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Resumen

El aumento constante de la presencia de contaminantes emergentes, como los Productos
Farmaceuticos y de Cuidado Personal (PPCPs) y Polutantes como los Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos (PAHS) representa un peligro significativo para los ecosistemas
marinos. Este estudio tuvo por objetivo determinar la presencia de PAHs y PPCPs en
muestras fecales de Ballena azul (Balaenoptera musculus), Ballena fin (Balaenoptera
physalus), Ballena jorobada (Megaptera novaeangliae) y Lobo marino sudamericano
(Otaria byronia), recolectadas en Charfiaral de Aceituno, Cobquecura y El Golfo de
Corcovado. Utilizando UHPLC-RF para los PAHs y UHPLC-MS-MS para los PPCPs
identificamos Paracetamol, Fluoxetina y Acido Mefenamico en las muestras analizadas y
seis PAHs con concentraciones entre 57.1 y 104.1 ng/g. Los resultados demuestran la
exposicion de las especies marinas estudiadas frente a PPCPs y PAHSs y, aunque se
desconocen los efectos, este estudio plantea muchas preguntas. Esta tesis seria una base
para futuros estudios sobre la exposicion de mamiferos marinos contaminantes
emergentes.

Palabras clave

Productos de uso Farmacéutico y de cuidado personal, HAPs , Ballenas, Fecas, Lobo marino

ABSTRACT
The constant increase in the presence of emerging contaminants, such as Pharmaceutical
and Personal Care Products (PPCPs) and Pollutants such as Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons (PAHS) represents a significant danger to marine ecosystems. Considering
this background, this study aimed to determine the presence of PAHs and PPCPs in fecal
samples of blue whales (Balaenoptera musculus), fin whales (Balaenoptera physalus),
Humpback whale (Megaptera novaeangliae) and South American sea lion (Otaria
byronia), collected in Chafaral de Aceituno, Cobquecura and El Golfo de Corcovado, and
it is proposed that these feces have detectable amounts of PPCPs and PAHSs. Using
UHPLC-RF for PAHs and UHPLC-MS-MS for PPCPs, we identified three PPCPs
(Paracetamol, Fluoxetine and Mefenamic Acid) in the analyzed samples and six PAHs
with concentrations between 57.1 and 104.1 ng/g. The results demonstrate the exposure
of the marine species studied to PPCPs and PAHSs and, although the effects are unknown,



this study opens to new scientific questions. This thesis would be a basis for future studies

on the exposure of marine mammals to the contaminants studied.

Keywords

PPCPs, PAHs, Whales, Faeces, Sea lion

INTRODUCCION

En las Gltimas décadas, el gran crecimiento de la poblacién mundial y los cambios en los
estilos de vida, como un mayor consumo de productos farmacéuticos y de cuidado
personal (PPCP, por sus siglas en inglés), y el aumento de desinfectantes, en especial
desde la pandemia del SARS-CoV-2 (Phonsiri et al. 2019; Adhikari et al. 2022), ha
llevado al planeta Tierra a un punto critico en cuanto a los limites planetarios. Estos limites
definidos como “umbrales esenciales que deben respetarse para mantener un ambiente
seguro para la humanidad” contemplan 9 procesos claves en la estabilidad del sistema
planetario (Richardson et al. 2023). En la actualidad se han transgredido 6 de estos nueve,
destacando entre estos la categoria llamada “novel entities”, donde se encuentra el grupo
de los contaminantes emergentes, tales como productos farmacéuticos, quimicos
industriales y microplasticos (Thomaidis et al. 2012). Se les Ilama contaminantes
emergentes porgue cuando se empezaron a detectar no existian normativas ni regulaciones
ambientales, esto ya que se encontraban en concentraciones bajas y niveles traza (Boxall
et al. 2012). Se ha detectado la presencia de estos en todas las matrices acuéticas, entre
ellas aguas residuales (Yang et al. 2017), aguas subterraneas, aguas superficiales
(Balakrishna et al. 2017), agua potable (Odendaal et al. 2015), suelo (Boxall et al. 2006),
lodos (Cortés et al. 2013) derivados de los biosolidos y la aplicacion de estiércol a suelos
agricolas (Madikizela et al. 2018).

Entre los contaminantes emergentes, los Productos Farmacéuticos y de Cuidado Personal
(PPCPs, por sus siglas en inglés), se han convertido en uno de los focos de principal
atencion debido al uso indiscriminado y su constante liberacion al ambiente. Los PPCPs
incluye una amplia variedad de sustancias, entre las que se encuentran los analgésicos,
estimulantes, medicamentos psiquiatricos, antibidticos, reguladores lipidicos; compuestos

antimicrobianos, blogueadores de radiacion UV, antioxidantes, conservantes, insecticidas,



hormonas esteroideas (Ohoro et al. 2019), anticorrosivos, citostaticos, antiepilépticos
(Keerthanan et al. 2021), complementos alimenticios, cosméticos y aditivos (Wydro et al.
2024). Una caracteristica de este grupo es que poseen propiedades bioactivas pudiendo
interactuar con organismos vivos y podrian tener efectos negativos para la salud de estos
en concentraciones de nanogramos por litro (ng/L) a microgramos por litro (ug /L) (Ohoro
et al. 2019; Roveri et al. 2022), algunos de los posibles efectos negativos que se han
estudiado incluyen cambios de comportamiento, inmovilizacion, alteraciones del sistema
endocrino (Motawi et al.2019; Hamid et al. 2021), mayor feminizacion y masculinizacion
en poblaciones de peces (Hernando et al. 2006; Agunbiade et al. 2016), estrés oxidativo
(Mezzelani etal. 2016; Fontes et al. 2018) dafos en el sistema nervioso, cancer, alteracion
de sistema inmune, trastornos reproductivos (Ohoro et al. 2019; Hamid et al. 2021) y
genotoxicidad (Motawi et al. 2019; Adams et al. 2020; Reque et al. 2021).

