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INTRODUCCION

Los efectos del petrdleo crudo y de agen
tes quimicos neutralizantes o dispersantes del petrg
leo en el medio marino y organismos, involucran -
reacciones flsicas, quimicas y bioldgicas. Il estu-
dio de estos efectos requiere de una variedad de --
disciplinas, de tal forma que, al integrar los resul
tados obtenidos, se pueda tener una idea de las al -
teraciones producidas en la parte bibtica y abibtica
del sistema. Las investigaciones de campo han ve-
nido a ser complementadas con los experimentos de
laboratorio o biocensayos, ya que estos son necesa--
rios-para conocer el comportamiento y los efectos -
que producen las substancias contaminantes.

Los efectos causados por el petrbdleo cru
do y el dispersante sobre los organismos acuaticos
son resumidos por Carthy y Arthur (1968) y Smith -
(1968). Comparativamente pocos autores han estu--
diado la influencia de mezclas de petrédleo y disper
sante en el medio marino. Los estudios de Kuhl y
Mann (1967), los han llevado a concluir que el pe--
tréleo es menos toOxico que la mezcla petrodleo-dis —
persante. Spoconer, (1968), senala gque es importan
te trabajar con petroleo y con dispersantes; pero —
las distintas toxicidades segin el tipo- de petrdleo -
crudo y sus delicados mecanismos en experimentos
hbioldgicos, hacen dificil establecer en forma general -
las concentraciones que producen un determinado --
efecto. Anderson et al.(1974), mencionan que los -
productos del petrbleo crudo varian de acuerdo con
la concentracion de hidrocarburos especificos que -
se presentan, los cuales a su vez, tienen distintos




grados de solubilidad v de toxicidad. Esto ha ocs -
sionado que en bioensayos con diferentes tipos de -
petrdleo crudo o con diferentes métodos de mezcla-
do se obtengan resultados en diferentes Ordenes de
magnitud con respecto a la Concentracién Letal, - -
(CI_J).

OBJETIVOS

Por lo anteriormente expuesté, el obje--
tivo principal de este estudio es el establecer un --
proyecto de trabajo, el cual permita evaluar la toxi
cidad. relativa del petrdéleo crudo y el dispersante, -
solos y combinados, sobre las distintas etapas de -
el desarrollo del camarédn rosado, Penaeus duorarum
duorarum ;Burkenroad.




ANTECEDENTES

Antes de 1940, no existia uniformidad en
el desarrollo y forma de reportar los resultados de
los bioensayos utilizados en la evaluacidn de conta -
minantes presentes en los sistemas acudticos. ¥n-
los anos subsecuentes, la necesidad de una técnica
uniforme se hizo obvia. IL.a Atlantic Refining Com-
pany, da las primeras reglas en sus reportes inter
nos, que fueron de gran valor para la metodologia -
actual (Hart, Doudoroff y Greenbank, 1945). Mas -
tarde fue actualizada, modificada y aceptada por la
indusiria, centros de investigacidén y el gobierno de
E.U., (Doudoroff y Katz, 1951).

Guilles La Roche et al . (1970), publica
ron métodos que vinieron a modificar el desarrollo
de la metodologia existente . Asi mismo, presen--
taron los requerimientos basicos para el desarrollo
de bioensayos especificos, utilizados en la evalua- -
cibn de la toxicidad relativa del petrdleo crudo, el
dispersante y las mezclas de petrbdleo-dispersante -
sobre:

Fundulus heteroclitus; Nereis virens; y
Paleomonetes vulgaris. Observaron que, debido al-
surgimiento de problemas especiales en bioensayos
con petrdleo crudo y mezclas de petréleo dispersan
te, era necesario suplementar los procedimientos —
descritos en American Public Health Association - -
(APHA, 1965), y probar métodos adecuados con or-
ganismos diferentes a peces para establecer las con
diciones de prueba y que los resultados puedan ser
comparados. Por ello se considera importante esta
blecer: una lista de especies que puedan ser utiliza:




das en la prueba; una férmula uniforme de agua de
mar artificial; que la temperatura, pH, salinidad y
oxigeno disuelto sean 6ptimos y constantes; un pro

cedimiento uniforme para agitar y mezclar el petrd
leo y las combinaciones de petroéleo-dispersante.

El American Petroleum Institute (API, -
1971), propone no utilizar la muerte de los organis
mos de prueba como una forma de evaluar los efec
tos téxicos de los contaminantes, debido a que este
parametro no puede ser siempre evaluado (como en
el caso de algas unicelulares y zooplancton) ya que
pueden incorporar una etapa latente en su ciclo de -
vida. Con esto en mente se desarrollaron métodos
alternativos para evaluar el o los efectos del petrd
leo y el dispersante en el plancton marino. En ge——_
neral se utiliza el crecimiento, el consumo de ali—
mento y la reproduccidén como sustitutos de la mor
talidad. Asi mismo, incluyen en sus reportes: ca-—
racterfizacion del agua de dilucién y del toxico; for

ma en que se mezcla y se introduce y, si es nece-
sario la aereacidn.

Smith (1973), analisa el aspecto de la -
contaminacidén de las aguas y el creciente problema
por contaminacién de hidrocarburos; las pmsopiedades
de un derrame de petrdleo crudo, su deteccidtn, - -
identificacion y andlisis de compuestos carcinogéni -
cos; asi como los posibles efectos en organismos y
comunidades marinas.

En cuanto a pruebas de toxicidad especi
fica que, en la industria han determinado que la - -
concentracién ''permisible o sin riesgo' de un con—
taminante, se encuentra entre 1/10 a 1/100 de CL.gg
(48-96 h), la cual también puede ser calculada por
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la foérmula: ‘
| o Clgg (24 m) X 0.3
Conc. Permisible =(CLSO (24 h) / CLSO(.«H; h) X

donde ''x"' es el factor arbitrario de seguridad, y -

cuyo valor se ha estimado de 2 a 3.

En lo referente a la carcinogénesis, ana
lisis recientes han revelado que hidrocarburos po- -
tencialmente carcinogénicos estan ampliamente espar
cidos en el medio marino, siendo la mayoria com —
puestos a#fromaticos policiclicos (CAP), principal- -
mente Benzo (< ) pireno (3,4 benzopireno). Otros -
como Benzantraceno puede inducir al clncer; pero -
es importante notar que gran parte de los hidrocar
buros presentes en el petréleo crudo no tienen acti
vidad carcinogénica. I.a presencia de CAP inespe—
cificos no implica, necesariamente que exista ries-
go de cancer, aunque pueden indicar que los com- -
puestos carcinogénicos estan presentes en cantida- -
des reducidas. Estos compuestos tienen poca solu-
bilidad y estan presentes es el agua la mayoria de-
las veces como particulas suspendidas o absorbidas.

Tatem y Anderson (1973), Cox (1974), -
Rossi et al. (1976), Neff et al. (1976) y Tatem - -
(1977), realizaron pruebas con hidrocarburos indivi-
duales y demostraron la naturaleza téxica de los --
compuestos arométicos (naftalénicos), que son acu—
mulados rapidamente por los crusticeos.

Anderson et al. (1974), describen en de
talle los dos métodos utilizados para preparar la so
lucién de prueba que contendra los hidrocarburos y
que sera utilizada en biocensayos estaticos, cuyas -—




unidades experimentales seran crustidceos estuari-
nos.

Botello (1975), realizd biocensayos con -
Penaeus duorarum y con Penaeus aztecus, a los --
cuales se les suministré una dieta especial que con
tenia petréleo crudo. Al sacrificar a los crusta- -
ceos el extracto de hidrocarburos fue identificado -
por la técnica de cromatografifa de gases; observan
dose que ambas especies degradaron, casi en su to
tahdad, los hidrocarburos que se encontraban en el
intervalo de Cj]2 hasta C9y. Los hidrocarburos de
C24 a C36 (tipo aromético como benzopireno), no -
son degradados y permanecen fijos e inalterados en
los tejidos del organismo.

