que sus respuestas fisioldgicas evidencian la
presencia de los contaminantes en el ambiente (van der Oost et al., 2003). Existen
diferentes formas de monitorear estos contaminantes y evaluar los posibles
impactos de los contaminantes, una de ellas es la evaluacion de biomarcadores,
como respuestas fisiolégicas en diferentes niveles (molecular, subcelular, celular e
histoldgico), los cuales pueden dar evidencia de los impactos generados en cada

nivel y las potenciales afectaciones al organismo.

Los hidrocarburos poliaromaticos disponibles en los cuerpos de agua, permanecen
biodisponibles y son absorbidos por los peces a través de diferentes vias,
respiratoria, por medio de las branquias; oral, por la ingestion de alimentos o
sedimentos; cutanea, principalmente en embriones a través de la piel. Estos
compuestos son metabolizados y biotransformados en metabolitos con mayor
solubilidad y menor toxicidad, sin embargo, en algunos casos los compuestos
intermedios producto de la detoxificacion suelen ser mas téxicos (Pampanin &
Sydnes, 2013), por ejemplo, metabolismo de Benzo[a]Pireno (Figura 2). Los HAPs
son facilmente metabolizados por las enzimas de la fase |, en algunos casos pueden
ser eliminados después de esta transformacion, en otros segun la complejidad de
la estructura pueden ser transformados por la segunda fase de detoxificacion por
procesos de glucoronidacion o sulfatacion (Blahova, et al 2010). Estos compuestos
intermedios 0 metabolitos se almacenan en la glandula biliar para su posterior
eliminacién; durante la digestion la bilis es liberada para favorecer procesos de

digestion y absorcion de los nutrientes y en este momento los metabolitos se
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eliminan a través de las heces u orina; sin embargo, en algunas ocasiones pueden
ser reabsorbidos en el intestino y a través de la via enterohepatica depositarse
nuevamente en la bilis (James et al., 2001). El andlisis de la bilis como biomarcador
de contaminacion de este tipo de xenobidticos por medio de la concentracién de los
metabolitos resultantes, brinda informacion del tipo y concentracion de hidrocarburo
poliaromatico la cual estd siendo expuesto y asi, poder identificar y corroborar
algunos impactos al organismo segun los hallazgos complementarios con otros

biomarcadores.

3-Hydroxybenzo(a)pyrene O Unknown adduct

X-hemoglobin
Unknown
/

OH
OOO Benzo(a)pyrene-3-8-D-glucuronide

N OO
CYP or o)
non-enzymatic SULT H

H

coopliNveer.s

O
Benzo(a)pyrene-3,6-dione Benzo(a)pyrene-3-sulfate

Figura 3. Ruta de metabolismo de 3-Hidroxibenzo-a-pireno en bagre de canal.

Fuente: James et al., 2001.

Para la determinacion, deteccion y cuantificacion de los HAPs se han desarrollado
diferentes técnicas analiticas como la cromatografia y técnicas alternativas como la

florescencia (capitulo 2).
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Finalmente hay que destacar que en Colombia, las investigaciones sobre
toxicologia e impacto ambiental enfocadas en el campo de los hidrocarburos, han
sido desarrolladas de manera difusa y aislada y no se le ha dado relevancia estatal,
a pesar de los riesgos de la contaminacion en distintos eslabones de la cadena
tréfica, e.g. diversidad de comunidades fitoperifiticas (Vera-Parra, Marciales-Caro,
Otero-Paternina, Cruz-Casallas, & Velasco-Santamaria, 2011), biorremediacion y
actividad antioxidante (Calderén-Delgado, Mora-Solarte, & Velasco-Santamaria,
2019), toxicologia acuética (Corredor-Santamaria, Gbmez, & Velasco-Santamaria,
2016; Corredor-Santamaria, Mora-Romero, Escobar-Buitrago, Cruz-Casallas, &
Velasco-Santamaria, 2012; Lacerda, Gusméo, & Hamada, 2014; Mora-Solarte,
Calderon-Delgado, & Velasco-Santamaria, 2020; Prada-Rios & Ortiz, 2006) y
contaminacion de suelos y/o sedimentos (de Mesa et al., 2006; Santa Rios, 2010)
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2.T®cni cas anal 2t

detecci -n de HAPS

2.1 Fundamentos de la fluorescencia

Durante los udltimos 30 afios el uso de la fluorescencia como herramienta de
investigacion en biologia, quimica y fisica se ha desarrollado y potenciado por las
investigaciones desarrolladas alrededor del mundo. Progresivamente se ha
convertido en una herramienta fundamental por su alta sensibilidad y simplicidad,
asi como por sus menores costos de implementacion frente a otras técnicas
analiticas (Aas et al., 2000; Hur, Hwang, & Shin, 2008; Krahn et al., 1993)

La fluorescencia es la emision de luz de una molécula o sustancia y ocurre a partir
de estados electronicamente excitados. En el estado basal (S0) la molécula tiene
una energia relativamente baja, una configuracion estable y no presenta
fluorescencia (Figura 4); cuando la luz entra en contacto con el fluoroéforo o
molécula, absorbe energia y cambia a un estado excitado S1 o S2, producto de un
proceso mecanico cuantico, cada uno de los estados cuenta con varios niveles
vibracionales excitados y son ocupados de forma momentanea, hasta que la
molécula pierda la energia y emita un foton produciendo la fluorescencia. En esta
pérdida de energia, algunas moléculas presentan relajacion vibracional (colisién
entre moléculas excitadas y moléculas del solvente) y condensan rapidamente la
relajacion de energia a los niveles vibracionales mas bajos, dando lugar a la
conversion interna en un corto periodo de tiempo de 10-12 nanosegundos, por lo
cual, la conversion interna, la cual es el relajamiento no radiante entre el nivel
vibracional inferior de un estado electrénico excitado y el nivel vibracional superior
de otro estado electrénico, se completa después de que se produzca la emision (Al-
Rawashdeh, 2012; Lakowicz, 2006).

C a S
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Figura 4. Diagrama de Jablonski. Fuente: Lakowicz (2006)

Generalmente, el espectro de fluorescencia puede observarse independientemente
de la longitud de onda de excitacion. Una vez la molécula excitada alcanza los
niveles vibracionales y electrénicos mas altos, el exceso de energia rapidamente se
disipa, dejando a los fluor6foros en el nivel vibracional mas bajo del nivel S1. Existen
fluor6foros que cuentan con dos estados de ionizacion, cada uno de los cuales
muestra distintos espectros de absorcién y emision, y algunas moléculas emiten
fluorescencia desde el nivel S2, pero tal emisibn no se observa en moléculas
bioldgicas. Estas moléculas tienen una naturaleza simétrica, la cual es resultado de
las transiciones que intervienen tanto en la absorcién como en la emision y los
nivel es de ener g2 aSlvH dntrasend nouesad difedeptes Hi€os
debido a sus niveles de energia vibracional (figura 5). Esto picos corresponden a la
absorcion y emisién entre los niveles vibracionales mas bajos del estado basal y el
estado excitado de la molécula, por lo tanto, el espectro de emision muestra la
misma distancia de energia vibratoria que el espectro de absorcion, aunque no

ocurre con todas las moléculas (Patra, 2003).
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Figura 5. Espectro de excitacion y emision de antraceno en etanol 75%
Fuente:(Ridley-Hoffman, 2018)

2.2 Modelo basico de fluorescencia

En ese modelo de utilizo como base la Ley de Beer-Lambert-Bouger (BLB) como
una herramienta para dar explicacion a la fluorescencia, en la cual se describe la
absorcién de la muestra. Este modelo esta basado bajo condiciones de un solo

fluorbmetro, excitacibn monocromatica y limite delgado O6ptico y generalizado
(Jimenez, 2018).

En la figura 6 se muestra el diferencial de la longitud de paso 6ptico de la cubeta de
muestra ‘Q @ue es excitada con flujo foténico € de una fuente de luz monocromatica

de frecuencia 0. El flujo foténico que emerge después de que atraviesa sobre la

trayectoria de absorcion diferencial Q ¢tes € + Qecon Q&< 0. El flujo de fotones
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absorbido ‘Q ¢ produce un flujo de fotones de fluorescencia (emisidn) isotrépico y

policromatico (ecuacion 1),

x U % 0 O Q&0 Ecuacioén 1
e dl
n n+ dn
dn <0
E— —»
"4
dn' = ¢ - (—dn)

Figura 6. Cubeta de muestra de longitud de paso 6ptico diferencial Q @xcitada con

un flujo de fotones ¢

El Flujo de fotones es representado como un flujo perpendicular a la trayectoria de
absorcion/excitacion, aunque en realidad la emision es isotropica. La integracion del
flujo de emision diferencial sobre el trayecto de absorcion/excitacion representa una

expresion del flujo total de emision a longitud de trayecto 0, €&
Q& %0, Q¢ Ecuacion 2

e %BZ € £ Ecuacioén 3



Capitulo 1 37

El flujo total de fotones absorbidos a lo largo de la trayectoria, ¢ & hes derivado
de la ley de BLB,

¢ & &z p Agpb, 0D Ecuacion 4
La expresion generalizada para el flujo total de emision resulta asi,

20

€ 0 € U T Jp Q Ecuacion 5

Por simplicidad y teniendo en cuenta que sélo la excitacion total y los flujos foténicos
integrados en el trayecto son relevantes, los subindices 0 y L de la ecuacién anterior

se reduciran a continuacion. La ecuacioén de nomenclatura simplificada es asi:

¢ 0 €0 Tl Op Q 9 Ecuacion 6
Asi entonces la Matriz de excitacion-emision (EEM), 6 0OR) Qi

OO0 —— %0 Jp Q 9° Ecuacioén 7

En el limite delgado, es decir, cuando el espesor 6ptico del fluoréforo, , w0, es
lo suficientemente fino como para que el flujo de emision total sea linealmente
proporcional a la concentracion de fluoroforo, su seccion transversal de absorcion y

la longitud de la ruta de absorcién sera:
Q Pep , 0 I Ecuacién 8
€ 0 &0 T Q 0 aVID Ecuacion 9

Esta linealizacibn es numéricamente valida dentro de +1% para absorptancias
(P Q °2) por debajo del 17%(Jiménez, 2004). Turner (1964) present6 una

version base-10 logaritmica de esta expresion. En el limite fino del EEM es:

O 0 e %0 3 U D Ecuacién 10
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2.3 Matriz de Fluorescencia de Excitacion i Emision
(EEM)

El uso de diferentes técnicas basadas o complementarias con la fluorescencia,
proporcionan resultados con mayor eficacia con el fin de tener una mayor
selectividad al momento de analizar los diferentes compuestos presentes en una
matriz, por ejemplo la evaluacién de componentes organicos en aguas residuales,
la caracterizacion de compuestos asociados a los combustibles o la deteccién y
caracterizacion de hidrocarburos presentes en una muestra de agua (Bark & Forcé,
1991, Beltran, Ferrer, & Guiteras, 1998; Jonsson, Sundt, Aas, & Beyer, 2004; Kim
et al., 2010; Niessner, Panne, & Schroder, 1991; Patra & Mishra, 2002; Patra,
Sireesha, & Mishra, 2001).

Muchas de las técnicas de fluorescencia estan basadas en la adquisicion de
espectros de emisién con una longitud de excitacion previamente definida como la
técnica de fluorescencia de Onda fija (FF), lo cual solo permite observar un
comportamiento entre dos ejes; mientras que, la técnica de matriz de excitacion-
emision (por sus siglas en ingles EEM), desarrollada desde los afios 80 permite
obtener huella fluorométrica de fluoréforos presentes en la muestra analizada. Esta
técnica se basa en realizar un escaneo espectral de la fluorescencia a partir de
diferentes longitudes de excitacién, definidas por incremento o resolucién espectral

y un rango previamente definido.

Con esta técnica se obtiene un grafico de contorno tridimensional en el cual, segun
con la IUPAC? el eje x presenta el rango de longitudes de emision, en el eje y el
rango de longitudes de excitacidén y el eje z el flujo de misién o intensidad de cada

interseccion (Figura 7). Los primeros trabajos fueron desarrollados en 1986 con la

2 International Union of Pure and Applied Chemistry- (Unién Internacional de Quimica Pura'y
Aplicada)
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fluorescencia de aminoécidos de plasma sanguineo humano(Koller, Quehenberger,
Jurgens, Wolfbeis, & Esterbauer, 1986).