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHSs, por sus siglas en inglés) son otro
grupo de interés. Estos son compuestos organicos volatiles no polares persistentes
(persisten un tiempo elevado, entre 16.6-3777 dias (Mackay et al. 2006; Tansel et al.
2011), en el ambiente sin ser degradados), se encuentran formados por dos 0 més anillos
aromaticos de benzeno fusionados pudiéndose generar tanto por fuentes antropogénicas
como la quema incompleta de biomasa y combustibles fésiles, emisiones de vehiculos de
transporte humanos, la quema de tabaco y procesos industriales (WHO. 2003; Duan et al.
2016; Khanverdiluo et al. 2021); y por fuentes naturales como erupciones volcanicas,
degradacidon de biomasa e incendios forestales (Guangshui et al. 2021; Sewor et al. 2024).
Al ser ubicuos en el ambiente se han identificado y estudiado en aguas superficiales, aire,
sedimentos, suelos, lodos de agua residuales y rios (Abdel-Shafy & Mansour. 2016;
Ncube et al. 2018), llegando a ser considerados compuestos organicos persistentes (POCs,
por sus siglas en inglés). Este grupo incluye mas de 400 compuestos, de los cuales 16
fueron declarados como peligrosos para la salud humana debido a sus caracteristicas
toxicas, cancerigenas y altamente resistentes a la degradacion por la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA, por sus siglas en inglés) (Mastandrea
et al. 2005). Otras caracteristicas que los hacen ser considerados como peligrosos son su
baja presion de vapor y su baja solubilidad acuosa, lo que les concede la capacidad de
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transportarse globalmente a través de corrientes de aire y oceénicas (Masri et al. 2018;
Balmer et al. 2019; Shimada et al. 2020). Junto a lo anterior, también se ha estudiado su
capacidad de pasar desde matrices acuéticas, suelos y sedimentos hacia la atmosfera
gracias a la revolatilizacion poseyendo vidas medias del orden de horas a dias (Keyte et
al. 2013; Guangshui et al. 2021). Por otro lado, los que se encuentran en aguas
superficiales, suelos y sedimentos marinos poseen vidas medias mas largas del orden de
décadas (Keyte et al. 2013; Balmer et al. 2019; Hong et al. 2020)

Las principales vias de ingreso de PPCPs provienen de instalaciones de tratamientos de
aguas residuales (WWTP, por sus siglas en inglés), hospitales y desechos agricolas)
(Evgenidou et al. 2015; Tasho et al. 2016), vertidos de hogares, industrias, hospitales y
desechos agricolas (Wydro et al. 2024). En tanto, las principales fuentes de PAHs al
ambiente marino provienen de la atmoésfera, el aporte desde rios y el vertimiento de
combustibles fosiles de forma accidental (Habibullah et al. 2019; Zoveidadianpour et al.
2023).

Estudios recientes han informado PPCPs y PAHs en matrices acuéticas de Chile, en
concentraciones que oscilan entre nanogramos por litro (ng/L) y microgramos por litro
(ug/L); contenidos en el caso de sedimentos que oscilan entre nanogramos por gramo
(ng/g) y microgramo por gramos (ug/g). Para los PPCPs, se reportaron en sedimentos
marinos de nueve localidades de la zona centro-sur de Chile contenidos de hormonas
esteroidales entre 0.01.53.21 (ng/g peso seco) (Bertin et al. 2011) y en el curso principal
del rio Aconcagua, en la zona centro-norte del pais con contenidos de diversos farmacos
en concentraciones entre 538-35625 (ng/L) (Inostroza et al. 2024). PAHs se han reportado
en sedimentos del estuario Lenga, Region del Biobio contenidos entre 290-6118 (ng/g
peso seco) (Pozo et al. 2011), y en sedimentos marinos superficiales de la bahia de
Concepcion y el Golfo de Arauco contenidos entre 81-10300 (ng/g peso seco) (Castillo et
al. 2024).

Los PAHs pueden acumularse en organismos a través de la cadena alimenticia, esto debido
a que son lipofilicos (Zhang et al. 2022). En el caso de los PPCPs se han reportado en

diferentes organismos, ademas de estudios que sefialan su bioacumulacién, como el de
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Zyiylan-Yavas et al. 2022, donde recopilaron factores de bioacumulacion (BAF, por sus
silgas en inglés) de algunos PPCP en diferentes organismos marinos.

De igual manera se han reportado en fecas de diversos organismos; habiéndose detectado
PPCPs en monos capuchinos (Cebus capucinus) (Weltring et al. 2012), babuinos
amarillos (Papio cynocephalus) (Gesquiere et al. 2014) y, mas recientemente, en orcas
(Orcinus orca) (Andrew et al. 2023). Para los PAHs se han encontrado en el molusco
Mactra quadrangularis, el poliqueto Marphysa sanguinea (Nishigaki et al. 2013), aves
marinas en Noruega (Guangshui et al. 2021) y tortugas marinas en Brasil (de Souza Dias
da Silva et al. 2024). Los contenidos reportados van desde 350-44000 (ng/g peso seco)
para PAHs y entre 0.06-210.6 (ng/g peso seco) para PPCPs (Anexo 3). Dichos estudios

reflejan la amplia distribucidn en diferentes especies.

Estudios previos han demostrado que crustaceos y peces bioacumulan y contienen
contaminantes emergentes y polutantes, lo que sefalaria la posibilidad de que los
mamiferos marinos considerados en esta tesis estén acumulando y excretando dichos
compuestos. Al respecto se han informado contenidos entre 0.006-95.2 (ng/g peso seco)
en Euphausia superba para pesticidas organoclorados (OCPs) (Xie et al. 2022), éteres de
polibromodifenilos (PBDEs), dibenzodioxinas policloradas (PCDDs) e bifenilos
policlorados (PCBs) (Galban-Malagén et al. 2018), mientras que para peces se han
informado contenidos entre 13-1040 ng/g peso seco (Nag et al. 2018) y concentraciones
entre 0.47-490.000 ng/mL para PPCPs (Nozaki et al. 2023). Los organismos que se
estudian en este trabajo son mamiferos marinos, como ballenas y pinnipedos, y todos
tienen dietas completa- o casi completamente carnivoras. Para las ballenas estudiadas su
principal presa es el eufausido llamado krill (Euphausia superba). Esta especie se
encuentra presente en todos los océanos del mundo y es un pilar fundamental en las
cadenas tréficas que se encuentra (Inigo, 2000; EBSCO CAM Review Board, 2024). Para
el lobo marino sudamericano, es dificil identificar claramente sus presas principales en el
pais debido a su plasticidad alimenticia, sin embargo, Mufioz et al. (2013) evidencian que

se alimenta principalmente de peces pelagicos; siendo sardina comin (Strangomera
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bentincki) y sierra (Thyrsites atun) en la zona centro. Las dietas junto a sus referencias se
encuentran sefialadas en el (Anexo 4)

Este trabajo reporta la presencia de PPCPs y PAHs en fecas de ballenas azul
(Balaenoptera musculus), fin (Balaenoptera physalus) y jorobada (Megaptera
novaeangliae), y lobo marino sudamericano (Otaria byronia), en tres localidades de
Chile: Chafiaral de aceituno (29°04'38"S 71°2926"0), Cobquecura (36°08'00"S
72°47'00"0) y el Golfo de Corcovado (43°22'00"S 73°21'13”0), analizando 16 PAHSs de
interes por la clasificacion de la EPA y 7 PPCPs de amplia utilizacion en Chile.