La APHA (1976), en la seccion de bio- -
ensayos, recopila aspectos sobre: terminologia; -
requerimientos basicos para bicensayos; preparacion
de organismos para prueba; tipos de biocensayos, --
material y procedimiento; conduccién del bioensayo;
calculo, andlisis y reporte de los resultados; inter-
pretacién y aplicacién de los mismos. Asi mismo,
se incluyen bioensayos especificos con: fitoplancton,
zooplancton, coral, anélidos poliquetos, crustaceos
e insectos acuiticos (todos ellos en forma tentativa),
con moluscos y peces (en forma estandarizada).

Johnston (1976), concluye que la toxici--
dad aumenta dentro de la serie: parafina-naftgfenos
y de oleofinas-aromaticos. Dentro de cada una de
las series de hidrocarburos las mioléculas pequefas
son mas téxicas que las grandes. Esto es debido -
a que el tamafno molecular afecta al intervalo de --
ebulliciéon y de viscosidad, por lo cual el tipo y se_




veridad del dano varia de acuerdo a la clase de pe-
tréleo, la estacibn del ano, y la naturaleza de la -
comunidad contaminada.

Malins (1977), trata la naturaleza y dis-
posicién del petrdleo, y los efectos biolbégicos. Re -
copilando y evaluando la informacibtn existente sobre
los efectos del petroleo en el medio marino.

Tatem et al. (1978), indican que en los
bioensayos la concentracion de hidrocarburos tota- -
les en la solucidén de prueba, depende del tipo de -
petrdéleo crudo anadido y del método para dispersar
lo. FPonen como ejemplo que, si 1.0 ml de petro--
leo crudo se anade a 999.0 ml de agua de mar, se
espera obtener una solucidén con una concentracién -
de 1000 ppm, sin embargo, la cuantificacién de hi-
drocarburos totales de esta solucién, fue de solo 40
a 60 ppm. Por lo cual, los valores de la ClLgg --
que se reporten deberan ser determinados por el —
andlisis Infrarrojo o estimado de estas determina- -
ciones.

Balckman et al. (1978), desarrollan un -
sistema que da una suspension homogénea de la mez
cla petréleo-dispersante o petréleo solo. Proponen -
el uso de un tanque cilindrico con una propela rotan
te en el centro dentro de un cilindro central de --
"Perspex', el cual tiene aberturas superiores e in-
feriores cubiertas por una malla de plastico para -
impedir la entrada de los organismos de prueba. --
Con la propela a una velocidad de 1350 a 1450 rpm,
el agua es absorbida por la abertura superior y ex
pulsada por la abertura inferior, produciendo asi —
una dispersion uniforme, reproducible y sin causar
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tensién a los organismos de prueba. Una unidn -
magnética entre la propela y el motor, permite que
el tanque sea cerrado herméticamente con una tapa
de "Perspex'.

Corner (1978), senala que los organis- -
mos marinos incluyendo el plancton, han sido ex- -
puestos a los hidrocarburos del petréleo que ema- -
nan de yacimientos submarinos a través del tiempo
geolégico, y parece ser que han desarrollado meca
nismos fisioldébgicos y bioquimicos, que les han per_:
mitido adaptarse a la presencia de pequenas canti--
dades de estos compuestos en el medio marino. —
Asi mismo considera que en el presente se ha in--
crementado el interés por conocer los efectos que -
se producen en organismos planctébnicos al exponer-
se a hidrocarburos y a los compuestos relacionados
con un derrame accidental. Ello ha producido una -
gran variedad de literatura dispersa. lL.a revisién -
de las publicaciones consideradas en su articulo se
refieren a estudios de laboratorio y son discutidas
en el contexto de un modelo simplificado de la dina
mica de los hidrocarburos en el ecosistema, que se
inicia con el agua de mar de donde pasan el fito- -
plancton y de ahi al zooplancton.

Maciorowski et al. (1980), comparan la
literatura de 1978 con la de 1979, donde se obser—
va el gran interés que se tiene en llevar a cabo --
bioensayos aplicados para evaluar y predecir la to-
xicidad de la contaminacién del agua.

La U.S. Envairomental Protection Agen-
cy (EPA, 1979), publicé un manual de bioensayos -
para la evolucién de efectos a corto plazo, en el --




se presentan aplicaciones, f{inalidades, desarrollo, -
grados de complejidad y costo relativo de cada prue
ba.

Schmid-Bleek y Wagenknecht (1979), re-—
visan los distintos métodos para evaluar la toxici- -
dad y su utilidad dentro de la legislacién armbiental
Alemana.

En el primer Simposio Ruso-Americano
sobre contaminacion quimica en el medio marino --
publicado por EPA (1978), se consideran los méto—
dos analiticos y de muestireo; los problemas relacio
nados al determinar los niveles permisibles de comn-
taminantes; y con ello prevenir las consecuencias -
biolégicas en los océanos.

Otro reporte de la EPA (197&'{), da reco_
mendaciones para seleccionar pruebas preeliminares,
"sustancialmente predictivas', utilizadas en toxico—
logia acuatica; se incluyen ademés organismos y - -
pruebas en ecosistemas.

EPA (19751), describe los procedimien--
tos para evaluar laboratorios modviles, incluyendo la
boratorio de bioensayos, que se llevan a cabo du- -
rante el desarrollo de programas de certificacidbn. -
Esto es de gran importancia para correr pruebas -
cerca de los cuerpos de agua donde se estd presen-
tando un problema de contaminacidn.

Ehrenspeck (1979), publica un compendio
de contaminacién por petréleo.

L.aughlin (1979), muestra que faciores --
2 qQ




como temperatura.salinidad e hidrocarburos, pue-
den alterar la concentracién de hidrocarbures arc--
maticos, a la cual estan siendo expuestos lus orga-
nismos de pruebha.

Mc Leese (1979), presenta la relacién -
que existe entre la estructura quimica y los efectos
letales que producen los fenoles anilinas y - -
otros hidrocarburos arométicos en camarones vy al-—
meja.

Marty (1879), Higashihara y Sato (1979),
reportan los efectos de los dispersantes en las po--
blaciones de bacterias; y la distribucién y abundan-
cia de bacterias que degradan hidrocarburos.

Numes y Benville (1979), Tokuda (1979),
presentan trabajos con fitoplancton, petr6leo crudo -
y emulsificantes del petroéleo.

Ustach (1979) y Spooner (1979); miden -
los efectos subletales que producen los petrdleos --
crudos sobre los copepodos.

Anderson, (1979), especifica que la ma -
yor parte de las investigaciones estan dirigidas ha-
cia el descubrimiento de respuestias biologicas a - -
estimulos sensitivos que permitan evaluar el estado
fisioloégico de organismos expuestos en condiciones -
experimentales o en el campo. En el Gltimo caso,
seria para determinar el impacto de un derrame o
efluente bajo condiciones naturales; y el primero --
es un intento para determinar la concentraciétn del -
"umbral minimo sin riesgo''para distintas especies, bajo

diferentes composiciones y concentraciones de hidro
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carburos. FEsto puede ser de gran ayuda para pre-
decir el dano, debido a la gran variedad en la com
posicidon del petrdleo y a la gran diversidad de or-—
ganismos en el medio natural. En cuanto a la toxi
cidad de un petroleo dado, scnala que esta puede —
ser predicha en términos generales, por la concen-
tracion relativa de aromaticos toéxicos y por las ca-
racteristicas fisico-quimicas de la mezcla petréleo-
agua - también por un patréon general de toxicidad -
relacionado con el grado de alquilacién y solubilidad
en agua de los componentes. L.os compuestos aro-
maticos, como el criseno y benzo-pireno (cuatro y
cinco anillos), tienen muy poca solubilidad en agua
y por lo tanto, son de baja toxicidad en exposicio--
nes cortas. C ompuestos como el benceno (un ani-
110) y fenantrenos (tres anillos), presentan una toxi-
cidad que parece incrementarse con el grado de al-
quilacién. Advierte que no es posible extrapolar -
de una especie a otra en cuanto la absorcién y eli-
minacién de hidrocarburos. Mientras los bivalvos -
tienden a acumular, lenta pero constantemente, los

hidrocarburos, los peces y crustidceos toman estos

compuestos rapidamente alcanzando el nivel méaximo
en pocas horas. Ha sido demostrada la acumula- -
ci6tn de hidrocarburos del petréleo, al igual que el
metabolismo de éstos en el higado, branquias, y --
hepatopancreas de crusticeos. KEsta actividad con -
tribuye significativamente a la tasa de liberacibn --
exhibida por peces y crustiaceos. Il.a degradacibdn
enziméatica ocurre durante perfodos de exposicidén -
crbnica al petrdleo. Kste proceso puede ayudar a -
explicar o medir los efectos subletales.

