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RESUMEN

Cuando se produce un derrame de crudo sobre sistemas acuaticos tienen lugar diferentes
procesos de meteorizacion sobre este recurso que modifican su composicion. Como
resultado de estas transformaciones se dificulta la asignacion de responsabilidades
respecto a las contaminaciones producidas con los hidrocarburos. Sin embargo, en el
crudo existen unas moléculas conocidas como biomarcadores con el potencial de resistir
los procesos de meteorizacion seguin el tiempo de exposicion, la cinética de alteracion y
los fenomenos de transformacion por los que atraviesa este recurso cuando es expues-
to al ambiente. En el presente trabajo se analizo la estabilidad de los biomarcadores
para un crudo vertido en agua de mar en condiciones de laboratorio por el periodo
de un afio, con el objetivo de probar su utilidad en litigios vinculados a derrames y
hurtos de hidrocarburos. Para tal fin, se analizaron los perfiles de biomarcadores por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas a partir de las fracciones
del crudo. Ademas, se calcularon parametros especificos tales como P/n-C,7 (pristano/
heptadecano), 4-MeDBT/1-MeDBT (metildibenzotiofenos) y estigmastano CaoaS/
hopano C3g conocidos como relaciones de diagnostico que se modificaron en torno a
valores menores del 5 % respecto de su desviacion estandar relativa en el transcurso de
un aflo. Cabe destacar que las relaciones P/F, (n-Ci3 + n-C14)/(n-Czs + n-Cag) y (No +
N1)/N2 (N = naftalenos) fueron las tnicas con porcentajes por encima del 5 % y estos
resultados se asociaron a un proceso de evaporacion sobre el crudo. Por otro lado, el
analisis de los cromatogramas obtenidos indicéd que la biodegradacion también estuvo
implicada en la meteorizacion de los hidrocarburos. Sin embargo, la mayoria de los
biomarcadores permanecieron inalterados bajo las condiciones de ensayo a lo largo
del tiempo de estudio lo que demuestra su potencialidad para resolver los problemas
antes mencionados.
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ABSTRACT

When an oil spill occurs in aquatic systems, different weathering processes take place
on this resource that modify its composition. As a result, it is difficult to assign respon-
sibility for pollution caused by this resource. However, in crude oil there are molecules
known as biomarkers with the potential to resist weathering processes depending on the
exposure time, alteration kinetics and alteration phenomena that this resource undergoes
when exposed to the environment. In the present work, the stability of biomarkers was
analyzed for a crude oil spilled in seawater under laboratory conditions for a period of
one year, with the objective of testing their usefulness in litigation related to oil spills
and/or oil theft. To this end, biomarker profiles were analyzed by gas chromatography
coupled to mass spectrometry from the crude fractions. Specific parameters such as
Pr/n-Cy7 (pristane/heptadecane), 4-MeDBT/1-MeDBT (methyldibenzothiofene) y
stigmastane CyaS/hopane C3o known as diagnostic ratios changed around values
less than 5 % with respect to their relative standard deviation over the course of one
year. Notably, the Pr/Ph ratios, (n-Ci3 + n-Ci4)/(n-Cs + n-Co6) and (No + N1)/No (N =
naphthalenes) were the only ones with percentages above 5 % and these results were
associated with an evaporation process on the crude oil. On the other hand, the analysis
of the chromatograms obtained indicated that biodegradation was also involved in the
weathering of hydrocarbons. However, most of the biomarkers remained unaltered
under the test conditions throughout the study time, which demonstrates their potential
to solve the problems mentioned above.

INTRODUCCION

Mas de un millon de toneladas de crudo (fase
liquida del petroleo) entran en el medio marino
anualmente, asociadas a vertidos accidentales o
intencionales, filtraciones naturales y producto de
actividades tales como la extraccion, transporte
y almacenamiento de este recurso (Radovi¢ et al.
2014). Aunque el numero de accidentes catastroficos
ha disminuido significativamente durante las ulti-
mas décadas, el hundimiento del petrolero Prestige
cerca de la costa de Galicia (Espafia) y la ruptura
de la plataforma Deepwater Horizon en el Golfo de
México, siguen suponiendo una importante amenaza
para los ecosistemas marinos y costeros, causando
grandes dafios al ambiente (White et al. 2012).
Ademas, surgen nuevas preocupaciones ambientales
a medida que la industria petrolera se aventura a
recuperar petroleo en regiones mas hostiles, difici-
les y peligrosas como las aguas ultraprofundas, el
Artico y a lo largo de las fronteras nacionales que
carecen de la infraestructura necesaria para res-
ponder eficazmente a cualquier percance (Radovic¢
et al. 2014). Una vez en el mar, los hidrocarburos
derramados experimentan a una serie de procesos
fisicos, quimicos y bioldgicos conocidos como me-
teorizacion, que involucran fenémenos tales como
evaporacion, disolucion, degradacion microbiana y
fotooxidacion, que alteran la composicion original
de los mismos (Flores et al. 2020).