OBJETIVO GENERAL
Determinar la presencia de PAHs y PPCPs en fecas de mamiferos marinos
OBJETIVOS ESPECIFICOS
-Identificar PPCPs en fecas de mamiferos marinos

-Identificar PAHSs en fecas de mamiferos marinos

HIPOTESIS

Fecas de ballenas y lobos marinos contienen cantidades detectables de PPCPs y PAHs

MATERIALES Y METODOS

Muestreo
Las muestras analizadas fueron proporcionadas por la Dra. Camila Fernandez y abarcan
muestras fecales de Ballena azul (Balaenoptera musculus) recolectadas el afio 2018 en la
Patagonia Chilena, y muestras fecales de Ballena Fin (Balaenoptera physalus), Ballena
Azul (Balaenoptera musculus), Ballena Jorobada (Megaptera novaeangliae) y Lobo
marino sudamericano (Otaria byronia) obtenidas el 2021. La muestra del afio 2018 se
obtuvo en el Golfo Corcovado en el mar interior de Chiloé, en la Patagonia Chilena,

durante desarrollo de la investigacion del proyecto “Ballenas en Estuarios” a cargo de la
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Dra. Susannah Buchan y financiado por la Oficina de Investigacién Naval (ONR). En
tanto, las muestras de ballenas del afio 2021 se obtuvieron cerca de la Isla Chafiaral, frente
a la localidad de Chafaral de Aceituno, Comuna de Freirina, ubicado en la Region de
Atacama. Este lugar es ademas una reserva marina cuyo nombre es Reserva Marina “Isla
Chafaral”, perteneciente a la Reserva Nacional del Pingiiino de Humboldt. La muestra de
Lobo marino fue obtenida en el “Santuario de la Naturaleza "Islotes Loberia y Loberia
Iglesia de Piedra de Cobquecura” perteneciente a la comuna de Cobquecura, Region del
Nuble.

El método de recoleccion de las fecas consistié en muestreo directamente del agua con
baldes, desde ddnde se extrajo mayormente material solido. Posteriormente, en
laboratorio, las muestras fueron centrifugadas en tubos falcon para eliminar la mayor parte
del liquido. EI material sdlido fue congelado a -20°C para su posterior liofilizacion al

momento del analisis.

J
Ballena fin ;

(ﬁ: . Ballena jorobada

o

-

Figural. Mapa indicando lugar de obtencion de muestras: A) Ballena fin, Ballena
jorobada y Ballena azul en Chafaral de Aceituno, B) Lobo marino sudamericano

en Cobquecura, C) Ballena azul en el Golfo de Corcovado.
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Tabla 1.

Ballena fin (Balaenoptera
physalus)

Ballena jorobada (Meganoptera
novaeangliae)

Ballena azul (Balaenoptera
musculus)

Lobo marino Sudamericano
(Otaria byronia)

Chanaral de
Aceituno

Chanaral de
Aceituno

Chanaral de
Aceituno

Golfo de
Corcovado

Cobquecura

Estandares

Coordenadas de las muestras de la Figura 1.

29°1'58"S

29°02'49"S

28°57'11"S

43°04'07"S

36°05'09"S

71°33'11"0

71°3322"0

71°32'36"0

73°15'07"0

72°48'41"0

Para la busqueda de PPCPs se recurri6 a la busqueda de los farmacos de uso mas amplio

en Chile.

Esta informacién se obtuvo en la Central de Abastecimiento del Sistema

Nacional de Servicios de Salud (https://www.cenabast.cl/) de los cuales para este estudio

se seleccionaron los siguientes siete compuestos: Paracetamol (500 mg), Acido

Mefenamico (500 mg), Losartan Potasico (50 mg), Sertralina (50 mg), Enalapril Maleato

(20 mg), Famotidina (20 mg) y Fluoxetina (20 mg).

Tabla 2.

curva de mayor a menor para cada compuesto.

Informacion de Farmacos estudiados. Los nameros indican los puntos de
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Paracetamol

Fluoxetina

Acido
Mefenamico

Aliviar dolor leve o
moderado de
cefaleas, dolores
musculares, periodos

Comprimidos,
menstruales, iarabes
resfriados, y dolores ;oluciéﬁ Se utiliza para aliviar estados =~ Analgésicos y antipiréticos
de gargantzil, muelas, inyectable febriles y dolorosos (reductores de la fiebre)
espalda, asi como de SUDOSItOrio
las reacciones a las
vacunas
(inyecciones) y para
reducir la fiebre
Capsulas,
tabletas,
Se utiliza para tratar capsulas de
la depresion, el liberacion aumenta la cantidad de
trastorno obsesivo- retardada serotonina, una sustancia Inhibidores selectivos de la
compulsivo, (libera el natural del cerebro que ayuda recaptacion de serotonina
trastornos de medicamento a mantener el equilibrio (ISRS)
alimentacion, y enel mental.
ataques de panico intestino), y
solucion
(liquido)

Se utiliza para aliviar
dolor de leve o
moderado, incluido
el dolor menstrual
(dolor que se produce
antes o durante el
periodo menstrual)

Su accion consiste en detener
la produccion del cuerpo de
una sustancia que causa dolor,
fiebre e inflamacion.

Capsula para
tomar por via
oral

Antiinflamatorios no
esteroideos (AINE)

Fuente: https://www.nlm.nih.gov/

Se procedi6 a pesar una pastilla de cada farmaco, luego utilizando un mortero se molié de
forma homogeénea. Se prepararon soluciones individuales de en metanol. Posteriormente
se prepararon soluciones individuales mas diluidas, de las cuales se prepard una mezcla a
concentraciones de entre 0.15-1.75. Estas se utilizaron para el analisis de los compuestos
en los modos SCAN, SIR-DAU, y finalmente MRM para la confirmacion de los PPCPs
reportados.