El Instituto de Ciencias Marinas de la -
Universidad de Texas (1879), presenta el reporte

i




nal del IXTOC - 1. THste contiene: informacion de
las caracteristicas quimicas de las muestras del -~
[xtoc - 1, y de las rnezclas petrdleo-agua de mar -

utilizadas para los estudios de toxicidad; informa- -
cion de los efectos del petrdleo-Mexicano en la ac—
tividad fotesintética del fitoplanctdn y pastos mari--
nos; asi{ como, resultados de los estudios de toxici
dad del petrdleo del Ixtoc - I en zooplancton. -

El programa Coordinado de Estudios - -
Kcolbgicos en la Sonda de Campeche (1980), propor
ciona informacién sobre los trabajos realizados para
el control del Pozo Ixtoc - I, el combate al derra-—
me, asi como la determinaciétn de sus efectos en el
ambiente marino. De acuerdo con la cifra estima-
da por PEMEX durante el periodo de 281 dias en -
gque el Ixtoc - 1 estuvo fuera de control, fluyeron -
3,100,000 barriles de petréleo, de los cuales, des-
pués de descontar los hidrocarburos quemados, los
evaporados y los recolectados, se estima que queda
ron a la deriva 1,023,000 barriles. EIl ‘petréleo --
del Ixtoc-1 que quedd a la deriva correspondia a un
petrdleo privado de las fracciones ligeras (gasolina
querosina y buena parte del diesel), debido a que -
pasd primero por un contacto turbulento con el agua
de mar y después sufrié un calentamiento y exposi
cién al fuego en el borbollén. Parte del petréleo -
que quedd expuesto en la superficie del mar se dis
persdé en forma artificial mediante el uso de subs --
tancias quimicas biodegradables y no toéxicas (SIC),
finamente atomizadas desde barcos y aviones espe
ciales. A juzgar por los resultados, la mayor par
te del petrédleo derramado fue degradado por proce-
sos naturales, atn en los primeros dias del derra-—
me en que el [flujo del Ixtoc-1 tuve su maximo. En-




13

las muestras no se lograron cuantificar hidrocarbu-
ros disueltos en concentraciones supericres a las -
60 ppm. En cuanto a la evaluaciéon de sustancias -
activas al azul de metileno, que es una manera in-
directa de determinar la presencia de agentes tenso
activos, los resultados fueron negativos, lo que re-
veld que los dispersantes utilizados fueron diluidos
o biodegradados en tal forma que no se detectaron,
nor lo que se concluydé que su aplicacidédn no produjo
dano alguno a la vida marina.

Con el objeto de conocer los efectos té6-
xicos del petrdleo del Ixtoc-I con diferente grado de
intemperismo, el Instituto de Ciencias Marinas de -
la Universidad de Texas, realizé una serie de bioen
sayos con diversos organismos. Los resultados de
bioensayos con fitoplancton indican que, el crudo Ix
toc Intemperizado en las condiciones y concentracio
nes de prueba, no afecta la velocidad fotosintética,
comparativamente con los resultados obtenidos en -
la muestra testigo. Asi mismo, en algunos casos -
se registré6 un mayor consumo de Og9 en las mues -
tras que contenian crudo Ixtoc, lo cual refleja ma-—
yor actividad orginica (SIC) que en el testigo.

En los bhioensayos realizados con zooplanc
ton, también concluye que este crudo no afecta al -
zooplancton del Golfo de México. IL.as pruebas de - |
toxicidad al exponer invertebrados al petrdleo crudo |
del Ixtoc-I, intemperizado,se llevaron a cabo utilizan
do las siguientes especies marinas: B

a).- Entre cangrejos y almejas no se presenté el ~
efecto letal del crudo Ixtoc en las concentracio
nes probadas (1.25, 3,75, 7.5, 15.0 ppmj.



h).- En
no
de
cle
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el camardn café, como en el caso anterior,
se presentaron efectos letales en ninguna -
las concentraciones probadas a excepcidn -
la concentracién de 15 ppm donde la morta

lidad fue mayor en un 3% con respecto a la —
del control.

c).- En

ningin caso se determindé la concentracién

letal media, CL50; sin embargo se considera -
que es mayor a 15 ppm, valor que no se de--
tectd en el Golfo de México.
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PRUEBAS DE LABORATORIO (BIOENSAYOS)

Definicidén

Las pruebas de toxicidad o bioensayos -
fueron inicialmente realizadas con drogas, donde el
principal interés era determinar la potencia de un -
estimulo con base al grado de respuesta de los or-
ganismos de prueba, (Brown, 1973).

Sprague (1973), define al bioensayo como
una prueba en la cual se determina la potencia o -
dosis de una substancia particular por la reaccidn -
causada en los organismos. Kl opina que esta defi
nicién cubre adecuadamente tanto a las pruebas de -
potencialidad de drogas realizadas en farmacologia -
y como a las pruebas de toxicidad conducidas en --
estudio de contaminacidn.

IL.as pruebas de {oxicidad son estudios -
donde los organismos de prueba son sometidos a --
una serie de concentraciones de una substancia o a
un intervalo de condiciones fisicas, por un tiempo -
estipulado; y los efectos causados son comparados -
con un grupo testigo, el cual estid constituido por -
organismos de la misma especie, sujetos al mismo
tratamiento excepto por la exposicién al contaminan
te o condicidén a prueba, (Craddock, 1977). -

Al aumentar el ntuimero de investigado- -
res que utilizan los bioensayos, se ha incrementado
el nimero de términos utilizados para expresar los
resultados, siendo los mas comunes;
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Concentracién L.etal: Cl., es utilizada --
para expresar los resultados de bioensayos en don-—
de se aplican concentraciones que causan efectos --
agudos. Un subindice es empleado (Cl.10, Clgg, -
CL7q) para indicar el porciento de animales que pe
recen a una determinada concentracién de la subs--
tancia a prueba. Los efectos que un tOxico produce
a los organismos acuéaticos depende de su concentra
cibn y del tiempo de exposicién, por lo cual, el - -
tiempo debe ser incluido al expresar el resultado. -
Por ejemplo: Cl.sg 96 h es la concentracién a la —
cual una substancia es letal para el 50% de los or
ganismos de prueba a las 96 h de exposicidn. -

Limite de Tolerancia Media: LTm, LTs50
asf como CLgyqg tienen el mismo significado pero, -
LLTy1g es equivalente a Clgg, y LTgg lo es a CLyg.

Concentracion Efectiva: CIi, es utilizada
cuando se determina algin otro factor diferente a -
la muerte. ILa concentracidon efectiva media (CE,)
es la concentracidén que produce un efecto especifi -
co o respuesta, como: Pérdida de equilibrio; parali
sis; desarrollo anormal; o cualquier otro efecto --
subletal. Cuando se utiliza '"CE' se debe especifi—
car claramente el efecto medido, (APHA, 1976).

Los efectos de los contaminantes pueden
ser clasificados por uno o mé&as de los siguientes tér
minos:

Agudo. - Involucra un estimulo con una severidad --
suficiente para ocasionar una respuesta réapida, usual
mente dentro de los cuatro dias de exposicidén.




Subagudo.~- Un estimulo menos severo que el estimu
lo agudo, produce una respuesta en un periodo més
largo.

Crénico. - Involucra un estimulo lento o continuo, -

sobre periddos de un décimo del ciclo de vida o -~ -
mas.

Letal. - Causa la muerte por accién directa.

Subletal. - Insuficiente para causar la muerte.

Acumulativo: Llevado a cabo por adiciones sucesi-
vas o aumento de potencia.

Los méas utilizados son los efectos agudos que son
siempre letales, y efectos crénicos que puede ser
letales o subletales.