Identificar el origen de los derrames de crudo, ya
sean agudos o cronicos, es el primer paso para evaluar
sus consecuencias y definir mejor las estrategias de res-
puesta. Los métodos analiticos eficientes e inequivocos
para la caracterizacion de estos vertidos también son
necesarios desde el punto de vista de la aplicacion de
las leyes de control de la contaminacion, que tienen
por objeto proteger la salud ptblica y el ambiente
(Kienhuis et al. 2019). La metodologia mas madura
para resolver estas problematicas se basa en el enfoque
de la huella quimica, es decir, una serie de hidrocar-
buros son determinados mediante cromatografia de
gases con un detector de ionizacion a la llama (GC/
FID) o acoplado a un espectrometro de masas (GC/
MS; Wang et al. 2007). Las distribuciones y propor-
ciones caracteristicas de los compuestos seleccionados
generan un patrén molecular que puede utilizarse
para identificar la fuente del crudo diseminado. Este
procedimiento se ha utilizado ampliamente (Wang
y Fingas 2003) y recientemente fue estandarizado
(Kienhuis et al. 2019). Para mejorar la fiabilidad de
la evaluacion de las diferencias entre los perfiles de
las muestras del vertido y de la fuente sospechosa de
origen, se calculan una serie de relaciones de diagnos-
tico (RD) a partir de estos compuestos que han sido
seleccionados por su diversidad y/o respuesta a los
procesos de meteorizacion (Hansen et al. 2007). Para
que el método sea independiente de la experiencia
del analista y mas robusto que la comparacion visual
cualitativa de los cromatogramas, se cotejan las RD.
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En este sentido, es importante conocer el efecto de los
procesos de meteorizacion sobre estas relaciones para
una adecuada interpretacion de los resultados en casos
reales (Olson et al. 2017).

La estructura compleja y variada del crudo da
lugar a una composicion heterogénea formada por
miles de moléculas de diferente naturaleza. Entre
todas ellas existe un grupo que se caracteriza por
una elevada estabilidad cuando el crudo se expone
al ambiente (Garcia et al. 2019). Estos compuestos,
conocidos como biomarcadores, han sido amplia-
mente utilizados para la identificaciéon de derrames de
hidrocarburos en alta mar (Bayona et al. 2015). Una
gran cantidad de RD derivadas de los biomarcadores
basados en el analisis GC/MS, se han identificado
para diferenciar crudos en todo el mundo (Chandru
et al. 2008). La evaluacion y el seguimiento de los
procesos de meteorizacion asociados a los biomarca-
dores son importantes herramientas para la geoqui-
mica del petréleo, ya que esto permite predecir, con
relativa certeza, el tiempo de permanencia y qué
tipo de sustancias se generan durante estos siniestros
(Reyes et al. 2014). El objetivo del presente trabajo
fue demostrar la estabilidad de los biomarcadores
a partir de un crudo sometido a un proceso de me-
teorizacion en reactores abiertos con agua de mar a
escala de laboratorio con una temperatura promedio
de 20 °C y monitoreados por el periodo de un afio a
través del empleo de la cromatografia de gases aco-
plada a la espectrometria de masas, para aplicarlos
como herramientas de validez en litigios por hurtos
o derrames de hidrocarburos.

MATERIALES Y METODOS

Muestra de crudo sometida a meteorizacion en
agua de mar

El crudo fue recolectado en el yacimiento Del
Mosquito (51°51°51” S, 68°57°7” W) perteneciente a
la Cuenca Austral (Formacion Springhill), provincia
de Santa Cruz, Argentina. El mismo se caracterizo
por tener una gravedad API de 32° a 15 °C (crudo
liviano) y una salinidad de 52 g/m’>. Se transporto al
laboratorio en una botella limpia de vidrio (un litro de
capacidad color ambar) para evitar la fotooxidacion.
En el llenado de la botella, se evito la presencia de
una camara de aire para minimizar el impacto del
oxigeno en la estabilidad del hidrocarburo y, ademas,
prevenir su biodegradacion. Luego fue almacenado
en un lugar oscuro y seco a temperatura ambiente
hasta la realizacion de la experiencia dentro de las
siguientes 72 h (Tomas et al. 2020).