El estandar de PAHs EPA (Sigmaaldrich) contiene 16 compuestos (fluoreno, acenaftileno,
antraceno, indeno (1,2,3-cd) pireno, benzo (a) antraceno, benzo (ghi) perileno, dibenzo
(a,h) antraceno, benzo (a) pireno, benzo (k) fluoranteno, benzo (b) fluoranteno, naftaleno,
acenafteno, fenantreno, pireno, criseno y fluoranteno) en DCM:MeOH. Se prepararon

curvas de calibracion (Anexos 5-10) en concentraciones de 50 ng/ml, 10 ng/ml, 5 ng/l, 2.5
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1) 875 ng/ml
2) 4375
ng/ml
3) 218.8
ng/mli

1) 630 ng/ml
2) 315 ng/ml
3)157.5
ng/ml

1) 75 ng/ml
2) 37.5 ng/ml
3) 18.75
ng/ml


https://www.nlm.nih.gov/

ng/ml, 1.25 ng/ml. Estas curvas se utilizaron para la posterior cuantificacion de las

muestras.

Tratamiento de Muestras
Las muestras fecales obtenidas se centrifugaron y se liofilizaron almacenandose en tubos
falcon de 50 ml en un desecador. Se pesaron entre 0.2-0.6g de fecas (Tabla 3), las cuales
fueron molidas y homogenizadas utilizando un mortero antes de ser traspasados a tubos
de centrifuga de 50 ml. Se realiz6 una extraccion organica (modificado de Sarrazin et al.
2007) agregando 5 ml de acetona y llevando a vortex por 10 minutos. Las muestras fueron
Ilevadas a sonicador por 30 minutos siempre cuidando la temperatura; finalizando con 8
minutos de centrifugacion a 2500 rpm (revoluciones por minuto). Del extracto total, se
recupero a un vial de 4 ml ambar, a partir de este, se filtr6 1 ml utilizando filtros PTFE
(13 mm de diametro y tamafio de poro de 0,22 um), siendo traspasado a un vial de 1.5 ml
ambar (los PAHSs son fotosensibles) para el estudio de PAHSs. El resto del extracto en el

vial de 4 ml se utilizo6 para el estudio de los PPCPs

Tabla 3. Masa pesada (g) por muestra.

F9 (B.azul) Balaenoptera 0.6032
ONR-E2F1B (B.azul) musculus 0.201
LM1-(LMC) Otaria byronia 0.6034

F1 (B.jorobada) Megaptera 0.6032

novaeangliae
F4 (B. fin) Balaenoptera 0.4538
physalus
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Figura 2. Metodologia Extraccién (Adaptada de Sarrazin et al. 2007)

Anélisis de PPCP por Cromatografia liquida de ultra alta resolucién acoplado con
Espectrometria de Masas en Tandem

Se identificaron los farmacos mediante un equipo de cromatografia liquida de ultra alta
resolucion acoplado con Espectrometria de Masas en Tandem (UHPLC-MS-MS), el cual
se ubica en el Laboratorio de Investigacion en Farmacos y Alimentos (PUC) a cargo del
profesor Mario Aranda B. en la Facultad de Farmacia de la Pontifice Universidad Catdlica
de Chile en Santiago (Figura 4). EIl equipo es un UHPLC acoplado a un detector de
espectrometro de masas en tindem triple cuadropolo Xevo series con fuente Zspray™. La
columna utilizada es C18 apolar (columna Kinetex 3.5 pm XB-C18 100 A waters, con
150 mm de longitud y 4.6 mm de didmetro) y el volumen de inyeccion fue de 10 pl. Las

condiciones instrumentales optimizadas se exponen en las Tablas 4 y 5.

e e SN
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Figura 3. Equipo UHPLC-MS-MS utilizado para andlisis de PPCP. EIl cromatdgrafo
(Waters) esta acoplado a un detector de masa de triple cuadrupolo

Tabla 4. Condiciones cromatograficas UHPLC Waters
0 0.3 80 20
1 0.3 80 20
3 0.3 60 40
5 0.3 30 70
6 0.3 20 80
10 0.3 20 80
13 0.3 80 20
18 0.3 80 20
Tabla 5. Condiciones cromatograficas MS-MS Waters
Modo de lonizacion ESI+
Capilaridad (Kv) 4.0
Cono (v) 30
Temperatura((z(z: ;jesolvatacmn 450
Desolvatacion del gas de origen 500
(L/hr)
Cono (L/hr) 1
Energia de Colision MS (v) 3
Energia de lon 1 0.5
Energia de lon 2 0.5

Se utilizé el modo SCAN para obtener los iones precursores (m/z) de los farmacos
estudiados, asi como el Tiempo de Retencion (TR) (Anexo 5). Posterior a este proceso
mediante la optimizacién del método SIR-DAU se buscaron los iones hijos (m/z) de cada
farmaco buscando la confirmacion de la presencia de estos en las muestras ambientales
(Anexo 6). Se utiliz6 el modo MRM para la confirmacion de los compuestos objetivos.
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Analisis de PAH por Cromatografia liquida de alta presion con detector de

fluorescencia

La determinacion de PAHSs se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta presion con
un detector de fluorescencia (UHPLC-FT) utilizando un equipo Shimadzu Nexera X2
(Figura 5). La columna utilizada corresponde a una de silice C-18 apolar (Shim-pack XR-
ODS 111, 2,0 mm x 200 mm) configurada a 38°C. Se inyectaron 10 pl de cada muestra.
Las fases mdviles utilizadas fueron Acetonitrilo y Agua milli-Q en gradiente. Para la

determinacion de los PAHSs se utilizaron 3 canales de deteccion (Tabla 6).