De acuerdo a Beynon y Cowell (1974),
la toxicidad puede ser clasificada de acuerdo a la
concentracion como: extremadamente tébxica Cligg <
100 ppm.

Téxica CLgg entre 100 y J.O3 ppm.
Moderadamente-téxica Clgg entre 103 y 104

Ligeramente -téxica CL50> 10% ppm.




Tipos de Bioensayos

APHA (1976), clasifica a los bicensayos
por la forma en la que se aplica la solucién de - -
prueba en estaticos, renovables y de flujo continuo;
y por su duracibédn en corto plazo, intermedios y a -
largo plazo.

Bioensayos Estiticos: son aquellos en -~
los cuales los organismos permanecen en la misma
solucidn durante el tiempo de prueba.

Bioensayos Renowvables: l.os organismos
son transferidos a una solucidén de prueba reciente -

mente preparada, en intervalos periédicos, usual- -
mente cada 24 h.

Bioensayos de Flujo Continuo: a las ca-
maras de prueba se les introduce y extrae, un volu
men constante de la mezcla del agua de dilusidén y-:
toxico, obteniendo asi un flujo continuo. Comunmen

te se renueva cinco veces al dia la solucidtn de
prueba.

Los bioensayos estaticos son utilizados -
para evaluar los efectos del téxico sobre el fitoplanc
ton y zooplancton, debido a que en las pruebas de -
flujo continuo los organismos se perderfan. Estas
pruebas no son satisfactorias cuando se utilizan
substancias que presentan: demnanda de oxigeno ele
vada; inestabilidad o volatilidad; de facil degrada-
cidn por hidrolisis o actividad bacteriana; o bien,
si son rapidamente tomadas por los organismos. -
Siendo todo ello de gran importancia, ya que al no-
considerarlo, los organismos quedarian expuestos a
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diferentes concentraciones a través del tiempo de -
exposicién.

Las pruebas de tipo renovable son utili-
zadas con peces y macroinvertebrados. Si se utili-
zan organismos pequenos no es necesario renovar -
la solucién téxica antes de 96 h; pero si existe de -

manda de ox{geno, es deseable renovar la solucibn
de prueba cada 24 h.

Bioensayos a Corto Plazo: son muy uti-
les para establecer comparaciones entre contaminan
tes y ofrecen aplicaciones practicas para la evalua-
cibn del impacto de una contaminacién aguda. La -
toxicidad es evaluada mediante la determinaciotn de
la CLgg. Esta determinacion se emplea muy - -
corrientemente, dado que ofrece resultados reprodu
cibles y proporciona, si no un conocimiento de la -
toxicidad completa de la substancia, si informacién
sobre el efecto téxico ejercido por los diferentes -
productos y la sensibilidad relativa de un namero -
de especies al mismo. Por lo cual, los estudios -
de toxicidad deben ser llevados a cabo en condicio -
nes rigurosamente definidas y constantes, tanto en -
1lo que concierne a los organismos empleados (espe
cie, tamano, estado de desarrollo, etc.), como a -
las condiciones del medio (pH, temperatura, oxige-

no disuelto, etc.). Estos bioensayos se llevan a —
cabo mediante:

a).- Pruebas Exploratorias: Cuando materiales de -
toxicidad desconocida son probados, se puede aho- -
rrar mucho tiempo y esfuerzo realizando pruebas -
exploratorias o de escala amplia, con las cuales, -
se determinara el intervalo aproximado de concen--




traci6tn del téxico que sera utilizado en las pruebas

a corto plazo definitivas. Las pruebas exploratorias
o de selecciétn de intervalo, son en la mayorf{a de -

los casos estaticas y con una duracién de 8 a 24 —

h. Los organismos de prueba son expuestos a un -

amplio intervalo de concentracién expresada en mg/

! 6 ppm, usualmente guardando una relacién loga- -
ritmica (0.001; 0.01; 0.1; 1.0; 10.0; y 100.0). Den
tro de las concentraciones probadas, es deseable -
que una mate a todos los organismos y otra concen
tracibn que mate a muy pocos. Si la concentracién
menor utilizada mata a todos los organismos, es --
necesario optar por otra serie, en una relacién lo-
garitmica menor a la concentraci6bn mas baja.

Para determinar la concentracidén que --
seri utilizada en las pruebas definitivas, se selec—
ciona la concentracién mayor que no mata a ningan
organismo o sélo a unos cuantos, y la concentra- -
cibn menor que mata a todos o a la mayoria de los
organismos; posteriormente se selecciona una serie
de concentraciones basadas en un biseccién progresi
va de intervalos en escala logaritmica. Por ejem—
plo, cuando el intervalo seleccionado esti entre 1.0
y 10.0; se utiliza concentraciones, tales como: 2.4;
3.2; 4.2; 5.6; y 7.5, Estos bioensayos son monta-
dos, por lo general, con cinco o més concentracio-
nes a prueba y un testigo, considerando tres repeti
ciones por cada concentracion.

b).- Pruebas Definitivas: Pueden ser estaticas, re-
novables, o de flujo continuo. La duracion de las -
pruebas es determinada por el tipo de tdxico, los -
objetivos de la prueba y la precision deseada. La
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duracion de los hioensayos a corto plazo, es ususl-
mente la misma para los diferentes organismos -
(24 - 96 h), pero con organismos de ciclo de vida
corto el tiempo usual puede cubrir varias generacio
nes o limitarse a una, La duraciétn de las prueba's;
deben ser limitadas, en parte por la duracién del -
estadio deseado para elestudio.

Bioensayos Intermedios: No existe una -
separacitn clara entre bioensayos intermedios y los
a corio plazo, o entre biocensayos a largo plazo ¢ -
intermedio. Esto depende de la duracidn del ciclo-
de vida de los organismos de prueba. Algunas ve-—
ces los bioensayos pueden durar hasta 14 dias, - -
mientras que los bioensayos intermedios suelen ser
de 15 a 80 dfas, atn asi, los 14 dfas pueden repre
sentar varios ciclos de vida para algunas algas, al
igual que los 90 dfas para muchos organismos del -
zooplancton. L.as pruebas de duracidén intermedia -
pueden ser estaticas, renovables, o de flujo conti--
nuo. ILas pruebas de flujo continuo son recomenda-
bles en la mayoria de los casos.

Los bioensayvos intermedios son usados,
o pueden ser con organismos que han sido obteni- -
dos, en sus diferentes estadios por colectar de cam
po. KEstas pruebas son a menudo utilizadas, para -
determinar como los efectos de diferentes téxicos -
decrecen con el tiempo y como la curva de toxici--
dad se hace asintodtica el eje "X" (tiempo de exposi
cion). B

Bioensayos a l.argo Plazo: En este tipo
de bioensayos se aplica el téxico durante una parte
a todo el ciclo de¢ vida de la especie a prueba. Son




uiilizados debido a que en los biocensayos de corite -
plazo, los efectos subletales escapan a la cbserwva-—
cion, aun cuando constituyen a largo plazo factores

de mortalidad importantes. ILos efectos cranico- -
0 subletales se tratan a menudo, de una accidon pro
gresiva sobre ciertos organos vitales, como higado,
hepatopancreas, sistema branquial, etc. En gene--
ral, los objetivos de este tipo de pruebas son: esta
blecer la sensibilidad relativa de especies imporian
tes, a los efectos subletales; determinar la influen-
cia que ejercen diferentes variables fisico-quimicas

en la toxicidad de la substancia de prueba; obtener

datos fidedignos para evidencias o acciones legales-
contra la contarninacién; y colectar datos esenciales
para conceder permisos de descargas. Siendo el -
objetivo final de esta prueba, determinar la cantidad
de una substancia que puede ser descargada en un -
determinado cuerpo de agua, siendo esta informa- -
cién de gran importancia para elaborar un reglamen
to dirigido a prevenir la contaminacién del agua.