Ensayo de meteorizacion en agua de mar

El estudio de meteorizacion del crudo en agua de
mar se llevo a cabo en 30 reactores a escala de labo-
ratorio (frascos de vidrio transparentes de 300 mL de
capacidad) monitoreados por el periodo de un afio y
repartidos equitativamente a lo largo de diez etapas.
En cada uno de ellos se afiadié 100 mL de agua de
mar proveniente de Punta Loyola (51°36°25” S,
69°01°08” W) y un 1 mL de crudo. Los reactores se
dejaron abiertos, es decir, sin tapa a la temperatura
ambiente promedio del laboratorio de 20 °C para que
fenémenos tales como la fotooxidacion, evaporacion
y biodegradacion modificaran la composicion quimi-
ca del hidrocarburo. El tiempo cero (T0) se considero
para las muestras de crudo agregadas a los tres re-
actores iniciales y recuperadas inmediatamente para
su analisis, es decir, a los cero dias de comenzada la
experiencia. El resto de las etapas integradas también
por tres reactores se detallan a continuacion: 7, 14,
21, 28, 60, 120, 180, 270 y 365 dias constituyen los
tiempos de analisis T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8 y
T9, respectivamente.

Obtencion del crudo meteorizado

Cumplido los intervalos de tiempo de cada eta-
pa, se procedid a extraer el crudo agregado a los
reactores mediante la adicion en cada uno de ellos
de 10 mL de n-pentano. Posteriormente se obtuvo
la fase organica con la utilizacion de una ampolla
de decantacion de 200 mL, la que se recupero y se
transfirid a un vial. El volumen contenido en los
viales se dividio en dos, una parte se guardo refri-
gerada y la otra se sometid a una separacion por cro-
matografia de adsorcion s6lido-liquido en columna
de vidrio (20 cm x 1.2 cm) empacada con 3 g de
gel de silice (activado a 150 °C durante un periodo
de 24 h), al que se le adicion6 50 mg de sulfato de
sodio activado y 50 mg de alimina activada en su
parte superior. Para esta separacion se sembraron
aproximadamente 100 pL de crudo en la columna
y luego se eluyeron con 10 mL de n-pentano y
10 mL de diclorometano, para obtener las fracciones
de hidrocarburos alifaticos y aromaticos respecti-
vamente. Los extractos obtenidos se concentraron
hasta 0.5 mL bajo corriente de nitrogeno, se transfi-
rieron a un vial de cromatografia, y se almacenaron
a -15 °C hasta su analisis (TNRCC 2000).

Identificacion de n-alcanos, isoprenoides e hidro-
carburos aromaticos policiclicos por cromatogra-
fia de gases acoplada a espectrometria de masas

El analisis mediante cromatografia de gases aco-
plada a espectrometria de masas (GC/MS) se llevo a
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cabo teniendo en cuenta las publicaciones de Tomas
y Acuia (2022) y Stashenko et al. (2014). Por cada
muestra se inyectd en un cromatdgrafo de gases,
1 pL de una dilucion 1:100 en pentano del crudo guar-
dado sin separar en modo fraccionado (split) y 1 uL.de
los extractos alifaticos y aromaticos en modo sin frac-
cionamiento (splitless). La separacion se realizo en
un equipo Agilent modelo 7890A, con un detector de
espectrometria de masas de la misma marca (modelo
5975C). Se utilizé una columna HPSms de 30 m de
largo, con un didmetro interno de 0.32 mm y un
espesor de pelicula de 0.25 um. La temperatura del
inyector se ajustd a 290 °C y se utilizo6 helio como gas
acarreador con una velocidad de flujo de 1.2 mL/min.
El programa de temperatura utilizado fue el siguiente:
temperatura inicial de 55 °C durante 2 min, seguido
de una rampa de 6 °C/min hasta alcanzar los 270 °C,
pasando directamente a otra rampa de 3 °C/min hasta
alcanzar 300 °C, temperatura que se mantuvo durante
17 min. El tiempo total de corrida fue de 65 min. El
detector de masas se utilizé con una temperatura de
la fuente de iones y de la linea de transferencia de
230 °Cy 180 °C, respectivamente, y una energia de
impacto de 70 eV. El escaneo de masas entre 30 y
400 unidades de masa atatomica (uma) se realizo
para obtener el cromatograma de iones totales (TIC,
por sus siglas en inglés) con el fin de determinar la

distribuciéon de n-alcanos, pristano y fitano. Por su
parte, el monitoreo de iones seleccionados (modo
SIM Scan) se utiliz6 para analizar los iones m/z =128
(naftaleno), 142 (metilnaftalenos), 156 (dimetilnat-
talenos), 170 (trimetilnaftalenos), 178 (fenantreno),
184 (tetrametilnaftalenos y dibenzotiofeno), 192
(metilfenantrenos), 198 (metildibenzotiofenos) en la
fraccidon aromatica, y los iones m/z = 191 (terpanos)
y 217 (esteranos), en el extracto alifatico (Cuadro I).
De esta manera se obtuvieron los fragmentogramas
de interés correspondientes a cada muestra, haciendo
uso del programa de computadora MSD ChemStation
Data Analysis Application. A partir de los tiempos
de retencion, bibliografia de referencia e integracion
manual de los picos se identificaron los compuestos
antes mencionados.