Figura4. UHPLC Shimadzu Nexera X2

Tabla 6. Condiciones cromatograficas UHPLC-FT
Silice C-18 (Shim- Acetonitrilo: Chl EX: 270 nm, EM: 380 nm
pack XR-ODS Ill, AqUa Milli(j 50 por muestra 60-30 Ch2 EX: 270 nm, EM: 390 nm
2,0 mm x 200 mm) g Ch3 EX: 370 nm, EM: 460 nm
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RESULTADOS

Identificacion de PPCPs

En las figuras 5-7 se observan los cromatogramas correspondientes a los iones hijos (m/z)
detectados de cada compuesto para las muestras. Los circulos negros se utilizaron para
indicar y resaltar los iones encontrados del compuesto en cuestion, tanto en estandar, como
en las muestras. Para facilitar la comprension de las figuras se separaron por letras, por
ejemplo, las letras “A)” sefialan los cromatogramas de los iones hijos (m/z) de cada
farmaco, estando el Paracetamol en la figura 5 A), Acido Mefenamico en la figura 6 A) y
Fluoxetina en a figura 7 A). El resto de las letras utilizadas para cada figura corresponden
a los iones hijos encontrados en las muestras por cada compuesto. El unico farmaco
identificado en todas las muestras analizadas fue el Paracetamol, encontrandose ademas
el ion hijo (m/z) 90 de este farmaco. En la Tabla 7, dénde se reportan los farmacos
encontrados por muestras, se destaca la presencia de los mismos farmacos (Paracetamol,
Fluoxetina) para las muestras de ballena azul, aun cuando las muestras obtenidas en
distintos sectores (la muestra F9 se recolectd en chafiaral de Aceituno, region de
Antofagasta, mientras que la muestra ONR-E2F1B se recolect6 en el Golfo de Corcovado,
regiones de los Lagos-Aysén). Las muestras LM1 y F9 se diluyeron 90%, utilizando el

10% para la identificacion de los compuestos.
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Figura5. A) lones hijos (m/z) identificados en estandar de Paracetamol. lones hijos
(m/z) de Paracetamol presentes en muestras B) LM1-(LMC) 10%, C) F9 (B. azul)
10%, D) F4 (B.fin), E) F1 (B.jorobada), F) ONR-E2F1B. Los circulos negros
sefialan los iones en cuestion para cada compuesto identificado.

Figura6. A) lones hijos (m/z) identificados en estandar de Acido Mefenamico. B)
lones hijos (m/z) en muestra F4 (B.fin). Los circulos negros sefialan los iones en

cuestion para cada compuesto identificado.
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Figura7. A) lones hijos (m/z) identificados en estandar de Fluoxetina. lones hijos
(m/z) de Fluoxetina presentes en muestras B) F9 (B. azul) 10%, C) F1
(B.jorobada), D) ONR-E2F1B. Los circulos negros sefialan los iones en cuestion

para cada compuesto identificado.

Tabla 7. PPCPs encontrados por muestra junto con la especie correspondiente a
cada una.
LM1 (LMC) Otaria byronia Paracetamol
F1 (B.jorobada Megaptera novaeangliae Paracetamol-Fluoxetina
F9 (B.azul) .
ONR-E2F1B Balaenoptera musculus Paracetamol-Fluoxetina
F4 (B.fin) Balaenoptera physalus  Paracetamol-Acido Mefenamico

Identificacién y Cuantificacién de PAHs

En la tabla 8 se muestran los PAHSs detectados y cuantificados por muestra, en dénde se
indica los PAHs encontrados por muestra, la especie que corresponde a cada muestra y el
contenido total de los 6 PAHSs obtenidos en ng/g peso seco para cada muestra. De los 16
PAHSs de interés por su peligro segun la EPA se encontraron 6. En esta tabla se aprecia la
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presencia mayoritaria de compuestos de bajo peso molecular (LMW) entre los cuales se
encuentran el Naftaleno junto al Acenafteno y el Fenantreno, y de los compuestos de
mayor peso molecular (HMW) se encuentran el Criseno, Fluoranteno y Pireno. Se
realizaron curvas de calibracion para cada compuesto para corroborar la linealidad de esta

y asegurar con respaldo las concentraciones (Anexos 8-13).

Es destacable la presencia del Naftaleno de bajo peso molecular y el Pireno de alto peso
molecular presentes en cada una de las muestras analizadas. En cuanto a la cuantificacion,
se obtuvo un rango de Y6 PAHs 57.1-104.1 ng/g (Tabla 8). En todas las muestras resulta
un mayor aporte de PAHSs de bajo peso molecular respecto a las de alto peso molecular.

Tabla 8. PAHs identificados en muestras segun especie y contenido de > .6 PAHs
LM1 (LMC) Otaria byronia Naftaleno, Acenafteno, Pireno 72.9
F1 (B. jorobada) Megaptera Naftaleno, Acenafteno, Fenantreno, Pireno 82.4
novaeangliae
gsF(gBEg:ulI{:, Balaenoptera Naftaleno, Pireno 57.1
(B.azul) musculus Naftaleno, Acenafteno, Fenantreno, Pireno 104.1
F4 (B.fin) Balaenoptera Naftaleno, Fenantreno, Pireno, Criseno 58.8
physalus
Tabla 9. indice LMW/HMW (ng/g) de muestras
LM1 (LMC) 15.95 Petrogénico
F1 (B.jorobada) 13.21 Petrogénico
F9 (B.azul) 8.21 Petrogénico
F4 (B.fin) 2.77 Petrogénico
ONR-E2F1B (B.azul) 3.18 Petrogénico
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Discusion y Conclusion

En esta tesis se investigo la presencia de contaminantes y polutantes en fecas de ballenas
fin (Balaenoptera physalus), azul (Balaenoptera musculus), jorobada (Megaptera
novaeangliae) y lobo marino sudamericano (Otaria byronia), frente a Chafaral de
Aceituno, Cobquecura y Golfo de Corcovado en donde se identificaron 3 PPCPs y 6
PAHSs, cuantificando ademas 6 de los 16 PAHs sefialados como dafiinos por la EPA. Los
PPCPs identificados fueron Paracetamol, Fluoxetina y Acido Mefenamico, y para los

PAHSs objetivos Naftaleno, Acenafteno, Criseno, Pireno, Naftaleno y Fluoranteno.