Los bioensayos a largo plazo deben ser-
continuados durante todo el ciclo de vida de los or-
ganismos, e incluso mas alld sobre las generacio--
nes siguientes; la calidad del agua de diluciéon debe
seguir el ciclo estacional natural que se presenta -
en el area en donde se desarrolla del organismos de
prueba. La realizacién de tales bioensayos plantea
problemas técnicos considerables, a pesar de estas
dificultades, muestran precisamente que las concen-
traciones reales de seguridad son considerablemen-
te mas bajas que las que se deducen de los bioensa
yos a corto plazo, (Leynaud, 1976). -
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IFacilidades y Tquipo

El sistema de abastecimientc de agua -
para el laboratorio y todo el equipo necesario para
el almacenamiento, mantenimiento, aclimatacién y -
pruebu, deberan ser construidos con un material no
toxico, tales como: vidrio, acero inoxidable, sellan
tes de silicon, uniones y lineas de PV(C Schedule 40,
Titanmw, fibra de vidrio; también han sido utilizados
con buenos resultados, las resinas poliester y las -
resinas epoxy.

Los sistemas de calentamiento deben de
tener una interfase de titanio o vidrio con el agua.-
Los compresores de aire deberan ser a prueba de -
agua, para impedir que el aceite entre en las lineas
de aire y contamine el agua; cuando se requiere de
grandes cantidades de aires se utilizan sopladores -
de baja presion, asegurandose que las tomas de --
aire no estén cerca de laboratorios quimicos o de -
chimeneas.




Camaras de Cultivo y de Frueba

Para el cultivo y aclimmatacitn de macro
invertebrados se utilizan tanques circulares de 1 a
3 m de didmetro; los tanques deberan ser lisos y -
carecer de esquinas para evitar que los organismos
se danen. Los tanques cuadrados o rectangulares -
sc utilizados cuando se carece de espacio, ellos -
deberan tener tuberias para introducir y drenar el
agua, en extremos anuestos; las esquinas deberan
se¢ redondeadas y lisas; si se utilizan tanques de
concreto es recomendable el cambio periddico de
agua antes de utilizarlos. Los materiales de cons
triceién que estén en contacto con el agua de dilu—
cidén, no deberan ser porosos para evitar que absor
ban cantidades significantes de agua. -

Las camaras de pruebas utilizadas en -
pruebas estaticas pueden ser botellas de vidrio de -
3.91ts(1galdn)o e 19.6 Its. (5 galones); con larvas se -
utilizan recipientes de 1.0t & de 250 ml.

El tamano de las cAmaras de prueba - -
puede variar de acuerdo con el tamano de los orga-
nismos y/o facilidades. Es recomendable que todos
los recipientes tengan una red o un vidrio como cu-

bierta, para impedir que los organismos de prueba
se salgan del recipiente.

Para todas las pruebas, se debe marcar
un limite del peso de los organismos por litro de -
solucién a prueba. Esto minimiza el consumo de -
oxigeno disuelto, la conversién metabdlica de los —
constituyentes del toxico, la acumulacién de dese- -
chos de productos metabdlicos y el choque inducido
por la sobrepoblacidon; debido a que cualquiera de -
estos efectos pueden alterar significativamente los -
resultados de las pruebas (EPA, 1978).




Limpieza

Debido a que la limpieza presenta un cos
to considerable de tiempo, se debe disenar un equi-
po que permita una limpieza facil y evite el creci--
miento de algas indeseables. Todas las cadmaras -
de pruebha, nuevas o usadas, deberan ser lavadas -
de la siguiente manera:

- Lavar con agua y un detergente apro-—
piado, de preferencia a unza temperatura de 50°C o
méas. El detergente en polvo o liquido deberd ser
completamente sintético (SPARKLEEN o ALCONOX).

- Enjuagar con agua & 50°C o més.

- Enjuagar con acido clorhidrico, dilui—
do al 15%, para remover metales y bases.

- Enjuagar con agua a 50°C o maias.

- Enjuagar con acetona para remover -
compuestos organicos.

- Enjuagar dos veces con agua destilada.

Cuando sea posible, el procedimiento - -
descrito debera ser utilizado para el equipo que ten
ga contacto con el sistema de prueba. Todo el equi
po y recipientes deberan ser enjuagados con el agLE

de dilucién antes de la prueba (EPA, 1978).
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ORGANISMOS DI PRUEBA

Seleccion
La APHA (1976) y EPA (1978) conside- -
ran que los organismos de prueba deben cumplir --

con las siguientes caracteristicas:

a).- Ser una especie sensible, nativa del cuerpo de
agua receptor del t6xico en estudio.

b).- Conocer su distribucion geografica; que sea - -
abundante y de facil colecta durante todo el ano.

c).- Tener conocimiento de métodos de cultivo en -
el laboratorio y de sus requerimientos ambientales.

d).- Que presente buenas condiciones fisiolbgicas, -
gue este libre de paréasitos y con baja mortalidad.

e).- Encontrarse en la e€tapa méas sensible de su ci
clo de vida.

f).- Ser comercialmente importante.

API (1973), elaboraron una lista a nivel

regional de organismos ''importantes', que son po--
tencialmente vulnerables a los efectos del petrdleo -
crudo y mezclas de petro6leo-dispersante. IL.os or--

ganismos especificos fueron seleccionados como in-
dicadores regionales, con propésito de uniformar --
las técnicas de bioensayos y poder comparar los --
resultados con datos base, derivados de pruebas ru
tinarias en el laboratorio. Entre las especies pro-




puestas se encuentra Penaeus duorarum para la re
gibn de la sonda de Campeche (generalidades de esta
especie en el Apéndice 1).

Captura

Para la captura de hembras gravidas se
requiere del conocimiento de las zonas de produccidn,
la época del ano, la hora, los pardmetros ambienta-
les y el tiempo de arrastre. Fuentes et al. (1976)
y Soto (1979), describen las caracteristicas de la —-
pesca del camarédn y la parte més representativa -
del Banco de Campeche, que es el area limitada -
por los 18°45' y 21°25' N y 90°30' W, al norte de
Cd. del Carmen, Campeche, hasta las isobatas de -
21 y 25 braczas.,

El camardn rosado prefiere los suelos -
de cieno y alubién, fondos firmes, con arenas de -
coral que contengan una mezcla de conchas de mo--
luscos, como ha sido demostrado por Springer y --
Bullis (1954), Hildebrand (1954-55) y Gunter (1956).
Hay evidencias de que el desove es més abundante -
durante la primavera, verano y otoilo, segin Ingle -
et al. (1959), Cummings (1961) y Jones et al. (1964),
Generalmente es pescado durante la noche, “pero - -
también puede ser capturado en dfas nublados y --
cuando el agua estd turbia, Hildebrand (1955) y -
Eldred et al. (1961).

El tiempo de remolque de la red depen-
de de la cantidad de peces y fauna acompanante, es
recomendable un arrastre de 10 a 30 min.; una vez
que el producto es colocado sobre cubierta, se debe
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identificar la especie, segun las claves de Pérez -
IFarfante (1970) y se deben seleccionar las hembras

menos golpeadas; este trabajo se hace con la mavor
delicadeza sin apretar demasiado o asentar; los es-
pecimenes no se dafan ya que el tiempo fuera del -
agua es corto. Los tanques o hieleras, de 75l1ts, de
capacidad, en los cuales son colocadas las hembras,
contienen agua de mar filtrada y oxigenada al 100%

de saturacidn; el agua tropical no es necesario que

se mantenga circulando, pero si es recomendable -
un cambio de agua cada 24 h, La temperatura se -
debe mantener constante, en calor extremo se utili-
zan bolsas de plastico con hielo para disminuir la -
temperatura, asi{ las hembras pueden ser transporta
das por mdas de 120 km , manteniéndose tranquilas—,'

con poco consumo de oxigeno y disminuyendo la mor
talidad.

En un volumen de 30 6 40lts.de agua de
mar se colocan un maximo de 10 hembras. lLas -—
que son seleccionadas para transportar al laborato-
rio son las que presentan un mayor grado de desa-
rrollo del ovario, colocando un camardn por hiele—
ra. El desarrollo del ovario fue estudiado por - -
Cummings (1961), los l6bulos del ovario maduro -
son visibles externa y dorsalmente a lo largo del -
abdomen, con una coloracidén gris-obscura.
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Desove y Iclosion,

En el laboratorio, las hembras gravidas
fertilizadas son colocadas en hieleras tapadas, para
evitar la entrada de luz y ruido; el contenido de - -
oxigeno debe ser al 100% de saturacidén o mayor de
5 ppm de O.D.; la temperatura es aumentada 2°C -
cada 3 hrs., hasta alcanzar 27°C que es la tempera
tura que induce al desove. La relacién existente -
entre temperatura y desove, Eldred et al. (1965), -
senala que el aumento de la temper‘a_t‘uf:; parece ser
el factor mas importante.