Analisis de los datos

Cada una de las diez etapas del ensayo estuvo
integrada por tres reactores que se analizaron inde-
pendientemente y cuyos valores se promediaron para
eliminar asi el efecto de la variabilidad analitica.
La seleccion de las RD se llevo a cabo a partir de
la literatura publicada por Fernandez-Varela et al.
(2010) y se calcularon 12 RD (Cuadro II) deriva-
das de hopanos y esteranos comunmente utilizadas
para la identificacion de fuentes de contaminacion

CUADRO I. COMPUESTOS ANALIZADOS Y SUS RELACIONES DE MASA/CARGA (m/z).

TIC m/z=191 m/z =128 m/z =178

n-Cy9  Terpano triciclico Ca3 Naftaleno Fenantreno

n-Cjo Terpano triciclico Cae m/z =142 m/z =184

n-Cy;  Trisnorhopano Ca7 (Ts) 2-Metilnaftaleno 1,3,5,7 - Tetrametilnaftaleno
n-Ci2 Trisnorneohopano Czg (Tm) 1-Metilnaftaleno 1,3,6,7 - Tetrametilnaftaleno
n-Ci3 Hopano Cag (H29) m/z =156 1,2.4,6 - Tetrametilnaftaleno
n-Ci4 Hopano Cso (H3o) 2-Etilnaftaleno 1,2,4,6 - Tetrametilnaftaleno
n-Cis  Hopano C3; (H31) (Sy R) 1-Etilnaftaleno 1,2,4,7 - Tetrametilnaftaleno
n-Cis  Hopano C3z (H32) (Sy R) 2,6 + 2,7 - Dimetilnaftaleno 1,4,6,7 - Tetrametilnaftaleno
n-Cy7  Hopano Cs3 (H33) (Sy R) 1,3 + 1,7 - Dimetilnaftaleno 2,3,6,7 - Tetrametilnaftaleno
P m/z =217 1,6 - Dimetilnaftaleno 1,2,6,7 - Tetrametilnaftaleno
n-Cig  Esterano Cyg 1,4 + 2,3 - Dimetilnaftaleno 1,2,3,7 - Tetrametilnaftaleno
F Pregnano C; 1,5 - Dimetilnaftaleno 1,2,3,6 - Tetrametilnaftaleno
n-Ci9  Homopregnano Ca 1,2 - Dimetilnaftaleno 1,2,5,6 - Tetrametilnaftaleno
n-Cyo Diasteranos Ca7 m/z =170 Dibenzotiofeno (DBT)
n-Cz;  Colestanos Ca7 1,3,7 - Trimetilnaftaleno m/z =192

n-Cy  Ergostanos Cog 1,3,6 - Trimetilnaftaleno 3 - Metilfenantreno

n-Cp3 Estigmastanos Cag 1,3,5 - Trimetilnaftaleno 2 - Metilfenantreno

n-Cp4 - 2,3,6 - Trimetilnaftaleno 9 - Metilfenantreno

n-Cys - 1,2,7 - Trimetilnaftaleno 1 - Metilfenantreno

n-Cy - 1,2,6 - Trimetilnaftaleno m/z =198

n-Cy7 - 1,2,4 - Trimetilnaftaleno 4 - Metildibenzotiofeno
n-Cps - 1,2,5 - Trimetilnaftaleno 2 - Metildibenzotiofeno
n-Cy - 1,4,6 - Trimetilnaftaleno 3 - Metildibenzotiofeno