—— Espectro excitacion corte 390nm
— Espectro emisién corte 240nm
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Figura 7. Matriz de excitacién emisién del Pireno y espectros de excitacién y emision en
pico. Fuente: el autor

Esta técnica ha demostrado ser sensible para la deteccion de petréleo en fuentes
de agua, a tal punto de obtener un indice fluorométrico para identificar
contaminacion por petréleo en bajas concentraciones (Baszanowska & Otremba,
2017); por otro lado, debido a la diversidad de espectros capturados en la EEM es
posible con la implementacibn de métodos estadisticos identificar diferentes
componentes o factores presentes en la muestra, tal y como lo reporta Christensen
et al., (2005) con la evaluacion de muestras de crudo y compuestos derivados de
petréleo y la inclusién de un modelo estadistico multifactorial fue posible identificar
hasta 7 diferentes factores o componentes con identificacion certera de 5 factores;
ademas, el autor afirma que la caracterizacién de las EEM con un namero fijo de
factores es posible y el analisis por modelado PARAFAC puede desarrollarse en

una hora, siendo una técnica rapida de caracterizacion.

Para identificar la contaminacion ambiental de hidrocarburos en muestras biologicas
como peces se ha utilizado la técnica EEM; Christensen et al., (2009) evalud la
presencia de metabolitos hidroxilados de hidrocarburos en bilis de peces capturados

en zonas maritimas con contaminacion y zonas limpias, logrando identificar
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productos metabdlicos derivados de HAPs. Por otro lado, Pena et al., (2015)
concluyeron que es posible identificar compuestos similares al petréleo crudo y sus
metabolitos en los aceites crudos de pescado. Ademas, las longitudes de onda
optimas de fluorescencia para su deteccidon son diferentes de las que se utilizan
para monitorear los HAPs de alto peso molecular.

Teniendo en cuenta los diferentes hallazgos reportados, la técnica de EEM es
sensible para la identificacion de compuestos aromaticos policiclicos, como los
HAPSs, lo cual la convierte en una potencial herramienta de monitoreo rapida para el
seguimiento ambiental de fuentes de potencial contaminacion en zonas de alto

riesgo en la Orinoquia Colombiana.

2.4 Cromatografia

La cromatografia se basa en la separacion, identificaciéon y cuantificacion de
compuestos en una matriz indeterminada para realizar analisis cualitativo o
cuantitativo. Esta técnica surgio desde hace mas de 100 afios, pero a partir del afio
1940 presento un desarrollo substancial. y lo cual ha permitido que exista un gran
desarrollo de la técnica, diversos métodos y modificaciones han permitido optimizar
la cuantificacién de los compuestos de interés(Coskun, 2016). Para la deteccién de
hidrocarburos existen diferentes métodos analiticos basados en cromatografia para
su aplicacién en diferentes matrices, como son la cromatografia de gases con
deteccion de espectrometria de masas, o cromatografia de masa con selector de

iones, en fin, existen multiples variaciones para su aplicacion.

Esta técnica tiene 3 pilares o enfoques basico para su desarrollo: 1. Hay una fase
estacionaria, en la cual se va a depositar la muestra a medir. 2. Esta la fase maovil
en la cual hay desplazamiento de las muestras por via liquida o gaseosa y 3.
Obtencion de moléculas separadas(Wilchek & Chaiken, 2000).
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Las muestras que va a ser manipuladas para la deteccion en HAPs deben tener
tratamiento especial, con el fin de evitar que estos compuestos sean desaparecidos
de la muestra. Generalmente, se realiza una extraccion, como liquida-liquida, fase
solida, Soxhlet entre otros, para lo cual ya existen protocolos estandarizadas para
su ejecucion (EPA 3510, EPA3535, EPA 3540, entre otras), aunque cada matriz
puede requerir pasos especificos para evitar pérdidas de muestra 0 compuesto.
Posterior a la extraccion se suelen someter a procesos de limpieza o marcaje (spike)
para contar con una muestra mucho mas pura o diferenciadas, finalmente la
muestras o fracciones se llevan al cromatégrafo para hacer la deteccion de los
compuestos, observando el tiempo de retencion, el cual es especifico para un solo

compuesto o una familiadeellos ( Mat hi as, Connor, & BO6Hymer,

La preocupacion por el riesgo de contaminacion en los cuerpos de agua, ha
permitido desarrollar técnicas que permitan realizar la deteccion de HAPs
organismos acuaticos como los peces. Se han desarrollado diferentes técnicas, en
algunos casos se utilizan 6rganos como matriz de medicion, pero en otros casos se
ha utilizado en analisis biliar como herramienta de monitoreo, sin embargo, esta
medicién conlleva unos problemas metodoldgicos importantes, puesto que los
compuestos que ingresan al organismo pueden ser transformados en cientos de
subproductos metabdlicos. Al igual que en las muestras abidticas, es necesario
realizar procesos de preparacion de las muestras, la mayoria de técnicas con
cromatografia involucran actividades de hidrolisis, extraccion, derivatizacion,
(Beyer et al., 2010).

Las diferentes técnicas analiticas relacionadas con la cromatografia han obtenido
un mejor desempenio y efectividad debido al acople con espectrometria de masas,
esta integracion de técnicas aumenta la sensibilidad de deteccién y cuantificacion
de compuestos especificos con riesgos muy altos, pero que pueden estar presentes
en concentraciones muy bajas. El beneficio de aumentar el potencial de medicion

permite obtener informacion mucho mas especifica de fuentes de contaminacion
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asociadas a los HAP y asi tomar acciones frente a un monitoreo mucho mas efectivo

de estas fuentes de contaminacién o contaminantes(Beyer et al., 2010).
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3.1 Hidrocarburos precursores e hidrocarburos
hidroxilados

En la tabla 1 se presentan los hidrocarburos precursores utilizados en la
investigacion y los hidrocarburos hidroxilados, que se esperan encontrar en la
evaluacion de la bilis de los peces expuestos y los cuales son adquiridos

comercialmente.

Tabla 1. Hidrocarburos precursores e hidrocarburos hidroxilados usados en esta
investigacion

Hidrocarburo Precursor | Hidrocarburo hidroxilado dN Anillos
e benceno
Pireno 1-Hidroxipireno 4
1-OHPYR
1-Hidroxinaftaleno 2
Naftaleno .1'OHNAP
2-Hidroxinaftaleno 2
2-OHNAP
Fenantreno* 9-Hidrofenantreno 3
9-OHPHE

*Este hidrocarburo es precursor del 9-hidroxifenantreno, pero no fue evaluado en
esta investigacion

Se realiz6 la medicidn de sustancias fluorescentes de tipo hidrocarburo usadas en
la exposicion de los peces como Pireno y Naftaleno e hidrocarburos hidroxilados
como 1-hidroxipireno, 9-hidroxifenantreno, 1- Hidroxinaftaleno y 2- Hidroxinaftaleno;
estos elementos presentan alta fluorescencia por su estructura compuesta por
anillos de benceno. Durante este proceso, se tuvo en cuenta, el limite de solubilidad
al 90% a 15°C de acuerdo con la formula de Apelblat (Acree Jr, 2013) para preparar

las soluciones en los hidrocarburos precursores y se realizaron diferentes diluciones
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seriadas con factor 0.1, sin embargo el factor de dilucion se modificé cuando se
apreciaba cambios en la estructura fluorométrica de cada compuesto y se continu6
hasta no observar una huella fluorométrica clara o baja intensidad (ver rango de

medicién, Tabla 8).

Con respecto a los hidrocarburos hidroxilados comerciales, los cuales serian la
referencia de los productos metabolizados (metabolitos) por los peces ante la
degradacion de los hidrocarburos, debido a que no se encuentran reportes sobre
la solubilidad de estos compuestos se prepararon soluciones a partir de 10000 ppm
y se realizaron diluciones seriadas con factor de 0.1 hasta obtener una baja sefal
fluorescente del compuesto observable en la EEMs; debido a la alta concentraciéon
de las primeras diluciones, se producia una saturacion del equipo al momento de
detectar la sefial de fluorescencia. En la tabla 2 es posible apreciar las diferentes
diluciones preparadas sin saturacion de sefial. Caracteristicas comerciales de los

reactivos usados pueden verse en el anexo A.

Tabla 2. Diluciones realizadas para los hidrocarburos hidroxilados de estudio.

1-Hidroxipireno 9-hidroxifenantreno 1-Naftol 2-Naftol
Concentracion - ppm
0.1 1 1 0.1
0.01 0.1 0.1 0.01
0.001 0.01 0.01 0.001
0.0001 0.001 0.001 0.0001
0.00001 0.0001 0.00001

3.2 Exposicidn a precursores

3.2.1 Disefio experimental

La exposicion se realizé en el Laboratorio de Toxicologia dirigido por el grupo de

investigacion de Biotecnologia y Toxicologia Acuatica y Ambiental - BioTox de la
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Universidad de los Llanos. Los individuos experimentales fueron ejemplares adultos
del pez comunmente conocido como Luminosa (Aequidens metae), especie nativa
de la cuenca de la Orinoquia, importante por su funcidbn como especie centinela;
para la exposicion a Pireno (hidrocarburo de 4 anillos de benceno),
Fenantreno(hidrocarburo de 3 anillos de benceno) y Naftaleno (hidrocarburo de 2
anillos de benceno), para los tres compuestos se utilizaron diferentes
concentraciones que no evidencian efectos letales, segun experimentacion previa
realizada por el grupo de investigacion BioTox y bibliografia reportada. En la tabla
2 se presenta el disefio experimental para el desarrollo del ensayo. EI manejo de
los peces y el desarrollo experimental se ajustaron con las normas y procedimientos
para el uso de animales de laboratorio, descritas por el Committee on Care and Use
of Laboratory Animal Resources - National Research Council, USA (1996) y de
acuerdo a las normas establecidas en la Resolucion No. 8430 de 1993 del Ministerio
de Salud de Colombia y aquellas establecidos por el Comité de Etica de la

Universidad de los Llanos.

Tabla 3. Concentraciones de hidrocarburos para la exposicién en laboratorio de A.
metae

Hidrocarburo Concentracion | Numero total Tiempo de
(ug.gtpeso de animales muestreo
corporal) (dias)

50

1
Naftaleno 100 35 Oy3
10
50

10

Pireno

Fenantreno

De acuerdo con muestreos realizados en agua y sedimentos en zonas de
vertimiento de la industria petrolera por parte del grupo BioTox y analisis de
determinacion de hidrocarburos aromaticos en laboratorios acreditados, se pueden
detectar niveles de Naftaleno y Pireno, por tal motivo fueron escogidos como

hidrocarburos precursores para la exposicion (Ver Anexo B). Ademas, el compuesto
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1-Hidroxipireno, metabolito hidroxilado del hidrocarburo Pireno, es considerado un
importante biomarcador de contaminacion a nivel mundial. Con respecto al
Fenantreno, es uno de los mas abundantes en el ambiente y con gran relevancia,
ademas, se decidio utilizarlo para poder hacer una comparacion interespecies,
utilizando muestras de bilis de la especie Cachama blanca (P. brachypomus)
(Piaractus brachypomus) expuestas en un estudio previo a este hidrocarburo y que
permanecieron almacenadas a -20°C durante 2 afios, de acuerdo con Aas et al.
(2000) el almacenamiento de bilis sin alteracion de los metabolitos depositados alli
pueden realizarse hasta por 1 afilo a -20°C o -80°C. Se utilizaron muestra sin
exposicion y las expuestas al hidrocarburo, sin embargo, el periodo de exposicién

fue de 10 dias en aquel ensayo.

De forma preliminar para hacer una evaluacion en campo, se capturaron individuos
en un rio que recibe vertimiento de agua de produccion de la industria petrolera y
un rio de referencia sin aparente contaminacion conocida, con el fin de evaluar la
deteccion de metabolitos de hidrocarburos en peces potencialmente contaminados
(Tabla 3).