Los contenidos obtenidos de PPCPs en los estudios de Weltring et al. 2012 y Gesquiere
et al. 2014 en Cebus capuccinus y Papio cynocephalus respectivamente reportaron
contenidos de 18-210.6 (ng/g peso seco) para el primero y 0.25-5 (ng/g peso seco) para el
segundo. En el estudio de Andrew et al. (2023) en fecas de orca (Orcinus orca) reportando
contenidos entre 0.06-45.2 (ng/g peso seco) para 21 PPCPs en el ambiente marino. Sobre
los que ellos encontraron se encuentran algunos de los 7 que son objetivos en este estudio,
comparando identificaciones se encuentra la coincidencia en la presencia del
antidepresivo Fluoxetina, mientras que otro antidepresivo como Sertralina no se logré

identificar en las muestras fecales analizadas en el presente trabajo.

Los PAHs encontrados en las fecas se encontraron en un rango entre > 6 PAHs 57.1-104.1
(ng/g peso seco) en el rango de lo reportado (Guangshui et al. 2021) en fecas de aves
marinas donde se encontraron contenidos entre 9-340 (ng/g peso seco) en Svalbarg,
Noruega. Mientras que seria inferior a los valores reportados por Nishgaki et al. 2013,
donde analizaron muestras fecales del molusco bivalvo Mactra quadrangularis y el
poliqueto Marphysa sanguinea en llanuras mareales de Yoro (Chiba, Japén) y reportaron
contenidos de 350 y 977 (ng/g peso seco) respectivamente. Tiene sentido que los
contenidos sean mayores considerando que los dos organismos son filtradores y que las
muestras recolectadas fueron tomadas cercanas a la costa. Nuestros valores estan muy por
debajo de los contenidos reportados recientemente por de Souza Dias da Silva et al. 2024,
entre 130000-440000 (ng/g peso seco) en fecas de Tortuga marinas en la costa de
Pernambuco, al norte de Brasil. Este estudio se realiz6 en el lugar cuando ocurrié un
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derrame de petréleo, lo que significa una fuente significativa de PAHs y otros compuestos.
Tanto lo mencionado para PPCPs como para PAHs se muestran méas a detalle en el Anexo
3.

Dentro de los grupos estudiados, los PAHSs se clasificaron en dos grupos segun su peso
molecular. Las caracteristicas de cada uno respectivamente son que los que poseen alto
peso molecular muestran baja biodegradacion y persistencia en sedimentos de manera
prolongada (Sheikh Fakhradini et al. 2019). Por el contrario, los de bajo peso molecular
muestran mayor volatilidad, mas solubilidad, y son méas propensos a la biodegradacion en
el agua (Benson et al. 2020).

Los contaminantes encontrados podrian estar llegando a los mamiferos marinos
principalmente mediante la dieta de estos, sus presas podrian estar bioacumulando estos
compuestos. Teniendo en cuenta estudios en peces y krill sobre la presencia y
concentracion de distintos grupos de contaminantes en diferentes tejidos. Por ejemplo, se
han informado contenidos entre 0.006-68.9 (ng/g peso seco) en Euphausia superba para
pesticidas organoclorados (OCPs) (Xie et al. 2022), éteres de polibromodifenilos
(PBDEs), dibenzodioxinas policloradas (PCDDs) e bifenilos policlorados (PCBS)
(Galban-Malagon et al. 2018), mientras que para peces se han informado contenidos entre
13-1040 (ng/g peso seco) para PPCPs (Nag et al. 2018), 0.004-3970 (ng/g peso seco) en
Cyprinus carpio e Cynoglossus bilineatus para PAHs (Pirsaheb et al. 2020) y
concentraciones entre 0.47-490.000 (ng/mL) para PPCPs (Nozaki et al. 2023) (Anexo 1)
Al igual que estudios realizados en Ballenas barbadas en donde al igual que el anterior
caso se reportan presencia y concentraciones de distintos grupos de contaminantes como
por ejemplo éteres de polibromodifenilos (PBDEs), DDTs, HCB, bifenilos policlorados
(PCBs), hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS), en muestras de tejido de grasa con
contenidos entre 6.0-1093.9 ng/g peso seco para Ballena azul (Balaenoptera musculus)
(Mufioz-Amanz et al. 2019; Tartu et al. 2020; Cheng et al. 2024) y 233-341 para B.fin
(Balaenoptera physalus) (Tartu et al. 2020) y PFAS en barbas de Misticetos con
contenidos entre 0.02-60.5 ng/g peso seco (Savoca et al. 2024) (Anexo 2).
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Existe la posibilidad de que las ballenas estén almacenando y adquiriendo estos
contaminantes durante el proceso de alimentacion en el que filtran grandes volumenes de

agua por sus barbas del orden de cientos de m3 tanto para ballena azul, como para fin.

En conjunto con lo planteado anteriormente, es importante considerar caracteristicas
fisico-quimicas de los compuestos estudiados como la vida media vida media (tiempo que
tarde en disminuir a la mitad de su concentracion un compuesto). La vida media de los
PPCPs encontrados poseen una vida media, cercana a 4 dias (Yamamoto et al. 2009; Patel
et al. 2019), en contraste con los PAHs encontrados para los cuales se han reportado vidas
medias entre 31.9 (Criseno) (Zhang et al. 2009) hasta 3.777 (Pireno) Tansel et al. 2011)
dias. Esto se debe por la composicion quimica de los PAHSs, siendo anillos de benzeno

fusionados, lo que les otorga una mayor estabilidad quimica (Boehm. 1964)

Otro aspecto fisico quimico a considerar es el coeficiente de particion octanol-agua o log
Kow (indica hidrofobicidad o afinidad de una sustancia disuelta en agua hacia lipidos
(grasa)). El paracetamol se encontrd en todas las muestras analizadas a pesar de poseer un
log Kow sumamente bajo (0.46), mientras que el Acido Mefenamico y la Fluoxetina
poseen log Kow elevados, 4.2 y 4.05 respectivamente por lo que se esperaria que su
tendencia seria adherirse a particulas o acumularse en el sedimento. Al poseer los tres
compuestos tiempos de vida media bajos y encontrarse en fecas esto podria sugerir que su
aporte al medio es constante. A diferencia de los PAHs que poseen log Kow altos (3.30-
5.73) indicando que su tendencia seria a adherirse a particulas y organismos, al igual que
estar presentes en el sedimento. Cuando existen perturbaciones fisicas, como tormentas
marinas, olas, u otros fenémenos fisicos, los sedimentos contaminados pueden volverse
una fuente de contaminacion al quedar sus particulas en la columna de agua (Tepe &
Boyd. 2002).