n-C3o

1,6,7 - Trimetilnaftaleno

1 - Metildibenzotiofeno
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por hidrocarburos para evaluar qué tan recalcin-
trantes son a la meteorizacion. Ademas, con base
en trabajos de Wang et al. (2000) y Lemkau et al.
(2010) se consideraron otros indices de diagnostico
generados a partir de n-alcanos, pristano, fitano e
HAP (Cuadro II). La desviacion estdndar relativa
(DER) se empled como indicador para evaluar la
estabilidad de las moléculas frente a las condiciones
de meteorizacion. Para esto se analizaron las RD en
funcion del tiempo de estudio a través de sus DER
obtenidas. Para que una RD se considere apta para
su uso a lo largo del tiempo definido su DER debe
ser menor al 5 % (Zhang et al. 2015). El célculo de
los parametros estadisticos se llevo a cabo mediante
el programa Excel Microsoft Office.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cromatogramas de iones totales (TIC)
Visualizar los TIC constituye el punto de par-
tida para determinar si existieron modificaciones
en la composicion de las muestras de crudo bajo las
condiciones de laboratorio a las que fueron sometidas
(Fig. 1). En el tiempo cero (T0) se observo una dis-
tribucion bimodal de los n-alcanos, desde el nonano
(n-Co) hasta el triacontano (n-Cso; Fig. 1A). Entre la
primera (T1) y la segunda (T2) semana comenzé a
manifestarse una disminucion en los n-alcanos mas li-
vianos caracterizada por una reduccion total del n-Co
(Fig. 1B-C) y, por otro lado, se produjo un levan-
tamiento de la linea de base, lo cual corresponde
a moléculas generadas por biodegradacion que no
pueden ser resueltas bajo las condiciones de MCNR
(mezcla de compuestos no resueltos, Peters et al.
2005). Durante la tercera semana (T3) y el primer mes
(T4) se hizo mas marcado el aumento de la linea de
base (Fig. 1D-E) y la distribucion de n-alcanos se car-
acterizo por una disminucion de la abundancia de los
compuestos n-Cig, n-Ci1, n-C12 y n-Ci3. Los cambios
observados pueden explicarse a través de un efecto
sinérgico entre la volatilizacion de los n-alcanos
livianos y una biodegradacion incipiente del crudo.
Muestras de un crudo sometidas a meteorizacion
por un periodo de 30 dias en el laboratorio (Olson
et al. 2017) utilizando agua de mar artificial (ester-
ilizada) con el agregado de nutrientes y sin/con la
presencia de un dispersante quimico experimentaron
una evaporacion de sus n-alcanos livianos (n-Cio a
n-Ci3). Sin embargo, el mismo crudo bajo las mismas
condiciones, pero expuesto a agua de mar, presentd
como primer compuesto de su perfil de n-alcanos al
n-Cy7 sugiriendo a la biodegradacion como proceso

dominante (Olson et al. 2017). A los dos meses (T5)
no se observaron los picos correspondientes a los
n-alcanos Cio, 11, 12y 13. Este comportamiento se vio
reflejado en los resultados cuantitativos provenientes
de simulaciones controladas en laboratorio de un
hidrocarburo expuesto a agua de mar, que produjo
disminuciones relativas de las moléculas alifaticas
de menor peso molecular (n-Ci; a n-Cjs), pero en
las cuales no se observaron descensos significati-
vos después de 15 semanas para n-alcanos > n-Cjs
(Agiiero-Manzano 2019). Ademas, en el transcurso
de esta etapa (T5) se incrementd la MCNR o joroba
en el cromatograma, que es una evidencia tipica de
biodegradacion (Fig. 1F). Durante T6, T7 y T8 (cu-
atros, seis y nueve meses, respectivamente) el crudo
evidencio una pérdida de las moléculas n-Ci4, n-Cis
y n-Cie, y se hizo mas pronunciado atn el levanta-
miento de la linea de base (Fig. 1G-I). Asimismo,
es importante considerar que la fraccién mas liviana
de n-alcanos generalmente es la primera en ser de-
gradada por ser la de menor complejidad y de rapida
metabolizacion por los microorganismos (Peters et al.
2005). Cuando la experiencia cumplié un ano (T9)
se visualiz6 en el TIC (Fig. 1J) una disminucién del
n-Ci7y del P, que derivé en un fuerte descenso de la
relacion P/F (Cuadro II). Estos resultados sugieren
que la evaporacion y la biodegradacion coexisten
como fendmenos de alteracion de las muestras de
crudo sometidas a ensayo. Sin embargo, sobre la
MCNR se observan sefiales de alta intensidad para
los n-alcanos entre n-C17 y n-Cso, y los isoprenoides
aciclicos P y F, lo que indica en principio que estos
compuestos no han sido biodegradados.

Fragmentogramas de isoprenoides ciclicos

Los fragmentogramas para los terpanos y estera-
nos se representan en las figuras 2 y 3, respectiva-
mente. Se visualiz6 un paulatino levantamiento de la
linea de base en los fragmentogramas del ion m/z =
191, que no afect6 el patron de distribucion presenta-
do por los terpanos (Fig. 2A-J), donde se detectaron
terpanos triciclicos (Ca3 y Cas), pentaciclicos (hopa-
nos Ca9 y C30) y los hopanos extendidos (homohopa-
nos Cs1, C32 y Cs3). Cabe destacar que no se observo
un decrecimiento en la sefial vinculada a los homo-
hopanos (Cs1 a C33) ni en las concentraciones rela-
tivas del resto de isoprenoides ciclicos (Fig. 2B-J).
En los yacimientos petroliferos la biodegradacion de
estos biomarcadores tiene lugar por la pérdida de un
grupo metilo, originandose los 25-norhopanos u ho-
panos desmetilados (Peters et al. 2005), que pueden
identificarse a través del fragmentograma de masas
m/z = 177. Para las muestras de este estudio estos