Tabla 4. Namero de animales de A. metae capturados en rio y su ubicacion
geografica

NUmero de
) . Coordenadas
Lugar animales Rio

capturados
I . . 3A57.21
Vertimiento 8 Rio Acacias 73 A40 . 1
. o . 4A03. 11
Referencia 5 Cafno Cuncia 73 A43 7

3.2.2 Fase experimental, obtencidn y preparacion de muestras

La fase experimental comenz6 con la obtencion y aclimatacion de los animales en

tanques de plastico de 250 L durante 30 dias; este procedimiento fue necesario para
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adaptar los peces al confinamiento y para realizar una depuracion del organismo
ante alguna posible contaminacion, a pesar de que sean capturados en medio
natural en lagunas libre de contaminacioén, se prefirio realizar este procedimiento y
asegurar una buena adaptacion al laboratorio. Posterior a este periodo, los peces
fueron transferidos de acuerdo con la tabla 3, a acuarios de 20 L provistos de
aireacion constante durante 10 dias para adaptarlos a las condiciones del
laboratorio.

Durante el periodo experimental, se midieron parametros fisicoquimicos como la
temperatura (24+2 ° C), fotoperiodo (12 h Luz: 12 h Oscuridad), pH del agua
(6.9+0.1) y el oxigeno disuelto (6.7+0.2 mg L1).

A la hora cero del experimento de tomaron muestras de 5 animales sin ningun tipo
de exposicion para tomar de referencia en los andlisis. Para dar inicio al periodo de
experimentacion, los precursores (Pireno y Naftaleno) se diluyeron en aceite de
canola (Corredor-Santamaria et al., 2012) segun concentracion de tabla 3,
aplicando cada concentracién de hidrocarburo por cada gramo de peso corporal del
pez. Para todos los individuos se realizd inyeccion intraperitoneal de 1 pl de
compuesto diluido por gramo de peso corporal del pez seguin la concentracion
definida para cada tratamiento. Los peces permanecieron bajo exposicién durante
3 dias con una sola aplicacién, al finalizar el periodo fueron anestesiados y
desensibilizados por corte medular y se procedié a obtener la muestra de bilis, la
cual oscil6 en un volumen de 5-12 pL y el diametro de la glandula biliar era
aproximadamente 2-4mm, se almacenaron en tubos de reaccion de 500 L y se

almacenaron a -20°C hasta su posterior analisis.

En este periodo los peces solo fueron alimentados hasta la saciedad una vez al dia
con alimento comerciales con 30% de proteina (ltalcol); la alimentacién fue
restringida 48 horas previo al muestreo, con el fin de que la glandula biliar contenga

la mayor cantidad de bilis al momento de la extraccion.
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Los peces capturados en campo fueron pescados en inmediaciones del punto de
vertimiento y en el sitio de referencia cerca de una carretera intermunicipal. En
ambos puntos los peces fueron sacrificados in situ, se anestesiaron y
desensibilizaron por corte medular, se procedio a obtener la muestra de bilis, la cual
a diferencia de los peces en laboratorio se obtuvieron volimenes mucho menores
entre de entre 2-5 L, las bilis se almacenaron en tubos de reaccion y se

almacenaron en vapores de nitrégeno para su transporte hasta el laboratorio.

3.3 Instrumentos fluorométricos usados y
caracterizacion

3.3.1 Agilent Cary eclipse

Para evaluar el potencial de deteccion de los metabolitos de HAPs en bilis de peces
por medio de fluorescencia, se utilizé un fluorémetro de alta calidad, Cary Eclipse
Fluorescence Spectrophotometer (Modelo: G9800A i FLUORESCENCE, Agilent
Technologi esE, USA) del | aboratorio de
supramoleculares del departamento de quimica (UNAL sede Bogota). El equipo
cuenta con una lampara de xeno6n (190-1100 nm), captura un punto de datos cada
12.5 ms y con escaneo a una tasa de hasta 24,000 nm/min. La fluorescencia fue
reportada en unidades arbitrarias (ua) en un rango de 0 a 1000 ua, lo que permite
inferir que el equipo y/o el software prorratean por medio de algun algoritmo
matematico la sefial de fluorescencia del compuesto evaluado a esta escala, se
intentd contactar al fabricante para tratar de obtener una respuesta oficial pero no
fue posible obtenerla. Los datos se registraron y se visualizaron en un computador
portétil utilizando el software Cary eclipse scan application, version 1.2(147),
suministrado por el fabricante. Los datos fueron exportados en archivos de datos

con extension (.csv) para su posterior analisis.
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3.3.2 Cytation 3y prototipo FEEMS

Al mismo tiempo se evaluaron dos equipos fluorométricos de menor costo con

potencial uso para la medicién de metabolitos o precursores de HAPs. Se realizo la

caracterizacion del Prototipo FEEMS 'y e | |l ector multi modal

USA).

El prototipo de fluorémetro FEEMS ha sido desarrollado en el grupo de investigacion
en calidad del Aire - GICA (UNAL sede Bogota), por medio de proyectos de tesis de
estudiantes de maestria (Lombana, 2016; Cely,2017), cuenta con una lampara HID
xenon H4, como fuente de luz, dos lentes biconvexos, una rueda de filtros dicroicos,
un porta cubeta, una fibra de vidrio 6ptica y un espectrometro comercial (Avantes
AvaSpec 3648). Hay que destacar que este prototipo de fluorometro emite luz de
forma policromatica (espectro de luz), a diferencia de un fluorémetro comercial, el
cual usa por lo general monocromador para incidir con luz monocromatica (longitud
de onda especifica). Para este trabajo se redisefié el montaje e incorporaron nuevos
elementos Opticos y mecanicos (lentes planocovexos y biconvexos, entre otros) y
se caracterizo el prototipo ajustando la alineacidén de los diferentes componentes
Opticos, asi como la distribucion de los componentes sobre la tabla optica. Las
mediciones realizadas fueron visualizadas a través del software Avantes 7.8 y

procesados en software Matlab 2014.

De igual forma se caracterizé un espectrofluorometro comercial, lector multimodal
Cytation 3 US$AB idispliesto en el laboratorio de toxicologia de la
Universidad de los Llanos. El equipo cuenta con una lampara laser de xen6n (100
mW), como fuente de excitacion con un rango entre 250 i 750 nm, doble
monocromador, ademas de un tubo fotomultiplicador para la deteccion y
amplificacion de la sefial de emision. La amplitud de banda del monocromador esta
fijada de fabrica en 25 nm y la intensidad de fluorescencia es presentada como
Unidades relativas de fluorescencia (RFU) en un rango entre 0 y 1.000.000 de
RFUs. Las mediciones realizadas fueron visualizadas a través del software Gen 5.0

y procesados en software Matlab 2014.

Cy



50 Evaluacién del potencial de deteccion y determinacién mediante
fluorescencia de excitacioni emision de metabolitos de hidrocarburos
aromaticos asociados a la industria del petréleo

Sin embargo, estos equipos no mostraron una eficiencia para la construccion de la
matriz de excitacion i emision. Para el fluorémetro FEEMS la fuente de luz no
abarca la region del UV, por lo cual, no es factible realizar la excitacion de los
hidrocarburos con esta fuente de luz, sin embargo, es capaz de detectar fluoréforos
estandar como eosina, fluoresceina o propanol. Mientras que el instrumento
Cytation 3, a pesar de contar con una buena resolucion y un rango de excitacion
desde 250 nm, abarcado parte de la region ultravioleta, cuenta con una amplitud de
rejilla demasiado grande (25 nm), lo cual no permite obtener definicion de la sefal
debido al enorme paso de luz. Para mas informacion relacionada con estos

instrumentos fluorométricos ver anexo C.

3.3.3 Caracterizacion de instrumentos con fluoréforos estandar

En primera instancia se usaron compuestos estandar utilizados en diferentes
publicaciones y que fueron empleados previamente por Lombana (2016) y Cely
(2017) en el prototipo FEEMS, compuestos como fluoresceina y eosina, debido a
su estructura fluorescente y su aplicacion en los trabajos previos mencionados
durante el desarrollo del FEEMS. Se prepararon hasta 14 diferentes diluciones de
fluoresceina y eosina para su evaluacion espectral en el prototipo FEEMS y se
determind el punto de mayor incidencia para cada caso. Estos compuestos solo se
utilizaron con el instrumento FEEMS vy el equipo Cytation 3, ya que debido a sus
propiedades estos compuestos presentaban excitacion en el rango de luz visible, lo
cual no ofrecia amplia informacién al momento de evaluar los hidrocarburos debido
a que los HAPs requieren longitudes de onda de mayor energia (region ultravioleta),
resultados de la caracterizacion de estos equipos se pueden observar en el anexo
C.

De igual forma se evaluo la sefal fluorescente del alcohol Isopropilico, el cual habia
sido evaluado durante una experiencia previa por el profesor Rodrigo Jiménez en la

Universidad del estado de Colorado en Fort Collins, USA, en el cual se habia
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observado excitacion a bajas longitudes de onda, cercanas al ultravioleta, por tanto,

se decidié examinar su sefial fluorescente con el instrumento Cary Agilent.

Para la caracterizacion también se utilizo bilis de peces como matriz de interés para
el estudio y con alto impacto para determinar las principales caracteristicas de
medicién del equipo. La matriz se diluyé hasta no obtener saturacion y poder

observar sefal adecuadamente utilizando un factor de 0.00125.

3.4 Aspectos metrologicos del fluorometro
Agilent Cary Eclipse
Para lograr identificar los pardmetros adecuados para la deteccién de fluorescencia
de los compuestos fue necesario definir preliminarmente caracteristicas de captura
de fluorescencia en el equipo Agilent Cary eclipse, para esto se evaluaron los

siguientes parametros:

A Relacion sefial a ruido nominal (SNR)

Se realiz6 variacion de tres diferentes SNR con valores de 5, 100 y 1000, se
menciona como sefial nominal porque es definida por el sistema, no es definida por
el usuario. Este tipo de determinaciones no son presentadas en publicaciones, por

lo que se desconoce efectos en la variacion de la SNR.

A Resolucion espectral
Con el fin de obtener una mayor especificidad o definicion de los espectros se
utilizaron 3 diferentes valores para incrementar el valor de la longitud de onda de
excitacion o emision, es decir, para cada rango definido se realizaron variaciones
de incremento los cuales fueron 0.2 nm, 2 nm y 5 nm. La resolucion espectral suele
ser expresada en publicaciones sobre fluorescencia, pero no existen argumentos

para la eleccion del valor adecuado.

A Amplitud de hendidura
Se evaluaron diferentes tamafos de apertura de la hendidura para el paso de luz,

utilizando tres diferentes 1.5 nm, 2.5 nm y 5 nm, buscando obtener una mayor
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definicion espectral o especificidad de la medicion. Este parametro fue evaluado
buscando identificar la apertura mas apropiada para la deteccion de fluorescencia.

A Tiempo de promediacion
De igual manera que para los demas parametros de realizaron mediciones con 3
diferentes tiempos de promediacion de la sefal, buscando encontrar la posible
variacion en la medicion de la fluorescencia de los compuestos en estudio. Los

tiempos evaluados fueron 0.1s,0.5sy 1s.

3.5 Matrices de excitacion i emision (EEMs) en
bilis de peces
Una vez definidos los parametros 6ptimos se realizaron las matrices de excitacion-
emision, se definio rango de excitacion entre los 190 y 400 nm y rango de emision
entre los 250 7 600 nm, con la medicion de los compuestos en estos rangos se
obtuvieron espectros tridimensionales para su evaluacion; a partir de la EEMs

también se obtuvieron espectros de excitacion y/o emisién a la maxima intensidad.

Las muestras de bilis de peces expuestos a laboratorio fueron diluidas usando una
solucion de etanol para analisis (Merck) y agua desionizada - E/W (1:1, v/v). Con el
fin de evaluar el efecto de filtro interno en las bilis de peces expuestos a
hidrocarburos (Endre Aas et al.,, 2000), se prepararon diluciones desde una
proporcién 1:100 hasta evidenciar baja sefial fluorescente. Para las diferentes
diluciones de bilis se realizaron mediciones de EEMs, curvas de intensidad y

espectros de emision a la longitud de onda de mayor excitacion.