Proyecciones a futuro

Lo encontrado en este estudio demuestra la necesidad de comprender los efectos y las
posibles bioacumulaciones y, por ende, biomagnificacion en las tramas troficas tanto para

PPCPs como para PAHSs. Esta preocupacion surge desde el peligro que representan. Seria
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positivo integrar otras herramientas que complementen lo obtenido analizando otras

muestras, en particular de las presas de estos mamiferos.
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Peces PPCPs
Anexo 1

Anexos

Contenido lipidico

Tejidos
No especifica

Tejidos musculares
y de caparazén

Plasma

13.0-42.4 en musculo y 3.8-68.9 en

Galban-Malagén
et al. (2018)
Nag et al. 2018

0.00618-95.2 (ng/q)
13-1040 ng/g

Pirsaheb et al.

0.004-3970 (ng/g) 2020

caparazon (ng/g) Xie et al. (2022)

0.47-490.000 (ng/mL) Nozaki et al. 2023

Estudios de Contaminantes Emergentes y Polutantes en Krill y peces.

Krill principal componente de la dieta de las ballenas estudiadas

Ballena azul

Muestra de tejido de

PBDEs,DDTs, HCB, PCBs 17.4-149 Mufioz-Arnanz et al. (2019)
(Balaenoptera musculus)
Ballena azul 197-208
PBDEs, PAHs, DDTs, HCB,  (Balaenoptera musculus) Muestra de tejido de
- Tartu et al. (2020)
PCBs y Ballena fin
233-341
(Balaenoptera physalus)
PBDEs, PAHs, DDT, HCB, Ballena azul Muestra de tejido de 6.0-1093.9 Cheng et al. (2024)
PCBs (Balaenoptera musculus)
PFAS Misticetos Barbas de ballenas 0.02-60.5 Savoca et al. (2024)

Anexo 2

Ballenas barbadas

Cebus capucinus
Papio cynocephalus

Orcinus orca

Mactra
quadrangularis

No aplica
No aplica

No aplica

350

18-210.6
0.25-5

0,06 y 45,2

No aplica

Estudios de Contaminantes Emergentes y Polutantes en muestras de

Weltring et al. 2012
(Gesquiere et al.
2014)
(Andrew et al. 2023)

(Nishigaki et al.
2013)



Marphysa sanguinea 977 No aplica (Nishigaki et al.
2013)

Aves marinas 9-340 No aplica (Guangshui et al.
2021)

(de Souza Dias da

Tortugas marinas 130000-440000 No aplica Silva et al. 2024)

Anexo 3 Estudios de PPCPs y PAHSs en fecas de Organismos. “no aplica” se

refiere a que no se estudié ese grupo.

Ballena fin Pequefios peces, calamares, crustaceos (Krill, ChileASP (2019) Ballena
(B.physalus) copépodos) fin
Ballena azul Servicio Nacional de Pesca
(B.musculus) Krill (Euphausia superba) y Acuicultura
' (SERNAPESCA)

En hemisferio norte, Capelan (Mallotus villosus),

Ballena jorobada Anchoveta (Engraulis mordax), Bacalao (Gadus SR DREwE e e

y Acuicultura

(M.novaeangliae) morhua). En hemisferio sur: Krill (Euphausia (SERNAPESCA)
superba)
Loho marino comun Strangomera Bentincki y Thyrsites atun Mufioz et al. 2013
(O. byronia)
Anexo 4 Dietas de especies estudiadas junto con sus referencias

EArmacos lon precursor lones Productos Tie_rppo _
(m/z) (m/z) Retencion (min)
Paracetamol 152 69/93/110 6.59
Enalapril 377 130/160/234 7.6
Fluoxetina 310 117/163 7.95
Sertralina 307 129/158/160 7.92
Losartan Potéasico 423 180/192/206/207 9.42
Acido Mefenamico 242 180/209/224 13.15
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Anexo 5 Identificacion Farmacos modo SCAN

Paracetamol 69-90
Acido Mefenamico =~ 209-224
Fluoxetina 117-163
Anexo 6 Identificacidn iones hijos Farmacos modo SIR-DAU

PAHSs Tiempo Retencion (min)  Area  Canal de Fluorescencia

Naftaleno 10.656 1246 1
Acenafteno 14.770 3972 1
Fenantreno 15.736 20904 1
Fluoranteno 19.108 5240 3

Pireno 20.518 129478 1
Criseno 24573 120719 1
Anexo 7 Identificacion PAHSs estandar MI1X 1.5 ppb.
Naftaleno
60000 |\ _ 949 66x + 319,26
50000 R?=0,999
..... )
4000 e
30000 et
20000 T Ve
10000 o
>
0 o*
0 10 20 30 40 50 60
Anexo 8 Curva de Calibracion de PAH Naftaleno
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150000

100000

50000

Anexo 9

800000
700000
600000
500000
400000
300000
200000
100000

0

Anexo 10

4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
0

Acenafteno

y =2740,6x + 1484,6
R?=0,9988

10 20 30 40 50 60

Curva de Calibracién PAH Acenafteno

Fenantreno

y = 13600x + 7554,8
R? = 0,999

10 20 30 40 50 60

Curva de Calibracién PAH Fenantreno
Pireno

y =84514x + 46792
R?=0,999

0 10 20 30 40 50

Anexo 11

Curva de Calibraciéon PAH Pireno

60
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Criseno

4500000

4000000 y = 78731x + 43697 S
3500000 R?=0,999
3000000
2500000
2000000
1500000 -
1000000 P

500000 @

0 o
(]

10 20 30 40 50 60
Anexo 12 Curva de Calibraciéon PAH Criseno

Fluoranteno

200000
180000 =y =3510,2x + 18627 -
160000 R?=0,999
140000
120000
100000

80000

60000 ~

40000 .