ESTUDIO DE BIOMARCADORES DEL PETROLEO EN AGUA DE MAR 77

4e+7 r 8e+
5 A 8e+6
| R . 2 F————»3 .|
3e+7 ; | 5 I_|_I 5 6e+6
i 6 P 6 P .
2e+7 1 - 4e+6
7 7
1e+7 ! | L 2e+6
Jl \ JJu
n ! TN " "
0 T T T T T T T T T T 0
T et c 2| T P
3e+6 1 r‘-, 56 N IJ'I 56 41 6o+
P . P F
2e+6 1 - 4e+6
1 7 7
1e+6 1 - 2e+6
\, | Im " T
0 T T T T T T T T T T 0
2 " E >3
6e+6 1 5 3 4 == 4
ni 6 P -4e+6
S 'p IF N A 3
_cé: 4e+6 . g
=] 7 - 2e+6 =1
£ 2¢+6 - h 3
; . | ll.h A
0 : : : : : 7 ; : : : 0
G H
5o+6 | TTE T e |
| | 6
i IP .F i IP IF
3e+6 7 7 L
\ 1
0 i T T T T i f T T T
| J
5e+6 1 e N r4e+6
KRR F
|
7 L
3e+6 2e+6
0

0 ; ; : : :
10 20 30 40 50

10 20 30 40 50

Tiempo de retencion (min)

Fig. 1. Cromatogramas de iones totales para los crudos extraidos de agua de mar a los
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pristano, F: fitano.

compuestos no fueron observados, lo que refuerza los
resultados obtenidos para los homohopanos (datos no
presentados). Por otra parte, en los fragmentogramas
de masas para el ion m/z =217, se observo un des-
censo de las abundancias relativas de los esteranos
(Ca7, Cag y Cp9) y de los diasteranos C»7 en funcion
del pregnano C;1 y homopregnano Cp;. Sin embar-
g0, no se alterd la intensidad relativa del patron de
distribucion de los esteranos regulares (Ca7, Cas,
Cy9) en el transcurso de la experiencia (Fig. 3A-J).

Los esteranos no presentaron un orden de alteracion
especifico luego de los 365 dias de meteorizacion, sin
embargo, la intensidad de las sefiales entre C1 y Ca»
con respecto a Ca7, Cog y Cag, sugiere una posible al-
teracion por biodegradacion (Lopez e Infante 2021).
Por otra parte, ensayos de meteorizacion sobre crudos
llevados a cabo en el laboratorio han demostrado
que tanto los terpanos como los esteranos no fueron
afectados por el fendomeno de evaporacion, ya que
estos se concentraron proporcionalmente respecto al
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11-12: homohopanos C33 (R y S).

aumento de los porcentajes de los crudos degrada-
dos (Wang et al. 1995, Wang y Fingas 2003). Estos
resultados muestran una relativa estabilidad de estos
isoprenoides ciclicos bajo estas condiciones de ensa-
yo. La recalcitrancia a la meteorizacion de terpanos y
esteranos ha sido documentada en numerosas investi-
gaciones, por ejemplo, un estudio de biodegradacion
llevado a cabo en el laboratorio demostrd que no se
produjeron sefiales de alteracion en la composicion
de terpanos y esteranos, independientemente del tipo

de crudo (ligero, medio o pesado), tiempos de incu-
bacion (7, 14 y 28 dias), condiciones de incubacion
(4, 10, 15,y 22 °C), y presencia o no de nutrientes
(Swannel et al. 1996, Wang et al. 1998). Otros estu-
dios asociados a vertidos de crudo ligeros en agua de
mar que fue enriquecida con nutrientes expusieron
la pronunciada estabilidad del hopano H3o frente a
fendmenos tales como la biodegradacion por periodos
de seis meses a una temperatura media de 15 °C en
el laboratorio (Prince et al. 1994) y 14 semanas en
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parcelas construidas en la playa (Venosa et al. 1997)
o a la fotooxidacion cuando fueron expuestos a ra-
diacion UV por 48 horas a una distancia de 15 cm en
el laboratorio (Garrett et al. 1998). Su degradacion
bioldgica y la de otros biomarcadores se ha logrado
en condiciones agresivas de laboratorio utilizando
cultivos de enriquecimiento aerobico (Douglas et al.
2012). Ademas, se ha observado en varios estudios
de campo a largo plazo. Por ejemplo, ocho afios
después de un experimento de vertido de petroleo
en un manglar de Guadalupe (Antillas Menores), los

esteranos y hopanos totales se redujeron en mas de un
25 % (Munoz et al. 1997). Se hicieron observaciones
similares 20 afos después a partir de un derrame de
petréleo en el Artico (Prince et al. 2002).