A la manana siguiente, se deberda reti- -
rar las hembras de las hieleras en las que ocurrié
desove. Para el control cualitativo y cuantitativo-
se toma una muestra de las hieleras y se observa -
al microscopio, el huevo fértil se reconoce por su-
transparencia, viendose primero la moérula y la gés
trula, posteriormente el embrién con movimientos -
rapidos y periddicos; el huevo no fértil es opaco; -
las hieleras con menos del 50% de huevos f{értiles -
son eliminados. A las hieleras con huevos fértiles
se les aumenta 1°C (28°C, temperatura gque induce
la eclosién) y se les coloca un foco en la esquina,
tapando el resto, para atraer los Nauplios méas - -
fuertes a un sitio especifico aprovechando su foto- -
tropismo positivo.

Después de 3 hrs. de la eclosidén, se ob
serva la concentraciéon de Nauplios y se selecciona
la hielera que contenga mayor sobrevivencia (5 x
104 a 1 x 10 Nauplios. Para el cultivo se colec--
tan 2 x 103 Nauplios, por medio de sifoneo y son -
colocados en hieleras conservando una densidad de -
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30 a 50 larvas por litro. A las hieleras se les - -
coloca una lampara de Nedn, encendiéndola a llegar
a la fase Nauplio 1V, donde se inocula Skeletonema

como Alimento.
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Mantenimiento y Mane jo

ILa preparacion del tanque de crecimien-
to incluye un procedimiento especial de limpieza: to
das las superficies del tanque de cultivo y tuberifas
deben ser restregadas con agua y jabén, después de
esto, enjuagar con agua de la llave y desinfectar --
con cloro comercial (Clorox HTH) al 0.5% o forma-
lina 2! 30% (disolucién de aldehido fé6rmico), se ce-
pilla cuidadosamente y se deja remojar por toda la
noche, por la manana son enjuagados con agua de -
la llave y posteriormente se pasa una esponja con -
etanol.

Los tanques de cultivo deben recibir --
agua no contaminada, con una calidad constante y -
en un sistema de f{lujo continuo de por lo menos dos
cambios por dfa; de otro modo, es necesario para -
desinfectar un sistema de recirculacién donde el - -
agua pasa por filtros de carbdn activado o filtros -
de cinco micras para remover metabolitos, y por -
filtros ultravioleta para disminuir el nimero de bac
terias. -

E1l género Panaeus, requiere un. flujo -
minimo de 7.51lts./dfa/g y deseable un mayor a 22
1/dia/g, para asegurar una concentracién de Q.D. -
cerca del 70% de saturacién. El flujo de aire debe
variar segun el estado de la larva como sigue: de -
huevo a protozoea I (muy suave, de 0.5 a 1.0 1t. -
/min); de protozoea I a III (suave, de 1.0lt/min); -
de protozoea III a mysis I (moderado, de 1.0 a 1.5
1/min); de mysis I a postlarva (moderado, de 1.0 a
2.0 1/min). Se debe checar si existe demasiado -
aire o si falta, que no sea aire caliente o con im -




purezas, Yy que no exista demasiada presidén en las
bombas o aceite en las lineas.

La temperatura del agua debe estar en-—
tre 27.5 y 29.0°C (siendo la 6ptima 28.0°C), tem--
peraturas bajo 27°C producen muda irregular y cre
cimiento bajo; temperaturas de 29.5°C 6 méas son -
letales. lL.a salinidad debe ser ajustada a 35%/00, -
una variacién de 6 °/ .o es riesgosa. Il pH debe
estar entre 7.2 y 8.3. Kl N-NHq4 a una concentra-
ci6tn<0.03 mg/l.

Para minimizar la tensiétn de los orga--
nismos, deberan ser manipulados lo menos posible;
cuando el manejo es necesario se deberd hacer con
cuidado y réapido. Para transferir organismos pe--
quefios se utilizan pipetas con bulbos de hule; con -
organismos grandes se utilizan mallas o redes, estas
son disponibles comercialimente o pueden ser hechas
con panos de seda para cernir, red de plancton o un
material similar. J.os organismos que toquen super
ficies secas y los que son darados por cafdas o du-
rante el manejo deberan ser descartados (EPA, --
1978). En el manejo de crustaceos se deben tomar
ciertas precausiones; adultos y larvas son canibales
y atacan facilmente a sus compafieros con exoesque
leto blando, por lo cual se mantienen a juveniles )7—
adultos en tanques individuales.




AGUA DE DILUCION Y TOXICO DE PRUEBA
Abastecimiento de agua

El agua utilizada para el cultivo y como
diluente, debe ser obtenida del cuerpo de agua que-
recibird la substancia en cuestiébn. Si s e encuen--
tra contaminada, la toxicidad del material a prueba
puede ser afectada por la presencia de antagonismo
o de sinergismo. E 1 pH y la salinidad debera ser
favorable para la especie cultivada, con poca turbi-
dez y pocos sdlidos sedimentables. Debido a que -
es problematico mantener y asegurar una salinidad-
6ptima, si es posible obtengase agua de una area -
con salinidad alta y obtenga la salinidad deseada ana
diendo agua dulce o de poca salinidad con una cali-
dad satisfactoria. I ste procedimiento es apropia-
do cuando se requiere de poca cantidad de agua, --
para grandes cantidades utilice sal comercial o agua
de mar artificial. IZ1 uso de agua de mar artificial
es recomendada para una gran variedad de propbsi-
tos: estudios de toxicidad relativa; pruebas de sensi
bilidad relativa; estudios para determinar la influen
cia de varios niveles de salinidad, pH y otros facto
res ambientales (APHA, 1976). B

Guilles l.a Roche et al. (1970), seleccio
nan un medio sintético para la a_El'unatacic’)n, cultivo
y prueba; esto es debido a la variedad en la compo
sicién del agua de mar natural disponible, especial
mente en lo que se refiere al contenido de metales
traza y otros materiales disueltos. Las marcas co
merciales recomendadas por la EPA, (1978), son :
"INSTANT-OCEAN'" y "RILLA SALTS".
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Petrdoleo Crudo

Para los bioensayos con petrdéleo crudo,
es recomendable que todas las muestras lleguen en
recipientes sellados de 100 ml. Para cada tipo de -
crudo, es conveniente, tener 40 recipientes disponi
bles. Para agregar las diferentes cantidades de --
crudo a las camaras de prueba y de mezclado, se -
utilizan pipetas serol6gicas desechables. El peirdo-—
leo que no haya sido utilizado en cada recipiente -
abilerto, debe ser descartado. Iisto esdebido a la -
naturaleza volatil de algunas fracciones del petroéleo.

LLa preparacién de un stock es complica-
da debido al caracter insoluble de algunas fraccio--
nes del petrdleo en el agua. La toxicidad de las -
fracciones solubles del petréleo pueden ser determi
nadas independientemente del producto total. Los -
dos métodos para la preparacién, tanto de la Frac-
ciétn Soluble en Agua (FSA) y de la Dispersitn Pe--
tréleo en Agua (DPA), han sido descritos en detalle
por Anderson et al. (1974): la fracciétn soluble en
agua es la disolucion del petréleo en agua, al ser -
agitadas lentamente por 20 h, mediante un agitador
magnético, obteniéndose la fase acuosa por debajo -
de una capa de petréleo (la proporcién utilizada es
de 9:1 agua de mar petré6leo). La velocidad de agi
tacion debe ser controlada para que el vértice o - -
remolino, no exceda mas del 25% hacia el fondo del
recipiente; se deja reposar por 6 h, antes de que la
fase acuosa sea sinfoneada y utilizada inme diatamen
te, en los experimentos o para anélisis quimico. La
dispersiétn petrdleo en agua, es la solucidn donde -
un volumen conocido de petrdlec ha sido anadido al
agua de mar. La DPA es agitada vigorosamente --
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por 5 min y se deja en reposo por 60 min., para -
permitir la separacién de las fases. Posteriormen
te se introducen los organismos, teniendo cuidado -
que estos no sean cubiertos por la capa superficial
de petrédleo.