CAADRE] DAEeT Ecuacion 11

Cabe mencionar, que las muestras para fluorescencia y cromatografia fueron de un
pool de los 5 individuos expuestos a cada concentracién, aproximadamente se

manejaron 15 pL de bilis para cada analisis.
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3.6 Metabolitos de PAHs en bilis por medio de
cromatografia
La determinacién de metabolitos por medio de cromatografia fue realizada en la
Universidad de Saskatchewan, Saskatoon, Canada, en colaboracion con el profesor
Markus Brinkmann. Las muestras de bilis se analizaron mediante cromatografia
liquida de ultra alta resolucion y andlisis de espectrometria de masas precisa de alta
resoluciéon (UHPLC-HRAM MS). Las muestras fueron descongeladas, se tomo6 una
alicuota de 10 pL y se diluyé en 95 uL de agua ultrapura. La absorbancia de la
muestra diluida se determind en un espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (Thermo
Scientific) como una estimacion del color de la bilis a una longitud de onda de 380
nm (A380). La normalizacion de las concentraciones de metabolitos biliares a A380
ha sido ha demostrado ser una estrategia Util para tener en cuenta las diferencias
en el estado nutricional entre los peces (Vethaak, Baggelaar, van Lieverloo, &
Ariese, 2016; Vuorinen et al., 2006). Posteriormente, a cada dilucién se adicionaron
5 uL de la solucién glucuronidasa/arylsulfatasa de (30/60 U ml -1; Sigma Aldrich) y
la mezcla fue incubada durante dos horas a 37°C. La reaccion se terming afiadiendo
110 pL de acetonitrilo frio. Con los volimenes finales agregados el factor de dilucion
fue de 22. Las muestras fueron mezcladas en vortices y centrifugadas durante 10
min a 4°C a 1.000 gravedades. El sobrenadante resultante fue transferido a insertos

para viales de cromatografia liquida de 300 pl.

Los analisis de UHPLC-HRAM MS se realizaron en un espectrometro de masas
orbitrap Q Exactive (Thermo Fisher Scientific) acoplado a un sistema UHPLC
Vanquish Flex (Thermo Fisher Scientific). Los productos quimicos fueron separados
en una Columna C18 de Thermo Acclaim (2,2 um de tamafio de particula; 2,1 mm
de didmetro, 150 mm de longitud, volumen de inyeccién 5 pL). Como fases méviles
se utilizaron soluciones de agua ultrapura con 0,1% de acido féormico (A) y

acetonitrilo (B).

El caudal se ajusté a 0.25 mL min "' y la columna y los compartimentos de las

muestras se sometieron a un control de temperatura a 30 °C y 10 °C,
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respectivamente. Los datos fueron adquiridos en modo de escaneo completo (80-
500 m/z) a una resolucién de 6x10* (a 200 m/z), con un maximo de 3 x10° iones
recogidos (tiempo maximo de recogida: 100 ms). El espectrometro de masas fue
operado en modo de ionizacién negativa por electrospray (ESI), con un voltaje de
pulverizacién de 2,7 kV, una temperatura capilar de 300 °C, caudal de gas de vaina
de 35 L h, un caudal de gas auxiliar de 8 L h ! y una temperatura de la sonda de

calentamiento de 325°C.

Las concentraciones de hidroxilado en las muestras de bilis se interpolaron usando
5 puntos de unas curvas estandar externa del analisis de un estandar mixto de 24
compuestos (calibracién de estandar CDC OH-PAH) que contiene los analitos de
interés. Un coeficiente minimo de determinaciéon (R?) de 0,99 fue considerado

aceptable para estos analisis.
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4 Resul t ados experi me
di scusi - n

4.1 Medicion de alcohol 2-Propanol

Se realiz6 una EEMs del alcohol 2-propanol con el objetivo de identificar la huella
fluorométrica de solvente. La sefial evidencié que el mayor pico de Emisién se
registra a 340 nm con una excitacion de 220 nm; sin embargo, cuenta con una
estructura amplia que abarca en excitacion entre 190-335nm y una emision entre
300 y 700 nm (Figura 8). Debido a su amplia huella de fluorescencia no fue
evaluado para continuar como solvente de los hidrocarburos, pero fue utilizado

como fluoréforo para caracterizacion del equipo Agilent.
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Figura 8. EEMs de alcohol isopropilico (2-propanol)
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4.2 Metrologia basica para el equipo Agilent

4.2.1 Variacion senal aruido nominal

Con el fin de evaluar el efecto de la relacion sefial a ruido como variable del equipo
Agilent sobre los fluoréforos, se determiné la matriz de excitacion-emision para
alcohol isopropilico (2-propanol) haciendo una variacion en el valor nominal de la
relacion sefal a ruido (Figura 9). El equipo Agilent permite al usuario definir la SNR
y el tiempo de salida (tiempo de promediacién), tiempo para hacer el cambio en
cada punto de medicion, para todos se determin6 0.1 s como tiempo de salida y se
realizo la variacion en SNR, con una definicion espectral de 5nm para excitacion y
emisién. Con la variacién de este parametro se buscaba observar cambio de la
estructura fluorescente de la muestra; al aumentar la SNR, es posible obtener una
mejor definicion espectral de la huella fluorométrica del alcohol, sin embargo, en la
figura 9 es posible observar que no hay variacion en la intensidad o en la estructura

fluorescente del alcohol isopropilico (2-propanol).
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Figura 9. Efecto de la variacion en relacion sefial a ruido con alcohol 2-isopropilico.
Izquierda: SNR 5; centro: SNR 100; derecha: SNR 1000

Teniendo en cuenta lo anterior, se realiz6 un corte espectral sobre la EEMs con el

fin de apreciar en detalle el espectro de emision del alcohol a la mayor longitud de
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onda de excitacion (220 nm). En la figura 10 se observan pequefias variaciones
sobre el espectro de emision del alcohol isopropilico (2-propanol), sin embargo,
estructuralmente no existen alteraciones por la variacion del SNR. Fue posible
identificar que las variaciones en el espectro del alcohol isopropilico (2-propanol)
son producto del ruido blanco generado por el fluoréforo, si se realiza una
promediacion con un mayor numero de mediciones disminuiré la perturbacion, por
ejemplo, en la seccion de emision entre 570-620 nm, se realiz6 un gréafico de

probabilidad normal obteniendo valores ajustados (ver anexo D).

220 T T T T

——SNR5
200 ——SNR100 ||
180+ Y ——SNR1000 |J

Unidades arbitrarias

| | | |
800 550 600 650 700 750
Longitud de onda (nm)

Figura 10. Espectro de emisién de 2-propanol a tres diferentes SNR nominal.
Longitud de onda de excitacion a 220nm

4.2.2 Efecto de la amplitud de la hendidura

Se hicieron pruebas con el fin de definir la amplitud de hendidura adecuada para la
determinacién de los compuestos, el propanol como fluor6foro estandar fue utilizado
para evaluar el cambio de la estructura fluorescente al someter el compuesto a un
diferencial de luz. La amplitud de la hendidura se ajusta con el fin de dejar pasar
cierta cantidad de fotones, que seran los responsables de la excitacion del
compuesto y su posterior florescencia. Se evaluaron 3 diferentes amplitudes de
hendidura (figura 11), siendo optima la amplitud de 5 nm para permitir pasar

suficiente cantidad de luz para la excitacion del compuesto.
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Figura 11. Efecto en EEMs de propanol por variacion de la amplitud de la rejilla de
emision (1.5 nm, 2.5nm y 5 nm, de izquierda a derecha respectivamente).

4.2.3 Efecto de la resolucion espectral

Durante el desarrollo de la investigacion también se tuvo bajo consideracion el
efecto de la resolucién espectral al momento de realizar la matriz de excitacion-
emision. Para determinar la resolucién espectral optima se utiliz6 una muestra de
bilis de Cachama blanca (P. brachypomus) expuesta a fenantreno (figura 12) y se

hicieron mediciones con resolucion espectral de 0.2 nm, 2nm y 5 nm.

Aungue es evidente que la huella fluorométrica de la bilis expuesta a fenantreno
conserva su estructura de manera global, el centroide con la mayor intensidad se
desplaza entre 1 y 2 nm para las diferentes resoluciones espectral. Sin embargo, el
espectro de emision para cada caso conserva una misma estructura espectral
(figura 12).
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Figura 12. Variaciéon de la resolucion espectral en bilis de Cachama blanca
(Pyaractus brachypomus) expuesta a fenantreno. lzquierda: 0.2nm, centro: 2nm,
derecha: 5nm, Abajo: espectro de emisidon con excitacién a longitud de onda de
mayor intensidad (0.2nm= 257.4 nm, 2nm= 256nm, 5nm=255nm)

Al momento de evaluar el corte a 255 nm, longitud de onda de mayor excitacion a
la resolucion espectral mas alta evaluada (5 nm), fue posible identificar leves
cambios en la intensidad y estructura fluorescente; sin embargo, al momento de
realizar la normalizacion con el valor mas alto para cada caso, se logré comprobar
gue la estructura espectral es igual para cada resolucion. Esto nos permite concluir
gue el sistema disefiado para el fluorémetro Agilent normaliza su sefial con el valor
mas alto obtenido. El posible desfase observado en la dispersion del ruido (Rayleigh
primer y segundo orden) a 505 nm puede ser provocado por factor externos como

la cubeta (Figura 13)
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Figura 13. Espectro de emision en muestras de Cachama blanca (P. brachypomus)
expuesta a fenantreno. lzquierda: espectros con excitacion fija a 255 nm (excepto
para la resolucion cada 2nm con excitacibn a 256nm). Derecha: Espectros

normalizados al méaximo valor

4.2.4 Variacion en el tiempo de promediacion

Con esta evaluacion fue posible observar como la huella fluorométrica de la bilis de
Cachama blanca (P. brachypomus) expuesta a fenantreno, conserva su identidad
ante la variacion de tiempo de promediacion; ademas, el nodo de mayor intensidad
se encuentra bajo los mismos parametrosdeexci t aci - n  Yex=e2ndi 5s iEmmm;
=375 nm). Sin embargo, fue posible apreciar que al aumentar el tiempo de
promediacion existe una mayor definicion espectral lo cual, seria valioso al momento
de realizar medidas de fluoréforos con una baja sefial 0 compuestos con un alto

factor de dilucién (Figura 14).
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Figura 14. Variacion del tiempo de promediacion en la EEMs de Cachama blanca
(P. brachypomus) expuesta a fenantreno. lzquierda: 0.1 s, centro: 0.5 s, derecha:
1s

En la figura 15 se visualizan los espectros de excitacién y emision, es posible
apreciar que, aunque se realiza una variacién del tiempo de promediacion, los

espectros no presentan variacion en el pico de mayor intensidad.
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Figura 15. Espectros de excitacion (lzquierda) y Emision (derecha) de bilis de Cachama

blanca (P. brachypomus) expuesta a fenantreno
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4.3 Efecto de la pureza del solvente

Se evaluaron etanol y metanol como solventes de los precursores, hidrocarburos
hidroxilados y bilis. Para el caso del Metanol, este solvente ha sido reportado por
diferentes autores para solubilizar la bilis y evitar efecto de filtrado, quenching entre
otros (Christensen et al., 2009; Pampanin, Kemppainen, Skogland, Jgrgensen, &
Sydnes, 2016; Ru-Richgr(Bdalesa;Ci 4 Iwiired er, & War zoct
Por tal motivo, se evaluo la sefial fluorescente de Metanol para analisis (Merck), el
cual evidenci6 una alta sefial fluorescente con una huella fluorométrica bien definida
(Figura 16), teniendo en cuenta esto se buscaron diferentes marcas y grados

analiticos para evaluar su sefal fluorescente.
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Figura 16. Sefial fluorescente de Metanol para analisis (Merck).

En la tabla 5 se reportan los rangos de emisién y excitacion para 4 diferentes clases
de metanol, segun grado analitico. El rango de excitacion y emision del metanol de
grado para analisis era bastante amplio, a diferencia del metanol grado
cromatografia, lo cual hacia que la aplicacion como solvente de los compuestos
fuera inviable, por dos aspectos: 1) La intensa sefal fluorescente del metanol para
analisis podria interferir con la sefial de los compuestos de interés; 2) La adquisicion

de metanol grado HPLC fue inviable econémicamente para preparar las soluciones
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y diluciones debido a la cantidad requerida y el costo de metanol de alta calidad.
Por tal motivo se evalué la sefial del etanol como solvente, el cual ha sido reportado
por otros autores como diluyente de bilis o solvente de hidrocarburos (Correia,
Goncalves, Scholze, Ferreira, & Henriques, 2007; Pena et al., 2015; Ridley-
Hoffman, 2018).