Relaciones de diagnostico de n-alcanos e isopre-
noides

Las RD presentadas en el cuadro II tuvieron
valores de DER inferiores al 5 % en la mayoria de
los casos, por lo tanto, se considera que estas rela-
ciones no han sido afectadas por las condiciones del
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ensayo. A partir de las areas se calcularon las
relaciones P/n-Ci7 y F/n-Cig para ser utilizadas
como indices de biodegradacion, ya que com-
paran compuestos con diferentes grados de re-
sistencia. En este sentido, el pristano y el fitano
son resistentes a la biodegradacion respecto a
n-Ci7, y n-Cig (Peters et al. 2005). Estas relacio-
nes P/n-Cy7 y F/n-Cig no sobrepasaron el 3 %
de la DER lo que indica que no se ha producido
el agotamiento preferencial de los hidrocarburos
facilmente degradables (n-Ci7 y n-Cig) frente a los
isoprenoides aciclicos P y F, lo que también se ha
observado en otros estudios como los presentados
por Yimetal. (2011) y Zhang et al. (2015). Por otro
lado, si la evaporacion ha sido el fendmeno de me-
teorizacion predominante durante el ensayo, explica
mejor que los valores de P/n-C7 y F/n-Cig perma-
necieran relativamente constantes debido a que los
compuestos n-Cy7, n-Cig, Py F tienen presiones de
vapor semejantes y pasan al estado gaseoso con la
misma tendencia (Turner et al. 2014). Con respecto a
los cocientes P/F y (n-C13 + n-Ci4)/(n-Cas + n-Cas),
los mismos exhibieron valores de DER superiores al
5 % (Cuadro II). Esto puede interpretarse a partir
de las menores masas moleculares del F, n-Ci3 y
n-Cis4, y por ende sus mayores tasas de evaporacion
respecto al P, n-Cas y n-Cye, respectivamente, que
generaron una disminucion de sus RD afectando a
su vez sus valores de DER.

Las RD determinadas para los terpanos y estera-
nos (Cuadro II) se situaron por debajo del 5 % de
la DER en todos los casos, por lo cual se sugiere que
las mismas no han sido afectadas por la evaporacion
y la biodegradacion incipiente que han tenido lugar
durante el ano de ensayo. Respecto a la primera,
cuando la evaporaciéon de un crudo tiene lugar, los
compuestos de elevada masa molecular, como estos
biomarcadores, tienden a aumentar su concentracion
en el crudo residual sin modificar sus RD (Wang et
al. 2006). Por otro lado, la biodegradacién no ha
tenido el tiempo suficiente bajo las condiciones de
ensayo para afectar pronunciadamente las abundan-
cias relativas de terpanos y esteranos. Finalmente,
es importante destacar que la elevada estabilidad de
estos isoprenoides ciclicos fue documentada en inves-
tigaciones asociadas a contaminaciones ambientales
con crudo o simuladas en el laboratorio en intervalos
cortos de tiempo (dias) o periodos muy largos (va-
rios afios). Por ejemplo, las 12 RD presentadas en el
cuadro II correspondientes a terpanos y esteranos
también fueron monitoreadas por Zhang et al. (2015)
en otro estudio y luego de tres meses de seguimiento
ninguna super?6 el 5 % de su DER. Finalmente, no se

observo ningin cambio en la relacion Ts/Tm luego
de 24 afios de producido un derrame en el Estrecho de
Magallanes (Wang et al. 2001).

Relaciones de diagnéstico e histogramas de hidro-
carburos aromaticos policiclicos

Como compuestos relativamente estables, los
HAP se han utilizado para determinar el origen y
destino ambiental del crudo y sus derivados. No
se pueden considerar biomarcadores debido a que
sus precursores no estan definidos, no obstante, son
herramientas invaluables dentro de la geoquimica
orgénica (Sivan et al. 2008). Una de las RD derivadas
de los HAP es (No + N1)/N2 que relaciona las con-
centraciones entre el naftaleno y sus metilderivados.
Desde el inicio del ensayo hasta los dos meses pos-
teriores (T5) sus valores fueron decreciendo hasta
cero (Cuadro II), por lo tanto, el naftaleno y los
metilnaftalenos se evaporaron a una mayor velocidad
que los dimetilnaftalenos. Este cambio tan marcado
no se produjo en el resto de las RD asociadas a los
HAP. El cociente 2-MP/1-MP (metilfenantrenos) esta
vinculado con procesos de fotooxidacion (Olson et
al. 2017), pero la DER de este fue inferior al 5 %.
Entonces, considerando que los reactores del ensayo
se colocaron durante todo el experimento fuera de
la incidencia directa de luz, se puede sugerir que la
fotooxidacion no ha alterado la composicion de los
HAP en esta simulacion. Otras RD importantes en
este tipo de investigacion provienen de los metilde-
rivados del dibenzotiofeno. Se sabe que el 4- y el 2
+ 3-MeDBT (metildibenzotiofenos) se biodegradan
selectivamente mas rapido que el 1-MeDBT y pue-
den utilizarse como indicadores de biodegradacion
(Wang y Fingas 1995). Los valores de DER para
4-MeDBT/1-MeDBT y 2 + 3-MeDBT/1-MeDBT
proximas al 3 y 4 %, respectivamente, sugieren que
atn no han sido afectadas por un proceso de biode-
gradacion considerando el tiempo y las condiciones
del ensayo. Sin embargo, estas relaciones superaron
el 5 % de sus DER en un estudio de meteorizacion de
crudo llevado a cabo en una playa del mar de China
durante 95 dias. Esto sugiri6 que tanto la biodegra-
dacion como la fotolisis estaban actuando sobre los
hidrocarburos (Zhang et al. 2015).