20000 o
0o

0 10 20 30 40 50 60

Anexo 13 Curva de Calibracién PAH Fluoranteno

Balaenoptera physalus 71 m3 0 71.000 litros Goldbogen et al. 2007
Balaenoptera musculus 291,3 m3 0 291.700 litros Goldbogen et al. 2011

Anexo 14 Volumen de Agua filtrada por Especie de Ballena junto con su
referencia.
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Ac. 3.6 4.2 Sedimento marino ~ 3) Yamamoto

Mefenamico et al (2009)
(PPCP)

Fluoxetina 2.5 4.05 Agua y sedimento  5) Patel et al
(PPCP) de rio (2019)
Paracetamol 1.9 0.46 Sedimento marino ~ 3) Yamamoto

(PPCP) et al (2009)
Acenafteno 38,5 3.92 Sedimento marino ~ 2) Zhang et al
(PAH) (2000)
Criseno (PAH) 31,9 5.73 Sedimento marino  2) Zhang et al

(2000)
Fluoranteno 5.4/157 5.16 Agua de 4) Tansel et al
(PAH) mar/Sedimento (2011)
marino
Naftaleno 760 3.30 Suelo 1) Wild et al
(PAH) (1991)
Fenantreno 2080 4.46 Suelo 1) Wild et al
(PAH) (1991)
Pireno (PAH) 106.8/ 3777 4.88 Agua de mar/ 4) Tansel et al
Sedimento marino (2011)

Anexo 15 Vida media y Log Kow de PPCPs y PAHs analizados. NUmeros
indican las citas. Estas se encuentran al final de anexos con los nUmeros

correspondientes

Referencias Anexo 4

-ChileASP  (2019) Ballena fin. En: Areas Silvestres Protegidas de Chile.
http://www.chileasp.cl (altimo acceso 24-09-24). Fuente:
https://chileasp.cl/images/pdfs/BALLENA%20FIN.pdf

-Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura (SERNAPESCA). Revisado el 24-09-24.
Link:https://www.sernapesca.cl/files/importacion/rescateyconservacion/fichasespecies_c
onservacion/grandes_cetaceos/ballena_azul.pdf

-Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura. SERNAPESCA. Revisado el 24-09-24. Link:
https://www.sernapesca.cl/files/importacion/rescateyconservacion/fichasespecies_conser
vacion/grandes_cetaceos/ballena_jorobada.pdf

-Muiioz, Lily, Pavez, Guido, Quifiones, Renato A, Oliva, Doris, Santos, Macarena, &
Sepulveda, Maritza. (2013). Diet plasticity of the South American sea lion in Chile: stable
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isotope evidence. Revista de biologia marina y oceanografia, 48(3), 613-622.
https://dx.doi.org/10.4067/S0718-19572013000300017

Referencias Anexo 14

-Goldbogen, J. A., Calambokidis, J., Schorr, G., Oleson, E., Potvin, J., Pyenson, N. D., &

Shadwick, R. E. (2011). Mechanics, hydrodynamics and energetics of blue whale lunge

feeding: Efficiency dependence on krill density. Journal of Experimental Biology, 214(1),
131-146. https://doi.org/10.1242/jeb.048157

-Goldbogen, J. A., Pyenson, N. D., & Shadwick, R. E. (2007). Big gulps require high drag
for fin whale lunge feeding. Marine Ecology Progress Series, 349, 289-301.

1)

2)

3)

4)

Referencias Anexo 15
Vida media

Wild, S.R., Berrow, M.L., Jones, K.C. (1991). The persistence of polynuclear
aromatic hydrocarbons (PAHSs) in sewage sludge amended agricultural soils.
Environ. Pollut. 72(2), 141-157

Zhang, Y., Hong, H.-S., Wu, R. S. S., Poon, K.-F., & Lam, M. H. W. (2000). Field
study on desorption rates of polynuclear aromatic hydrocarbons from
contaminated marine sediment. Environmental Toxicology and Chemistry, 19(10),
2431-2435. https://doi.org/10.1002/etc.5620191006

Yamamoto, H., Nakamura, Y., Moriguchi, S., Nakamura, Y., Honda, Y., Tamura,
I., Hirata, Y., Hayashi, A., & Sekizawa, J. (2009). Persistence and partitioning of
eight selected pharmaceuticals in the aquatic environment: Laboratory photolysis,
biodegradation, and sorption experiments. Water Research, 43(2), 351-362.
https://doi.org/10.1016/j.watres.2008.10.039

Tansel, B., Fuentes, C., Sanchez, M., Predoi, K., & Acevedo, M. (2011).
Persistence profile of polyaromatic hydrocarbons in shallow and deep Gulf waters

and sediments: Effect of water temperature and sediment—water partitioning
characteristics. Marine Pollution Bulletin, 62(12), 2659-2665.
https://doi.org/10.1016/j.marpolbul.2011.09.026
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https://doi.org/10.1016/j.marpolbul.2011.09.026

5) Patel, M., Kumar, R., Kishor, K., Mlsna, T., Pittman, C. U., Jr., & Mohan, D.
(2019). Pharmaceuticals of Emerging Concern in Aquatic Systems: Chemistry,
Occurrence, Effects, and Removal Methods. Chemical Reviews, 119(6), 3510-

3673. https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.8000299
Log Kow

-National Center for Biotechnology Information (2024). PubChem Compound Summary
for CID 931, Naphthalene. Retrieved December 15, 2024 from
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Naphthalene

-National Center for Biotechnology Information (2024). PubChem Compound Summary
for CID 995, Phenanthrene. Retrieved December 15, 2024 from

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Phenanthrene.

-National Center for Biotechnology Information (2024). PubChem Compound Summary
for CID 1983, Acetaminophen. Retrieved December 15, 2024 from

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Acetaminophen.

-National Center for Biotechnology Information (2024). PubChem Compound Summary
for CID 3386, Fluoxetine. Retrieved December 15, 2024  from

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Fluoxetine.

-National Center for Biotechnology Information (2024). PubChem Compound Summary
for CID 4044, Mefenamic Acid. Retrieved December 15, 2024 from

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Mefenamic-Acid.

-National Center for Biotechnology Information (2024). PubChem Compound Summary
for CID 6734, Acenaphthene. Retrieved December 15, 2024 from
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Acenaphthene.

-National Center for Biotechnology Information (2024). PubChem Compound Summary
for CID 9154, Fluoranthene. Retrieved December 15, 2024 from

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Fluoranthene

-National Center for Biotechnology Information (2024). PubChem Compound Summary
for CID 9171, Chrysene. Retrieved  December 15, 2024  from

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Chrysene.
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Figura 4 extraida de: https://www.cromtek.cl/producto/cromatografo-liquido-de-ultra-

alto-desempeno-shimadzu-nexera-x2/ derechos de imagen perteneciente a © Cromtek
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