Guilles L.a Roche et al. (1970), recomien
dan que inmediatamente después de anadir la sustan
cia a prueba, los recipientes deberan estar herméti
camente cerrados y agitados por 5 min, en un sacu
didor reciproco, con una agitacién aproximada de =
315 335 golpes/min, siendo cada golpe con un reco-
rrido de 0.75 pulgadas. ILa plataforma agitadora -
debera estar adaptada para sostener seis de las --
camaras utilizadas en la prueba. La agitacién y -
exposicion de los organismos deberi ser llevada a
cabo a la misma temperatura.
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Dispersantes

Comercialmente existen disponibles dife-
rentes tipos de dispersantes del petréleo. l.os es-
tudios de estos productos, realizados por Poliakoff,
(1966), indican que la mayoria de estos caen en una
de las seis categorias mayores, basadas en los - -
agentes surfactantes y en los tipos de solventes. Al
gunos de ellos son principalmente solubles en agua
de mar y otros tienen gran afinidad por los deriva-
dos del petrdéleo. Sin hacer caso a esta afinidad, -
se observ6 que una solucidén stock que contenga 10
ml de cualquier dispersante diluidos en 500 ml con
agua de mar, puede ser eficientemente dispersada -
con accibdn manual, por lo cual, alicuotas con pro-—
piedades tbéxicas reproducibles son obtenidas, (1 ml
de la solucibn stock de dispersante-agua de mar - -
en 2 1 de agua de mar = 0.01 ml de dispersante --
por litro), (Guilles La Roche et al.(1970).

Se debe tener cuidado para evitar la pér
dida de las fracciones solubles. Esto incluye el -
uso de muestras recientes y de descartar el disper
sante no utilizado después de cada prueba. Si es -
posible, el dispersante debera ser caracterizado - -
quimicamente. El dispersante es mas soluble que
el petrdleo, sin embargo si las soluciones disper- -
santes-agua de mar se dejan reposar se separan las
fracciones insolubles. Para asegurar una composi-
cidn uniforme, la solucién debera ser mezclada con

tinuamente mientras se toman las allcuotas apropia_
das (API, 1971).
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Emulsidén Peirdleo-Dispersante.

La proporcién de petrdleo-dispersante -
se basa en las instrucciones del fabricante. En ge
neral, las emulsiones de petréleo dispersante son -
probadas en una relacién de 10 partes de petréleo -
por I parte de dispersante, V/V. La concentracién
de petrdleo dispersantes es expresada en partes -
por millon (ppm), en cada solucidén a prueba (API, -
1971). Para probar el efecto de la mezcla, antes
de introducir a los organismos, se afadira primero
el petrdleo y posteriormente cantidades apropiadas -
de la solucién stock de dispersante. Los resulta- -
dos se expresaran en mililitros totales del producto
por litro de solucidén, por ejemplo: cuando se obten
ga una Cl.gg 96 h de 0.506 ml/l, esto corresponde:
ré a 9% dispersante (0.046 ml/l) y 91% de petrédleo
(0.46 ml/1). -




w
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Mezclado y Agitacidn.

Durante la prueba, el mezclado contl - -
nuo produce una excelente dispersidon. El petrdleo
y el dispersante, mezclado de esta forma, se dis--
persa en pequeftos glébbulos que son distribuidos en-
la solucibn a prueba. La emulsidon que no es con-—
tinuamente mezclada tiende a separarse en una par-
te que {lota y se concentra en la superficie, y otra
fraccidn que queda dispersa en la solucidn de prue-
ba.

L.a agitacibn de los recipientes que con -
tienen las distintas concentraciones de petréleo cru-
do y petrdleo-dispersante, es necesaria para obte--
ner soluciones de prueba reproducibles. l.a agita—
ciotn por 5 min, a la velocidad indicada es poco —
méas del intervalo minimo requerido; ya que se ha -
observado que la agitacidén por periodos mas largos,
hasta de 30 min, no afecta los valores obtenidos --
de la CLgg, en 96 h. La velocidad alta, en instru
mentos f{iltradores, incrementa la toxicidad de la —
homogenizaciéon del petréleo crudo y de la mezcla -
petrbleo-dispersante.
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PARAMETROS QUE DEBIERAN CONTROLARSE

Lios bioensayos que no cuentan con un -
sistema de control de las variables sistematicas, -~
presentan problemas al querer determinar los efec-
tos que producen las substancias de prueba y aque-—
llos preducidos por las variaciones de: Temperatura
salinidad; oxfgeno disuelto; pH, alcalinidad y dureza.
Asf como, la sensibilidad relativa de los organis—
mos seleccionados a dichos parametros. Se ha ob-
servado que es tal la influencia que ejercen los pa-
rametros antes mencionados, sobre la toxicidad de
diferentes substancias, tales como, el petrdéleo cru-
do, dispersante y me=zclas de petrdleo-dispersante,
que es necesario controlar y reportar las condicio
nes bajo las cuales fue llevado a cabo el experi- -
mento. 8d6lo de esta forma se lograra la compara-
cibtn efectiva de los resultados obtenidos.




Temperatura

L.a temperatura del agua es un factor
ambiental critico en la vida de los peces y otros
organismos acuaticos. Afecta en un grado conside
rable, la respiracion, crecimiento y reproduccidn
de todas las formas acuaticas, (Huet, 1965). Las
relativamente grandes variaciones en temperatura
diaria y estacional, de los 20 a 28°C, en muchas
zonas suceptibles a accidentes por contaminacién --
con petrdleo, Sverdrup (1942), sugieren la conve- -
niencia de realizar bioensayos con distintas tempera
turas y de relacionar la toxicidad con la estabilidad
del tbxico, asi como con la sensibilidad de los or--
ganismos de prueba.

i

i

H

Estudios con contaminantes diferentes al
petréleo crudo y combinaciones de petrédleo-disper--
sante, indican que la temperatura es una variable -
significante al evaluar la toxicidad. Generalmente,
al descender la temperatura se disminuye la toxici
dad de la substancia de prueba, (Lloyd, 1965); lo -
inverso es verdaderco, para un aumento de la tempe
ratura corresponde a un aumento en mortalidad. - -
AfGn asi, datos preeliminares indican que la influen
cia de la temperatura en la toxicidad de petroéleo 37—
mezclas de petréleo dispersante, no siguen esta re
gla general. Esto puede ser debido al comporta- -
miento del tdxico, ya que a altas temperaturas se -
produce una volatilizaci6tn de las f{racciones tdxicas.
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Salinidad

Los efectos de distintas salinidades deben
ser considerados en bioensayos en donde se utilizan
especies estuarinas, debido a los cambios bruscos -
que se llevan a cabo tanto en estuarios como en la-
gunas costeras. Hay poca informacién acerca del -
efecto de las variaciones de salinidad sobre la toxi-
cidad del petréleo y dispersante. ILa importancia -
de generar dicha informacién es obvia, debido a los
amplios intervalos de salinidad encontrados en me--
dios estuarinos y costas marinas.




Oxigeno Disuelto.

La importancia de este elemento, esencial
para la vida acuéitica, es determinante. La mayoria
de los organismos son muy sensibles a cualquier dis
minucién en la concentracidén de oxIgeno disuelto y:-
mueren por asfixia répidamente. Estudios con téxi
cos diferentes al petrédleo crudo y mezclas de petrg
leo-dispersante, sugieren que niveles bajos de oxige
no disuelto tienen un efecto apreciable en la sobre—
vivencia. lL.a mayorfa de los tbéxicos, ° reducen -
el oxigeno disuelto acelerando la muerte e introdu--
ciendo otras alteraciones, (Burdick, 1966). In bio
ensayos a largo plazo, con contaminantes biodegra:
dables, se produce un aumento en la demanda de --
oxigeno que afecta el metabolismo de los organis- -
mos de prueba.