Tabla 5. Caracteristicas de fluorescencia de diferentes tipos de metanol

IEX 9Em
Grado 9Em rango | @ex max | Maxi
. Marca rango max
analitico (nm) (nm) (ua)
(nm) (nm)
27571 310
215 285 59.1
HPLC J.T.Baker | 200-225 /
215 565 26.9
560 - 590
LC-HPLC Merck 205-220 | 270-305 215 295 13.9
Para
s Panreac | 195-290 | 270-360 215 290 66.8
analisis
Para
L Merck 220-300 | 320-405 250 365 691.2
analisis

Se utilizaron diferentes tipos de etanol para evaluar su sefial fluorescente y definir
la pertinencia en el uso del mismo (tabla 6). Todos los etanoles evaluados
presentaron una baja sefal fluorescente; sin embargo, el etanol marca Chemi,
aungue presento el menor valor de intensidad, se observo un efecto de filtrado con
una absorcion total de la luz en el rango entre 190 a 290 nm, rango de excitacion de
los hidrocarburos, este efecto hacia que la sefial del compuesto evaluado se filtrara
impidiendo visualizarlo a plenitud (figura 17). Teniendo en cuenta lo anterior, el
etanol para analisis (Merck) fue utilizado como solvente para solubilizar los
precursores e hidrocarburos hidroxilados y realizar las diluciones de las muestras
de bilis de peces expuestos. Este solvente presentd baja fluorescencia y rangos

pequefios de excitacion y emision lo cual fue favorable para la evaluacion de los
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compuestos de interés y econdmicamente es mas factible su adquisicion que el
alcohol para biologia molecular.

Tabla 6. Caracteristicas de fluorescencia de diferentes tipos de etanol

Rango de | Rango de 9EM Intensidad
Grado o | @xmax o
N Marca | excitacion | emision max Maximai
analitico (nm)
(nm) (nm) (nm) (ua)
Para
L Merck 200-220 270-315 210 290 35.6
analisis
Para
L Chemi 290-330 310-405 300 330 20.8
analisis
Para )
_ . Sigma
biologia _ 200-235 280-335 225 305 27.6
Aldrich
Molecular
500
450
350
300 1200 2
E 25 g
£ 295 275 300 325 350 375 400 @
& 1150 ©
@ 500 S
= 8
L 450 1100

[8,]
(=]

300 325

EXCITACION (nm)

25850 275 350 375

Figura 17. Matriz de excitacion-emision de solucion de Pireno (189 ppb). Arriba

Pireno en etanol para analisis (Chemi). Abajo etanol chemi puro sin compuestos

Se obtuvo la matriz de excitacién-emision del etanol (Figura 18), el cual fue definido

como solvente y diluyente de los compuestos evaluados. De acuerdo con
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referencias bibliograficas, los hidrocarburos comerciales se prepararon en solucion
con solvente puro, mientras que la dilucién de las bilis se suele realizar con mezcla
de solvente y agua. Fue posible observar que el etanol cuenta con un bajo valor de
fluorescenciaenestadopur o i nferior a 30 wua con un pico
210nm y @& Epnsin 2bargoncomando se preparaba en proporcion 1:1 con
agua desionizada, la intensidad de fluorescencia incrementaba sobre la misma
longi tud de ex2d0rmapero awuna (ede 290 nm. Con base en esta
informacion se realizé la sustraccion de la matriz de etanol puro o en dilucion para
cada caso al que correspondia, con el fin de observar la fluorescencia del

compuesto en evaluacion sin interaccion del solvente (etanol).
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Figura 18. EEMs de etanol para analisis. Izquierda: Puro, 210-280nm derecha:

proporcién 1:1 (agua desionizada) 210-290 nm
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4.4 Hidrocarburos precursores e hidrocarburos
hidroxilados (metabolitos)

De acuerdo con el andlisis realizado sobre las determinaciones de metrologia se
definieron los parametros 6ptimos de medicion, con el fin de obtener medidas de
calidad y optimizacion de tiempo y recursos, en especial con lo referente al tiempo
de vida de la fuente de luz del instrumento fluorométrico. Para todas las medidas se
utilizé una resolucién espectral de 5 nm para excitacion y emision, un tiempo de
promediacion de 0.1 s, relacién sefal a ruido nominal de 100 y amplitud de la
hendidura 5 nm para excitacidon y emision. Las matrices de excitacion-emision
ofrecen amplia informacién para el identificacion y analisis del compuesto de interés,
a diferencia de los espectros individuales; sin embargo, la conjuncion de la EEMs y
el espectro individual a una longitud de onda de excitacion permite complementar el
analisis de informacién con respecto a la intensidad de los compuestos evaluados,
lo cual ser& posible apreciar en el analisis para cada compuesto en las siguientes

secciones.

En la tabla 7 se presenta la longitud de onda con maxima intensidad para la
excitacion y emision de cada compuesto (Longitud optima) y se presenta el rango
optimo (sefal de fluorescencia evidente) sobre la huella fluorométrica. En las
siguientes secciones (4.4.1 i 4.4.6) para todas las matrices (figuras 19-29) se
presenta las EEMs de cada compuesto en solucién con etanol (100%) al lado
izquierdo y la huella fluorométrica del compuesto de interés (hidrocarburos e
hidrocarburos hidroxilados) a lado derecho, la cual se obtuvo por sustraccion
matricial de la EEMs del solvente (Figura 18) a la matriz de la solucion etanol-
hidrocarburo. En el anexo E se presentan las EEMs de todas las concentraciones

evaluadas.

Tabla 7. Longitud de onda optima y rango de accién para los compuestos tipo
hidrocarburo
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o
" 9ex rango 9eEm Max | @emrango
Compuesto Max
(nm) (nm) (nm)
(nm)
Pireno 240 220-340 390 355-420
Naftaleno 220 210-230 335 310-370
1-Hidroxinaftaleno 235 210-245/ 260- 355 320-430
325
2-Hidroxinaftaleno 225 210-280 355 335-410
1-Hidroxipireno 240 220-280/ 310- 385 370-450
370
9-Hidroxifenantreno 245 210-360 385 350-450

4.4.1 Pireno

En la figura 19, se presenta la estructura del hidrocarburo Pireno en solucion con
etanol (100%) a una concentracion de 189 ppb. En la izquierda se puede apreciar
la EEMs de una solucién de Pireno en etanol; mientras que en la derecha se

presenta la huella fluorométrica del hidrocarburo.

600

600

550 550

(3,1
Q
(=]

500

o~
(8]
(=]

450

S
(=3
[=]

400

EMISION (nm)
selel)iqie sapepiun

w
(3,
Q

350

300 300

250 250

200 250 300 350 200 250 300 350
EXCITACION (nm)

Figura 19. Matriz de excitacion-emision (EEMs) de Pireno (189 ppb) en etanol.

Izquierda: EEMs Pireno en etanol. Derecha: EEMs Pireno sustraido etanol
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En la figura 20, es posible apreciar el espectro de emision del Pireno a una
concentracion de 189 ppb a maxima intensidad (Tabla 7). En esta figura es posible
apreciar que no hay impacto del solvente sobre el espectro del hidrocarburo y con
la sustraccién matricial se observa en el espectro sin etanol eliminacién de sefial
cerca a los 300 nm y la eliminacion de la dispersion Rayleigh (primer y segundo
orden), el valor negativo en la sustraccion del Rayleigh es debido al aumento en el
valor de la intensidad de segundo orden por la presencia del hidrocarburo que no

esta presente en la EEMs del etanol.
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Figura 20. Espectro de emisién de Pireno (189 ppb) obtenido en solucién con

EtOH y con posterior sustraccion de EtOH

4.4.2 Naftaleno

En lafigura 21, se presenta la estructura del hidrocarburo Naftaleno en solucion con
etanol (100%) a una concentracion de 117.2 ppb. En la izquierda se puede apreciar
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la EEMs de una solucion de Naftaleno en etanol; mientras que en la derecha se

presenta la huella fluorométrica del hidrocarburo.
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Figura 21. Matriz de excitacion-emision de Naftaleno (117.2 ppb) en etanol.
Izquierda: EEMs Naftaleno en etanol. Derecha: EEMs Naftaleno sustraido etanol

En la figura 22, es posible apreciar el espectro de emision del Naftaleno a una
concentracion de 117.2 ppb a maxima intensidad (Tabla 7). En esta figura es posible
apreciar que no hay impacto del solvente sobre el espectro del hidrocarburo y con
la sustraccién matricial se observa en el espectro sin etanol eliminacion de sefial
cerca a los 300 nm y 470 nm y la eliminacién de la dispersién Rayleigh (primer y
segundo orden), el valor negativo en la sustraccion del Rayleigh es debido al
aumento en el valor de la intensidad de segundo orden por la presencia del

hidrocarburo que no esté presente en la EEMs del etanol.
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Figura 22. Espectro de emisién de Naftaleno (117.2 ppb) obtenido en solucion con

EtOH y con posterior sustraccion de EtOH

4.4.3 1-Hidroxinaftaleno

En la figura 23, se presenta la estructura del hidrocarburo hidroxilado 1-
Hidroxinaftaleno en solucién con etanol (100%) a una concentracion de 75 ppb. En
la izquierda se puede apreciar la EEMs de una solucién de 1-Hidroxinaftaleno en
etanol; mientras que en la derecha se presenta la huella fluorométrica del

hidrocarburo.

En la figura 24, es posible apreciar el espectro de emision del 1-Hidroxinaftaleno a
una concentracion de 75 ppb a maxima intensidad (Tabla 7). En esta figura es

posible apreciar que no hay impacto del solvente sobre el espectro del hidrocarburo
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y con la sustraccion matricial se observa en el espectro sin etanol eliminacion de
sefial cerca a los 300 nm y la eliminacion de la dispersion Rayleigh (segundo orden),
el valor negativo en la sustraccion del Rayleigh es debido al aumento en el valor de
la intensidad de segundo orden por la presencia del hidrocarburo que no esta

presente en la EEMs del etanol.
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Figura 23. Matriz de excitacion-emision de 1-Hidroxinaftaleno (75 ppb) en etanol.
Izquierda: EEMs 1-Hidroxinaftaleno en etanol. Derecha: EEMs 1-Hidroxinaftaleno
sustraido etanol
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Figura 24. Espectro de emisidén de 1-Hidroxinaftaleno (75 ppb) obtenido en

solucién con EtOH y con posterior sustraccion de EtOH

4.4.4 2-Hidroxinaftaleno

En la figura 25, se presenta la estructura del hidrocarburo hidroxilado 2-
Hidroxinaftaleno en solucién con etanol (100%) a una concentracién de 1 ppb. En
la izquierda se puede apreciar la EEMs de una solucion de 2-Hidroxinaftaleno en
etanol; mientras que en la derecha se presenta la huella fluorométrica del

hidrocarburo.
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Figura 25. Matriz de excitacion-emision de 2-Hidroxinaftaleno (1ppb) en etanol.
Izquierda: EEMs 2-Hidroxinaftaleno en etanol. Derecha: EEMs 2-Hidroxinaftaleno
sustraido etanol

En la figura 26, es posible apreciar el espectro de emision del 2-Hidroxinaftaleno a
una concentracion de 1 ppb a maxima intensidad (Tabla 7). En esta figura es posible
apreciar que no hay impacto del solvente sobre el espectro del hidrocarburo y con
la sustraccién matricial se observa en el espectro sin etanol eliminacion de sefal
cerca a los 300 nm y la eliminacién de la dispersion Rayleigh (segundo orden), el
valor negativo en la sustraccion del Rayleigh es debido al aumento en el valor de la
intensidad de segundo orden por la presencia del hidrocarburo que no esta presente
en la EEMs del etanol.
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Figura 26. Espectro de emision de 2-Hidroxinaftaleno (1 ppb) obtenido en solucion

con EtOH y con posterior sustraccion de EtOH

4.4.5 1-Hidroxipireno

En la figura 27, se presenta la estructura del hidrocarburo hidroxilado, 1-
Hidroxipireno en solucion con etanol (100%) a una concentracion de 0.01 ppb. En
la izquierda se puede apreciar la EEMs de una soluciéon de 1-Hidroxipireno en
etanol; mientras que en la derecha se presenta la huella fluorométrica del

hidrocarburo.
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Figura 27. Matriz de excitacion-emision de 1-Hidroxipireno (0.01ppb) en etanol.
Izquierda: EEMs 1-Hidroxipireno en etanol. Derecha: EEMs 1-Hidroxipireno
sustraido etanol