Los porcentajes relativos de los HAP a lo largo
del tiempo definido para el estudio de crudo en
agua de mar experimentaron variaciones (Fig. 4).
Inicialmente en el sistema acuoso TO (Fig. 4A) se
observo la presencia de naftaleno (No) y sus metil-
derivados, fenantreno (Po) y metilfenantrenos (P1),
dibenzotiofeno (Do) y metildibenzotiofenos (D),
siendo los compuestos mayoritarios los dimetilnaf-
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talenos (N2) con una abundancia relativa inferior al
0.3 %. Entre T1 y T4 (Fig. 4B-E) se produjo una
pérdida total del naftaleno y una disminucion de los
metilnaftalenos (N1), ademas, los dimetilnaftalenos
(N») fueron superados en proporcién por los trime-
tilnaftalenos (N3). Este agotamiento decreciente
con la sustitucion de los grupos alquilo se asocia a
un proceso de evaporacion que se ha observado en
otros estudios de dispersiones de crudo en agua de
mar llevados a cabo en el laboratorio (Brakstad et
al. 2014, Olson et al. 2017) o de accidentes como
el caso de la plataforma petrolifera Deepwater Ho-
rizon, en las que la evaporacion de alcanos e HAP
de masa molecular reducida se concluy6 como el
principal proceso de agotamiento del crudo super-
ficial (Wang et al. 2006). Entre el segundo y cuarto
mes (T5 y T6) se evidencio en los histogramas (Fig.
4F-G), una disminucion de los metil, dimetil y tri-
metilnaftalenos, y un importante incremento en el
porcentaje de los tetrametilnaftalenos (N4). Ademas,
los metilfenantrenos alcanzaron valores relativos del
0.4 % para convertirse en los HAP dominantes. Es
interesante remarcar cOmo en otra investigacion se
determin6 que los HAP de baja masa molecular dis-
minuyeron significativamente en muestras de crudo
expuestas al agua de mar en el transcurso de 60 y 90
dias. Yang et al. (2016) atribuy6 este comportamiento
a la volatilizacion de los naftalenos, pero no al resto
de los HAP. Luego de seis y nueve meses (T7 y TS)
los cromatogramas permitieron observar un descenso
de los tri y tetrametilnaftalenos y una marcada esta-
bilidad del fenantreno y de los metilfenantrenos (P1)
como los mas abundantes con porcentajes en torno
al 0.6 % para este ultimo grupo. Finalmente, luego
de un afo los tri- y tetrametilnaftalenos disminuye-
ron considerablemente, el fenantreno permanecio
casi invariable y los metilfenantrenos siguieron su
tendencia con valores por encima del 0.6 %. Cabe
destacar que el dibenzotiofeno (Do) permaneciod
practicamente inalterado a lo largo de los 12 meses
con concentraciones relativas minimas y que los me-
tildibenzotiofenos (D7) sufrieron un leve incremento
en el mismo periodo.

CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que durante este ensayo
de meteorizacion de crudo en agua de mar a escala de
laboratorio durante el periodo de un afio coexistieron
dos procesos que alteraron la composicion del crudo.
Por un lado, la evaporaciéon promovié una disminu-
ci6én de los n-alcanos livianos, los cambios obser-
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tiempos TO (A), T1 (B), T2 (C), T3 (D), T4 (E), T5
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vados en las RD de los compuestos analizados y la
distribucion de los HAP en los histogramas a lo largo
de la simulacién. Por otra parte, una biodegradacion
incipiente produjo el levantamiento de las lineas de
base de los TIC y m/z= 191 y 217. Si consideramos
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que estas condiciones en el tiempo de estudio em-
pleado pueden ser extrapoladas a situaciones reales
que involucren vertidos de crudo en agua de mar
o sustraccion, transporte y/o almacenamiento de
hidrocarburos robados, entonces el uso potencial
de estos biomarcadores es adecuado para resolver
los litigios por contaminacion y/o hurtos de hidro-
carburos ya que constituyen una firma quimica inica
y fiable conocida como huella dactilar que identifica
a cada crudo.
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