En la figura 28 Se observa el espectro de emisién del 1-Hidroxipireno a una
concentracion de 0.01 ppb a méxima intensidad (Tabla 7). En esta figura es posible
apreciar que no hay impacto del solvente sobre el espectro del hidrocarburo y con
la sustraccién matricial se observa en el espectro sin etanol eliminacion de sefal

cerca a los 300 nmy la eliminacion de la dispersion Rayleigh (segundo orden).
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Figura 28. Espectro de emisién de 1-Hidroxipireno (0.01 ppb) obtenido en solucién

con EtOH y con posterior sustraccion de EtOH

4.4.6 9-Hidroxifenantreno

En la figura 29 se presenta la estructura del hidrocarburo hidroxilado, 9-
Hidroxifenantreno en solucién con etanol (100%) a una concentracion de 10 ppb.
En la izquierda se puede apreciar la EEMs de una solucién de 9-Hidroxifenantreno
en etanol; mientras que en la derecha se presenta la huella fluorométrica del

hidrocarburo.
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Figura 29. Matriz de excitacion-emision de 9-hidroxifenantreno (10 ppb) en etanol.
Izquierda: EEMs 9-hidroxifenantreno en etanol. Derecha: EEMs 9-hidroxifenantreno
sustraido etanol

En la figura 30 se observa el espectro de emision del 9-hidroxifenantreno a una
concentracion de 10 ppb a maxima intensidad (Tabla 7). En esta figura es posible
apreciar que no hay impacto del solvente sobre el espectro del hidrocarburo y con
la sustraccién matricial se observa en el espectro sin etanol eliminacion de sefal
cerca a los 300 nm y la eliminacion de la dispersién Rayleigh (primer y segundo
orden).
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Figura 30. Espectro de emision de 9-hidroxifenantreno (10 ppb) obtenido en
solucién con EtOH y con posterior sustraccion de EtOH

4.5 Ajuste de modelo matematico para
hidrocarburos precursores e hidrocarburos
hidroxilados

Teniendo en cuenta el comportamiento obtenido entre la relacion de intensidad y
concentracion para cada hidrocarburo (Anexo F), y de acuerdo con el modelo basico
de fluorescencia (ver capitulo 2), se desarrollé el siguiente modelo para evaluar la

correlacién y ajuste de las mediciones realizadas.

O Az p AGPA&A & Ecuacion 12
Doénde: F=Fluorescencia o sefial emitida
c= Concentracién del compuesto
aa=rendi miento cu8ntico del deexotacivore®t o ( 0)
a,=Seccioneficazd el compuest o (am)nodpticd de augetat(ly d d e
Fo= Fluorescencia diferente a la producida por el fluor6foro de interés.

Teniendo en cuenta el anterior modelo se realiz6 el ajuste de las curvas intensidad
y concentracion en pico (figuras 32-37), por medio de un método de minimos
cuadrado no lineares en el software MATLAB utilizando la herramienta cftool y se
calcularon los coeficientes del modelo para cada compuesto y el valor de
determinacién (Tabla 8). Para el ajuste del modelo no se tuvieron en cuenta las
concentraciones dentro del filtro interno (Chen, Yu, & Wang, 2018), y se parti6 desde
el limite delgado, punto de maxima intensidad antes de efecto del filtro interno, por

ejemplo, naftaleno (Figura 31).

Tabla 8. Coeficientes del modelo de fluorescencia para fluorescencia por medio de
EEM y coeficiente de determinacion para hidrocarburos aromaticos



Resultados 79

Rango de
Compuesto al a2 a0 R? n medicion -
ppb
Pireno 1977 | 0.833 | 75.42 | 0.9968 | 5 2.9 - 756
Naftaleno 991.6 | 6.690 | 1.63 |1.0000* | 3 11-1172

1-Hidroxinaftaleno | 1022.0 | 6.10 |-12.93 | 0.9096 | 6 0.1 - 1000

2-Hidroxinaftaleno | 695.4 | 77.28 | 301.4 | 0.7753 | 6 | 0.0001 - 100

1-Hidroxipireno 806.2 | 17.19 | 80.56 | 0.9971 | 5 0.01 - 100

9-Hidroxifenantreno | 940.8 | 11.18 | 58.96 | 0.9972 | 4 1.0 - 1000

n=puntos en la curva,

Es posible observar en la figura 31 un claro efecto de filtro interno(inner filter), este
es un importante modelo de conversion de energia no irradiada, que es producto de
la absorcion de la luz de excitacion y/o emision por el absorbedor en el sistema de
deteccién, que en este caso es ocasionado por el mismo compuesto y la
concentracion elevada del naftaleno (Chen, Yu, & Wang, 2018), ademas también

pueden visualizarse, las regiones de linealidad y no linealidad.
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Figura 31. Curva de respuesta entre maxima intensidad y concentracion del

hidrocarburo Naftaleno en solucién con etanol para analisis.
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Teniendo en cuenta el analisis previo, en la figura 32 se puede apreciar la curva
ajustada para el hidrocarburo Naftaleno, en la cual se obtiene un valor de R?igual a
1; Si bien la forma de la curva y los coeficientes de ajuste tienen sentido fisico (aly
a2 positivos), el nimero de puntos no permite realmente calcular un coeficiente de

Pearson con significancia estadistica.
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Figura 32. Curva de Naftaleno en solucion con etanol ajustada al modelo
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Figura 33. Curva de Pireno en solucion con etanol ajustada al modelo
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Figura 37. Curva de 9-hidroxifenantreno en solucion con etanol ajustada al modelo

4.6 Bilis de peces expuestos a Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos
Con el analisis de la bilis de los peces expuestos a HAPs por medio de la EEMs fue
posible evidenciar la presencia de los productos metabodlicos a causa de la
degradacion biolégica de los hidrocarburos, lo cual sera observado en las siguientes
secciones, ademas fue posible apreciar la estructura fluorométrica de la bilis de

peces sin exposicion a hidrocarburos.
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En la tabla 9 se presenta la longitud de onda con maxima intensidad para la
excitacion y emision de cada compuesto (Longitud optima) y se presenta el rango
optimo (sefial de fluorescencia evidente) sobre la huella fluorométrica. En las
siguientes secciones (4.6.1 i 4.6.4) se presenta las EEMs de las bilis de peces
expuestos a las diferentes concentraciones de HAPs en solucion con etanol/agua
desionizada (E/W) (1:1) y la huella fluorométrica del compuesto metabolizado, la
cual se obtuvo por sustraccion matricial de la EEMs de la solucion etanol-agua
desionizada (Figura 18) a la matriz de la solucion bilis. En los casos donde la dilucion
de bilis expuesta fue mas alta que la dilucién de bilis sin exponer, la sustraccion
realizada fue hecha unicamente E/W, debido a que la bilis estaba completamente
diluida a tal punto en que persistia la sefial del compuesto metabolizado y
desaparecia la sefial de los compuestos biolégicos presentes en la bilis, como
Biliverdina o aminoacidos aromaticos. En el caso de contar con el mismo factor de
dilucién para bilis expuesta y sin exponer la sustraccion se hacia con la bilis de la
linea base o sin exponer, con el fin de minimizar el efecto de fluorescencia de los
compuestos de la bilis (factor de dilucién maximo 1.56 x10%). En el anexo G se

presentan las EEMs de todas las bilis y factores de dilucidn realizados.

Para el caso de bilis de peces sin exposicion la dilucidn inicial en la cual no habia
saturacion del equipo por alta fluorescencia, oscilaba entre 0.1 y 0.05; mientras que
en bilis de peces expuestos a HAPs el factor de dilucion inicial para evitar saturacion
oscilaba entre 1.56 x10#y 7.81 x10°

Tabla 9. Longitud de onda optima y rango de accién para los compuestos tipo
hidrocarburo

2exMax | @exrango | dem Max | @emrango

Bilis expuestas a Especie
(nm) (nm) (nm) (nm)
, Cachama
Sin exponer i Linea
blanca (P. 345 220 - 370 410 290 - 450

base

brachypomus)
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Sin exponer i Linea
225 210 - 350 360 270 - 420

base

Pirenoi 1ugg* 240 230 - 360 380 290 - 430
Pireno 7 50 pug g* 240 230 - 370 380 370 -430
Naftaleno - 10 ug g* Luminosa 225 200 - 360 345 310 - 470

Naftaleno- 100 ug g | (Aequidens
225 220 - 320 355 320 - 420
. metae)

Fenantreno - 10
Hd 255 210 - 315 375 350 - 450

g—l
Fenantreno i 50 ug
L 255 210 - 315 375 350 - 450
g
Fenantreno 17 10 ug Cachama
gt blanca (P. 255 240 - 300 375 350 - 430

brachypomus)

4.6.1 Bilis de peces sin exponer - LINEA BASE

A LUMINOSA (Aequidens metae)

Por medio de la determinacién de fluorescencia de la bilis de luminosa sin exponer,
definida como linea base, se logré evidenciar una estructura fluorescente clara de
la bilis y sus componentes. En la figura 38, a la izquierda se presenta la estructura
de la bilis en solucién E/W diluida con un factor 6.25 x10“#y en la derecha la huella
fluorométrica de la bilis sin injerencia de E/W, evidentemente hay un cambio por la

sustraccion de E/W especificando los componentes de la bilis.
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Figura 38. Matriz de excitacion-emision de bilis de luminosa sin exposicion.
Izquierda: EEMs de bilis sin exponer. Derecha: EEMs de bilis sin exponer con

sustraccion de E/W

En la figura 39, es posible observar el espectro de emision de bilis sin exponer a un
factor de diluciéon de 6.25 x10* a maxima excitacion (Tabla 9). Evidentemente el
E/W, incrementa la sefial de fluorescencia sobre el espectro; sin embargo, ese
impacto es reducido al realizar la sustraccion matricial del E/W. La normalizacién
indica un leve cambio sobre el espectro en la longitud de onda de emision a 310
nm. Ademas, con la sustraccibn matricial se reduce el efecto de dispersion de
Rayleigh de segundo orden, la sustraccién no es total, posiblemente se deba a una
mayor polidispersidad de particulas en la muestra de bilis que en E/W.
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Figura 39. Efecto del etanol en el espectro de emision de bilis de luminosa sin
exponer. lzquierda: espectro de emision. Derecha: espectro de emision normalizado

A CACHAMA BLANCA (Piaractus brachypomus)

Por medio de la determinacion de fluorescencia de la bilis de Cachama blanca (P.
brachypomus) sin exponer, en muestras preservadas durante 2 afos, se logré
evidenciar una estructura fluorescente completamente diferente a la observada en
la especie A. metae, con cambios de estructura de la huella fluorométrica y pico de
mayor intensidad. En la figura 40, a la izquierda se presenta la estructura de la bilis
en solucién E/W diluida con un factor 1.25 x102 y en la derecha la huella
fluorométrica de la bilis sin injerencia de E/W, claramente el diluyente E/W altera la
huella fluorométrica, sin embargo, el nodo de maxima intensidad persiste después

de la sustraccion.
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Figura 40. Matriz de excitacion-emision de bilis de Cachama blanca (P.
brachypomus) sin exposicion. Izquierda: EEMs de bilis sin exponer. Derecha: EEMs
de bilis sin exponer con sustraccién de E/W

En la figura 41, es posible observar el espectro de emision de bilis sin exponer a un
factor de dilucién de 1.25 x102 a maxima excitacion (Tabla 9). A diferencia de la
bilis de Luminosa, en este caso no hay ninguna injerencia del E/W y el efecto de
dispersion de Rayleigh (primer orden) es eliminado completamente, observando un

espectro Alimpioo.
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Figura 41. Efecto del etanol en el espectro de emision de bilis de Cachama blanca
(P. brachypomus) sin exposicion.

4.6.2 Luminosa (A. metae) expuesta a Naftaleno

A Concentracion de 10 pug g

En la figura 42 se observa la estructura de la bilis expuesta a naftaleno en solucién
E/W diluida con factor 6.25 x104(izquierda) y el cambio de la huella fluorométrica
(derecha) por la sustraccion de la bilis de Luminosa sin exponer (centro).
Evidentemente, la sustracciéon matricial elimina la mayoria de los componentes
fluorescente biologicos asociados a la bilis del pez y permite apreciar la huella
fluorométrica de un compuesto ajeno al organismo con un centroide similar a los

hidrocarburos hidroxilados de naftaleno (figuras 23 y 25).
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Figura 42. Matriz de excitacién-emision de bilis de luminosa expuesta a naftaleno a
concentracion de 10 ug g*. Izquierda: EEMs de bilis expuesta. Centro: Linea base

(bilis sin exponer). Derecha: EEMs de bilis expuesta con sustraccion de linea base

En la figura 43 se observa el espectro de emisién del compuesto observado
posterior a la sustraccion matricial, el espectro es completamente diferente los
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obtenidos por la bilis expuesta y sin exponer. Al realizar la comparacion con los
espectros de hidrocarburos comerciales, existe una alta probabilidad de que este
compuesto observado en la EEMs de bilis expuesta a naftaleno (10 pg g?), sea un
compuesto asociado a este hidrocarburo. Pampanin and Sydnes (2013) menciona
gue los HAPs tienen predominantemente un sitio principal donde se realiza la
oxidacion, sin embargo, compuestos como el Naftaleno, cuenta con diferentes sitios
de oxidacion originando diferentes metabolitos durante la degradacion bioldgica.
Ademas, como se observa en la tabla 8 la proximidad en la longitud de emisién de
cada compuesto puede originar convolucion en la sefial y generar un solo espectro

al momento de realizar la detecciéon de la fluorescencia modificando 8em maxima.
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Figura 43. Variacion del espectro de emisién de bilis de luminosa expuesta a
naftaleno a concentracion de 10 pg g*. Izquierda: espectro de emisién. Derecha:

espectro de emisién normalizado

A Concentracion de 100 pg g

En la figura 44 se observa la estructura de la bilis expuesta a naftaleno en solucion

E/W diluida con factor 1.56 x10*%(izquierda) y el cambio de la huella fluorométrica
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(derecha) por la sustraccion de la bilis de Luminosa sin exponer (centro). La
sustraccion matricial elimina los componentes fluorescente biol6gicos asociados a
la bilis del pez y permite apreciar la huella fluorométrica de un compuesto ajeno al
organismo con un centroide similar a los hidrocarburos hidroxilados de naftaleno
(figuras 23 y 25), en especial al 2-Hidroxinaftaleno con quien se equipara los

méximos de Exy Em.
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Figura 44. Matriz de excitacion-emision de bilis de luminosa expuesta a naftaleno a
concentracion de 100 pg g*. Izquierda: EEMs de bilis expuesta. Centro: Linea base

(bilis sin exponer). Derecha: EEMs de bilis expuesta con sustraccion de linea base

En la figura 45 a diferencia de la concentracién mas baja (10 pg g*) es posible
evidenciar el espectro de emision del metabolito generado por el pez a la maxima
excitacién obtenida para el hidrocarburo hidroxilado, 2-Hidroxinaftaleno, lo cual
evidencia la presencia del compuesto metabolizado dentro del organismo del pez.
La sustraccion matricial elimina algun rastro de fluoroforos de origen bioldgico, y

evidencia la estructura del metabolito hidroxilado del Naftaleno.
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Figura 45. Variacién del espectro de emisién de bilis de luminosa expuesta a
naftaleno a concentracion de 100 pg g*. Izquierda: espectro de emision. Derecha:
espectro de emisién normalizado

4.6.3 Peces expuestos a Pireno

A Concentracién de 1 ug g*

En la figura 46 se observa la estructura de la bilis expuesta a Pireno en solucién
E/W diluida con factor 5.0 x10-3(izquierda) y el cambio de la huella fluorométrica
(derecha) por la sustraccién de la bilis de Luminosa sin exponer (centro). La
sustraccién matricial elimina los componentes fluorescente biol6gicos asociados a
la bilis del pez y permite apreciar la huella fluorométrica de un compuesto ajeno al
organismo con una estructura similar a la del hidrocarburo 1-Hidroxipireno (figuras
27), con seis nodos bien diferenciados entre los 240 y 370 nm de excitacion.
Ademas, es posible identificar una estructura fluorométrica completamente diferente

a las evaluadas con aexde 225 nm y &em de 310 nm.
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Figura 46. Matriz de excitacién-emision de bilis de luminosa expuesta a Pireno a
concentracion de 1 pg g*. Izquierda: EEMs de bilis expuesta. Centro: Linea base

(bilis sin exponer). Derecha: EEMs de bilis expuesta con sustraccion de linea base

En la figura 47 es posible evidenciar el espectro de emision del compuesto generado
por el pez a la maxima excitacion obtenida para el hidrocarburo hidroxilado (240
nm), 1-Hidroxipireno (figura 28), lo cual evidencia la presencia del compuesto

metabolizado dentro del organismo del pez.
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Figura 47. Variacion del espectro de emision de bilis de luminosa (A. metae)
expuesta a Pireno a concentracion de 1 ug g?. lzquierda: espectros sin ajuste;
derecha: espectros normalizados

A Concentracion de 50 pug g

En la figura 48 se observa la estructura de la bilis expuesta a Pireno en solucion
E/W diluida con factor 1.22 x10(izquierda) y la huella fluorométrica (derecha) del
compuesto metabolizado por la sustraccion del diluyente E/W. La sustraccion
matricial elimina la dispersién de Rayleigh (primer y segundo orden). En la EMMs
es posible observar la huella fluorométrica de un compuesto metabolizado por el
organismo con una estructura similar a la del hidrocarburo 1-Hidroxifenantreno
(figura 27), con seis nodos bien diferenciados entre los 240 y 370 nm de excitacion
y un pico de m8xiande 240mm waande IBA@ i, stnolar que-el

metabolito 1-Hidroxipirneo, con un desplazamiento de 5nm (tabla 8).
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Figura 48. Matriz de excitacién-emisién de bilis de luminosa expuesta a Pireno a
concentracion de 50 pg g. Izquierda: EEMs de bilis expuesta. Derecha: EEMs de

bilis expuesta con sustraccion de diluyente E/W
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En la figura 49 es posible evidenciar el espectro de emision del compuesto generado
por el pez a la maxima excitacion obtenida para el hidrocarburo hidroxilado (240
nm), 1-Hidroxipireno (figura 28), lo cual evidencia la presencia del compuesto

metabolizado dentro del organismo del pez.
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Figura 49. Efecto del etanol en el espectro de emision de bilis de luminosa expuesta
a Pireno a concentracion de 50 ug g*. Izquierda: espectro de emisién. Derecha:

espectro de emision normalizado

4.6.4 Peces expuestos a Fenantreno

A Luminosa expuesta a concentracion de 10 pg g

En la figura 50 se observa la estructura de la bilis expuesta a Fenantreno en solucién
E/W diluida con factor 3.91 x107 (izquierda) y la huella fluorométrica (derecha) del
compuesto metabolizado por la sustraccion del diluyente E/W. La sustraccion
matricial elimina la dispersién de Rayleigh (primer y segundo orden), asi como
fluorescencia relacionada al solvente. Al realizar la comparacion con los espectros
de hidrocarburos comerciales, existe una alta probabilidad de que este compuesto

observado en la EEMs de bilis expuesta a fenantreno (10 pg g1), sea un compuesto
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asociado a este hidrocarburo. Como se mencion6 anteriormente, los HAPs cuenta
con diferentes sitios de oxidacion y para el caso del fenantreno este cuenta con 3
sitios activos, siendo el sitio de oxidacion 9, el de menor preferencia entre 0 - 7%
(Pampanin & Sydnes, 2013), por tal motivo, y como lo reporta Martin Tornero, et al.,
(2018) se han reportado 5 diferentes metabolitos hidroxilados del Fenantreno, los
cuales cuentan con una estructura espectral similar reportando para 9-OH P H Em
~385 nm, mientras que los metabolitos 1- OHPHE, 2-OHPHE, 3-OHPHE vy 4-
OHPHE pr e s ennt&ama a B7& nng-valor similar al encontrado en la huella

fluorométrica de bilis de Luminosa expuesta a Fenantreno (Figura 50).
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Figura 50. Matriz de excitacidbn-emision de bilis de luminosa expuesta a fenantreno
a concentracion de 10 pg g*. Izquierda: EEMs de bilis expuesta. Derecha: EEMs de

bilis expuesta con sustraccion diluyente E/W

En la figura 51 es posible observar el espectro de emision del compuesto generado
por el pez a la maxima excitacion (255 nm), este espectro de emision es similar a
los espectros de metabolitos de Fenantreno descritos por Martin Tornero et al.
(2018), con una diferencia en pico, posiblemente por la resolucién espectral

escogida en esta investigacion.
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Figura 51. Efecto del etanol en el espectro de emision de bilis de luminosa expuesta
a Fenantreno a concentracion de 10 pg g*. Izquierda: espectro de emision.
Derecha: espectro de emisién normalizado

A Luminosa expuesta a concentracion de 50 pg gt

En la figura 52 se observa la estructura de la bilis expuesta a Fenantreno en solucién
E/W diluida con factor 1.95 x107 (izquierda) y la huella fluorométrica (derecha) del
compuesto metabolizado por la sustraccion del diluyente E/W. La sustraccion
matricial elimina la dispersion de Rayleigh (primer y segundo orden), asi como
fluorescencia relacionada al solvente. Al igual que con el andlisis de bilis de
expuesta a Fenantreno a la menor concentracion, la mayor intensidad de
fluorescencia se observa a 375 nm, Longitud de onda reportada para otros
metabolitos hidroxilados del Fenantreno(Martin Tornero et al., 2018).
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En la figura 53 es posible observar el espectro de emision del compuesto generado
por el pez a la maxima excitacion (255 nm), sin embargo, el espectro del compuesto
observado difiere en Luminosa expuesta a una concentracion mas baja de
Fenantreno, relacionandolo  con otro metabolito hidroxilado  del

Fenantreno(Pampanin & Sydnes, 2013).
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Figura 53. Efecto del etanol en el espectro de emision de bilis de luminosa expuesta
a Fenantreno a concentraciéon de 50 pg g*. Izquierda: espectro de emision.

Derecha: espectro de emisién normalizado

Cachama blanca (P. brachypomus) expuesta a fenantreno a

concentracion de 10 pg g*

Se realiz6 la EEMs de bilis de la especie Cachama blanca (P. brachypomus)
expuesta a Fenantreno, este analisis se realiz6 con el fin de comparar la sefial
fluorescente de bilis de dos especies expuestas al mismo hidrocarburo, con la
aclaracion de que las muestras de bilis de Cachama blanca (P. brachypomus), se
obtuvieron de un experimento previo que tuvo como periodo de exposicién 10 dias
y estuvieron almacenadas durante dos afios a -20°C (Mora-Solarte, Calderon-

Delgado, & Velasco-Santamaria, 2020).

En la figura 52 se observa la estructura de la bilis expuesta a Fenantreno en solucion
E/W diluida con factor 0.01 (izquierda) y el cambio de la huella fluorométrica
(derecha) por la sustraccion de la bilis de Cachama blanca (P. brachypomus) sin
exponer (centro). Con la sustraccion matricial se elimina la dispersion de Rayleigh
(primer y segundo orden), asi como fluorescencia relacionada a compuestos
biolégicos pertenecientes a la bilis, por ejemplo, nodo de eedm34Snimyn a @&
2em de 410 nm. En la huella fluorométrica es posible observar una estructura similar
a la presentada en la bilis de Luminosa expuesta a Fenantreno. Aunque la mayor
excitaci-n se desplaza 5 nm ipr2corblasefm déd 260 n

Luminosa, la longitud de emision para la mayor intensidad se conserva a 375 nm.
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expuesta con sustraccion de linea base

En la figura 55 es posible observar el espectro de emisidén del compuesto generado
por la Cachama blanca (P. brachypomus) a la maxima excitacion (260 nm), el
espectro obtenido tiene similitud con el analisis de bilis de luminosa expuesta a la

concentracion de 10 pg g (Figura 51).
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4.7 Ajuste de modelo matematico para bilis de
peces expuestos en laboratorio

Al igual que con las determinaciones en los hidrocarburos precursores e
hidroxilados se realizo el ajuste de las curvas al modelo mateméatico desarrollado,
en las figuras 57-66 se presentan las curvas ajustadas al modelo, cada una de ellas
evidencia presenta la respuesta entre factor de dilucidn y la fluorescencia en pico.
En latabla 10 se presentan los coeficientes ajustados al modelo (ver anexo H curvas
de respuesta sin ajuste).

Tabla 10. Coeficientes del modelo basado en el modelo matemético para
fluorescencia por medio de EEM y coeficiente de determinacion para bilis de
peces expuestos a hidrocarburos

n | Rango de medicion

. )
Bilis expuestas al a2 a0 R Factor de dilucién
Luminosa (Aequidens metae)

Sin exponer ) 4
Linea base - 338 1348 17.97 1.000 4 | 0.0013-1.56 x10
T'LGg_l 3123 | 1764 | -1.73 | 09999 | 6 | 0.017 3.12 x10*
Pireno 5.98 1.22 x10°7 4.88

50 ug g 1400 105 -324.9 | 1.0000 3 %106

Tgﬁg'zr_‘f 3572 | 3449 | -31.16 | 0.9998 | 4 | 0.017 1.56 x10*

Naftaleno 4.88 x1013.12

100 pg g* 1809 2256 25.54 | 0.9999 5 X104

Fenantreno 7.81 x10°°7

10 ug g* 1385 7151 13.99 1.0000 | 4 9.76x106

Fenantreno 2.74 7.81 x10°°7

50 pg g 902.1 10 -39.4 0.9936 5 4.88x10-6
Cachama blanca (P. brachypomus)

Sin exponer " 4

Linea base 1285 1135 26.06 0.9993 6 0.017 3.12 x10

Fenantreno 1273 | 128 | 1558 | 0.9977 | 6 | 0.011 3.12 x10*

10ug g

Al igual que con el caso del naftaleno (Figura 31.) se observa efecto de inner filter

en bilis de Luminosa expuesta al mismo hidrocarburo a una concentracion de 10 pg
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gl. La maxima emision de fluorescencia se observa a un factor de dilucién de
0.00125, todos los valores de intensidad de las diluciones anteriores fueron
utilizados para ajustarlos al modelo. Este resultado permite identificar al
hidrocarburo Naftaleno y compuestos asociados a este, que la concentracion
elevada de estos HAPs provoca este efecto; ademas, de que la bilis es una mezcla
racémica que incluye compuestos fluorescentes como aminodcidos, que son
capaces de saturar la solucion al momento de hacer la medicion, teniendo en cuenta
estos dos factores la dilucion de la muestra es clave y puede ser variable con

respecto al organismo (Figura 56).
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Figura 56. Curva de respuesta entre maxima intensidad y factor de dilucion de bilis
de luminosa expuesta a una concentracion de Naftaleno de 10 ug g*
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Figura 65. Curva ajustada de bilis de Cachama blanca (P. brachypomus) expuesta a
Fenantreno a concentracion de 10 ug g™.

4.8 Cromatografia de metabolitos de HAPs en bilis
y comparabilidad con fluorometria

Los analisis por cromatografia realizados en las muestras de bilis de los peces expuestos
en laboratorio indican la presencia de los productos metabdlicos generados por la
transformacién del precursor inyectado en cada individuo. En la tabla 11 se presentan los
resultados obtenidos para cada exposicion, hay que destacar que la medicion de los
compuestos hidroxilados de Pireno y Fenantreno en la bilis de los peces fueron identificados
en la matriz; sin embargo, no fue posible identificar o cuantificar compuestos hidroxilados
del Naftaleno. Hay que destacar que cada analisis fue hecho en mezcla de diferentes
individuos como se mencioné en la seccién de metodologia.

Es posible observar que los valores normalizados con el valor de absorbancia se ajustan a
al valor del incremento de la exposicion; para el caso de Pireno, la relacion entre la mas
alta y la mas baja concentracion fue de ~48, mientras que para el Fenantreno la relacion
fue de ~8, lo cual se ajusta aproximadamente al incremento tedrico para la exposicion de

Pireno y Fenantreno (50 y 5 veces, respectivamente)
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Tabla 11. Resultados de concentracion de metabolitos en bilis de luminosa expuesta en

laboratorio
ng mL™ ng mL*UA?
An3r§0 OH-NAP | OH-PHE | OH-PYR | OH-NAP | OH-PHE | OH-PYR

Sin exponer | . oo NE NE NE NE NE NE
Linea base
Pireno. 1.89 | NE NE 688.25 NE NE 364.15
lpgg
Pireno 19.95 | NE NE |351820.20| NE NE |17635.10
S50 ug g
Naftalerjlo 18.36 NE NE NE NE NE NE
10 ug g
Naftaleng 4.68 NE NE NE NE NE NE
100 pg g
Eg”uzng_fno 3.91 | *51.11 | 4072.69 NE *15.068 | 977.908 | NE
Fenantreno | 393 | NE | 32007.82| NE NE | 711314 NE
S0pgg

NE=No encontrado

En la bilis de peces expuestos a fenantreno a 10 pg g* se encontraron metabolitos
hidroxilados de naftaleno, lo cual implica que los procesos de degradacion dentro del
organismo pueden dar origen a compuestos metabélicos con un menor nimero de anillos
de benceno, esto ha sido reportado en bacterias y hongos(Gao, Ellis, & Wackett, 2009).
Aunque hay que destacar que el valor reportado se encuentra por debajo del limite de
deteccion (tabla 12).

Tabla 12. Limites de deteccién para la técnica de cromatografia UHPLC-HRAM MS

ng mL*? OH-NAP OH-PHEN OH-PYR
R? 0.9998 0.9978 0.999
LOD 59.84 117.26 77.22
LOQ 252.34 465.96 319.66

Ante la confirmacién de los hidrocarburos hidroxilados presentes en la bilis de los
peces por medio de cromatografia, se realizé una comparacion de EEM y espectros
de emision. En la figura 66 se observa la EEM de las bilis expuestas a Pireno a una
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concentracion de 50 pg g (superior derecha) y la EEM obtenida del 1-hidroxipireno
a una concentracion de 0.01ppm (superior izquierda); ambas matrices presentan
similitudes en su estructura, sin embargo, al realizar el espectro de emision de las
dos soluciones, se observa un desplazamiento de 5 nm en el espectro de bilis hacia
la region ultravioleta (Blue shift). Este desplazamiento es posible observarlo en
muestras bioldgicas con presencia de triptofano. El grupo indol del triptofano,
principal responsable de su fluorescencia, puede realizar el blue shift por dos
factores segun la polaridad del solvente o si el grupo indol esta inmerso en una

proteina nativa(Lakowicz, 2006).

Teniendo en cuenta este efecto el desplazamiento puede ser sustraido (inferior
derecho) observando que los dos espectros se sobreponen sobre los picos de
mayor intensidad, arrojando una sefial de fluorescencia muy similar. TeGricamente,
la concentracion del metabolito de 1-OHPYR en esta muestra de bilis a esta dilucion
seria de ~10ppb, teniendo en cuenta la fluorescencia y concentracion del
hidrocarburo hidroxilado. Sin embargo, aunque el comportamiento de la
fluorescencia no es lineal con respecto a la concentracion, es factible identificar este

compuesto por medio de esta técnica.
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Figura 66. Comparacion de sefial entre bilis de luminosa expuesto a Pireno e
hidrocarburo hidroxilado 1-OHPYR. ARRIBA,; Izquierda: EEMs 1-OHPYR a 10ppb;
derecha: bilis expuesta a Pireno 50 pg g (1.22x10%). ABAJO; Izquierda: espectros
observados para ambas matrices; derecha: Espectros ajustados al desplazamiento

del triptéfano a maxima intensidad para ambas matrices

En la figura 67 se observa la EEM las bilis expuestas a Naftaleno a una
concentracion de 100 pg gt (superior derecha) y la EEM obtenida del 2-
hidroxinaftaleno a una concentracién de 0.1ppb(superior izquierda). Para este caso
a pesar de que las sefales de la EEM tienen similitud, sobre todo el pico maximo
de emision, difieren relativamente como es observable los espectros de emision de
ambos. Al parecer hay efecto de convolucién que explayan el espectro medido en
la bilis. La posible interaccién de otros compuestos fluorescentes asociados o no a

este hidrocarburo, alteran la estructura del compuesto observado.
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Figura 67. Comparacion de sefial entre bilis de luminosa expuesto a Naftaleno a e
hidrocarburo hidroxilado 2-OHNAP. ARRIBA; Izquierda: EEMs 2-OHNAP a 10ppb;
derecha: bilis expuesta a Naftaleno a 100 pg g* (7.81 x10-°). ABAJO: espectros

observados para ambas matrices.
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Los resultados del analisis de bilis expuesta a fenantreno al igual que para el caso
del Pireno existe un desplazamiento o blue shift aunque en este caso la estructura
no es tan evidente, esto puede estar asociados a procesos de convolucion por la
presencia de otros metabolitos. Como se habia mencionado anteriormente, el 9-
hidroxifenantreno no es un compuesto de gran abundancia en la bilis, sin embargo,
sus Oher manos® hi dcasorar efecth de, conypluaod @ar la
cercania entre sus Optimos de excitacion y emision. En la figura 68 se observa la
EEM las bilis expuestas a Fenantreno a una concentracion de 10 pg g (superior
derecha) y la EEM obtenida del 9-hidroxifenantreno a una concentracion de

1ppb(superior izquierda).
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Figura 68. Comparacion de sefial entre bilis de pez expuesto a Fenantreno e
hidrocarburo hidroxilado 9-OHPHE. ARRIBA; Izquierda: EEMs 9-OHPHE 100 ppb;
derecha: bilis expuesta a Fenantreno 10 pg g* (7.81 x10®). ABAJO; Izquierda:
espectros observados para ambas matrices; derecha: Espectros ajustados al

desplazamiento del tript6fano a maxima intensidad para ambas matrices



Resultados 111

4.9 Analisis de bilis de peces capturados en rio

4.9.1 EEMs de bilis de peces del rio Acacias, potencialmente
contaminado por vertimiento de la industria petrolera

Con el fin de analizar preliminarmente el estado de peces nativos de la Orinoquia
expuestos al vertimiento de la industria petrolera se realizé la EEMs de la bilis de
los peces capturados en rio. En la figura 69 se observa la estructura de la bilis de
peces capturados en el sitio de vertimiento en solucion E/W diluida con factor 1.56
x10* (izquierda) y el cambio de la huella fluorométrica (derecha) por la sustraccién
de la bilis de Luminosa sin exposicién(centro), la cual no cuenta con huella

fluorescente de contaminacién asociada a hidrocarburos.

Inicialmente se observa que la huella fluorométrica de los peces de rio, es
completamente diferente de la huella fluorométrica de los ejemplares de Luminosa
mantenidos en laboratorio sin exposicion de contaminacion. Con la sustraccion
matricial se reduce en cierta medida la dispersion de Rayleigh (primer y segundo
orden), sin embargo, esta dispersion persiste, la explicacion pude deberse a que la
bilis de peces capturados en rio era mas turbia evidenciando cambios en la
composicién bioldgica de la bilis, en comparacion con la bilis de peces de laboratorio

la cual era traslucida.
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Figura 69. Matriz de excitacién-emision de bilis de LUMINOSA capturada en el rio
Acacias. lzquierda: EEMs de bilis capturada en rio Acacias. Centro: bilis sin
exposicion en laboratorio. Derecha: EEMs de bilis capturada en rio Acacias con

sustraccion de linea base (bilis de laboratorio)

4.9.2 EEMs de bilis de peces del cafio Cuncia, sitio de referencia
sin contaminacion evidente

Del mismo modo que con el sitio potencialmente contaminado, se analizaron las
bilis de los peces capturados en un rio sin contaminacion evidente. En la figura 70
se observa la estructura de la bilis de peces capturados en el sitio de vertimiento en
solucién E/W diluida con factor 1.56x10* (izquierda) y el cambio de la huella
fluorométrica (derecha) por la sustraccion de la bilis de Luminosa sin
exposicion(centro). Aunque tanto en bilis de sitio potencialmente contaminado vy el
sitio sin contaminaci-n evidendde20mmyent an
2em de 345 nm, la intensidad en este punto es mucho menor que en peces
capturados en el sitio contaminado; esto evidenciaria que el mismo compuesto
fluorescente esta presente en ambas zonas, siendo mas concentrado en el sitio

potencialmente contaminado.








































