Hay poca informacién disponible de los -
efectos del oxigeno disuelto en la toxicidad de los -
dispersantes, solos o en combinaci6tn con el petrd -
leo. Las pocas evidencias sugieren que los bajos -
niveles de ox{geno disuelto, asociados con las mez-
clas de petré6leo-agua y petréleo dispersante-agua, -
pueden alterar significativamente la respuesta de los
organismos. Hazel (1969), reporta que la sensibili
dad de los organismos ante tres dispersantes, de- -
crece cuando se les proporciona oxfgeno a una solu
ciébn de prueba carente de él. No se menciona a -
que grado el decremento de toxicidad puede ser atri
buido a la volatilizacitn o al mantenimiento de nive
les altos de oxfgeno disuelto. FEn pruebas simila- -
res, Tagatz (1961), demuestra que una concentra- -
citn de productos del petrdleo es tolerable por sa--
balos juveniles, Alosa sapidissima, a una concentra




cion de 6.0 ppm de oxiIgeno disuelto; pero resulta -
mortal a niveles de 1.9 - 3.2 ppm de oxigeno di- -
suelto,
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pH, Alcalinidad y Dureza.

ILos crustaceos y otros organismos acué
ticos pueden tolerar niveles de pH, Aacidos y alcali-
nos, siempre y cuando sea entre los limites de 5.0
a 9.5, (L.loyd, 1965)., Los valores altos pueden ser
tolerados temporalmente, pero el limite depende de
la especie. Evidencias indirectas de estudios a lar
go plazo, sugieren que con toxicos diferentes al pe-
tr6leo, cualquier variacién amplia de pH o alcalini-
dad, puede tener un efecto apreciable en la determi
naciéon de la toxicidad. Pocas pruebas han sido - -
conducidas para determinar los efectos del pH, al--
calinidad y dureza en los resultados de bioensayos -
con petrdleo y dispersante. En la mayoria de las -
pruebas llevadas a cabo por Perkins (1968), todos -
los dispersantes aplicados disminufan el pld signifi-
cativamente; en todos los casos la depresién se ob-
servd a concentraciones que excedfan las 100 ppm y
es muy posible que los organismos fueran afecta--
dos, tan sdélo, por esta concentracién, los bioensa-
yos conducidos con productos del petrédleo, que pro
ducen una disminucién en el pH, deben de realizar-
se por duplicado, uno de ellos con el pH normal, -
para poder determinar la influencia de este en la -
toxicidad.
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Estabilidad y Volatilidad

I.a estabilidad del petrdleo y del disper
sante, es de gran importancia para los bioensayos?-
En particular el petrédleo crudo varia ampliamente -
en componentes organicos e impurezas inorgénicas,
por ejemplo: azufre y metales traza. La exposicidon
al aire o a procesos de intemperismo, ocasiona una
réapida pérdida de hidrocarburos arométicos con bajo
punto de ebullisién, y por lo general es esta {rac--
ci6tn ligera la que se cree ocasiona o es el princi-—
pal contribuyente de la toxicidad, (Berridge, 1968).
Perkins (1968), concluye que la toxicidad del petré-
leo crudo reside en las terminaciones ligeras que -
no estan presentes en los resfduos; y también atri-
buye un decremento en la toxicidad, en soluciones -
viejas de dispersantes, por una pérdida de solven--
tes. Spooner (1969), reconoce la dificultad de dis-—
tinguir la pérdida de toxicidad ocasionada por evapo
racién o biodegradacitn, que parece ser ocurren -
juntas en condiciones naturales; seflala que si los -
residuos del petrdleo crudo ''Kuwait' se les elevara
la temperatura a 210°C, su composicibébn serfa simi
lar a aquellas muestras de petréleo, que habian Si-
do intemperizadas por 20 h o méas, después del ac-
cidente del "Torrey Canyon''.

Puede mencionarse que: la volatilidad y
estabilidad del petré6leo y dispersante utilizado en -
los bioensayos, pueden tener un efecto significante
y probablemente de primer 6rden en los resultados.
Para estudios comparativos, la edad del petrdleo --
(tiempo transcurrido después de la extraccibédn) tiene
que ser la misma. Soluciones frescas de petréleo,
dispersante y mezclas de petrdleo-dispersante, de--
ben ser preparadas antes de empezar cualquier prue
ba. Debido a que el petrédleo crudo pierde las frac-
ciones ligeras (aproximadamente 20% en 24 h).




46
ANALISIS QUIMICO DE LA SUBSTANCIA A PRUEBA.

Las determinaciones analfticas de la -~
substancia de prueba, ya sea que se trate de com -
puestos individuales o de un grupo de compuestos, -
son esenciales para obtener resultados reproducibles
y significativos, en especial cuando se desea cono—
cer la toxicidad relativa, como es el caso de com-
puestos del petréleo crudo y de los dispersantes; --
esto es debido a que son inestables y complejas, los
cuales pueden sufrir procesos de fotooxidacidn.

Analisis de Hidrocarburos del Petrdleo.

El monitoreo y analisis quimico del pe--
troleo crudo, utilizado en los bioensayos, fue ini- -
cialmente reportado por Anderson et al. (1974), y -
posteriormente por Vaughn (1973); Bean et al.(1974)
Rossi et al.(1976), Rossi y Anderson (1976), Van-—
der horst et al. (1976), Rice et al. (1975) y Rice -
et al. (1976). o

El procedimiento analitico, para la iden

tificacién y cuantificacién, del petrdleo crudo en el
sistema de prueba involucra cuatro pasos basicos:

- Colecta y preservacién de la muestra.

- Extraccion (incluyendo saponificacion de las grasas)
de la materia organica de la matriz celular de los -
organismos, de la matriz inorginica de los sedimen
tos, y de las fracciones disueltas o particuladas en
el agua.

- Separacién de los hidrocarburos del petréleo del -
material lipoide mediante cromatografia.




- Identificacion y cuantilicacidén de los hidrocarburos
del petirdleo.

Colecta y preparacién de la muestra.

Debido a que los hidrocarburos estan - -
presentes tanto en el ambiente como en el laborato-
rio, el programa de muestreo deberd estar disena-
do para obtener muestiras representativas evitando -
contaminantes que se puedan introducir durante la -
colecta; la preservacidn y el almacenamiento de la-
muestra deberan ser adecuados.

I.a muestra de agua debe ser pipeteada -
en el centro de la caAmara de prueba, sin incluir es
puma, nata superficial ni material del fondo o de =
los lados del recipiente. ILa muestra es almacena-
da en recipientes de vidrio con tapas de rosca, la -
parte interna de la tapa debe estar recubierta con -
papel aluminio o de preferencia con teflén.

Todos los recipientes deben ser lavados
con detergente y agua caliente, y posteriormente -
con solventes de alta pureza, primero acetona se- -
guida de hexano, pentano o cloruro de metileno.

Almacenamiento.

Por lo general, si la extracciétn y andli
sis no es inmediato, todos los tipos de muestras —
(agua y organismos) deben ser congelados; esto re-—
duce la pérdida de hidrocarburos por volatilizacién-
y minimiza las modificaciones enzimdaticas. J.a tem
peratura de almacenamiento debe ser -20°C, - -




(ASTM method D-3324).

Extraccién de la materia organica.

Material biol6gico: En los organismos -
los hidrocarburos se encuentran concentrados en la
substancia lipfdica. l.os lipidos y los hidrocarburos
acompanantes son extrafdos del material biolégico -
por uno de los métodos basicos: 1l.- Extraccién con
solventes orginicos en un sistema de reflujo. 2.- -
Una combinacién de digestién alcalina seguida de --
extraccién por un solvente organico. Warner (1976),
utiliza en bioensayos, el método de digestién alcali
na acuosa. -

Agua de Mar: Lios hidrocarburos pueden
estar disueltos en el agua de mar; absorbidos o --
adsorbidos para la materia viva o bien pueden ser -
parte de gotas microscébdpicas suspendidas en la co-
lumna de agua. Los hidrocarburos y los compues-~
tos organicos (no-hidrocarburos) pueden ser extrai-
dos del agua de mar utilizando: cloruro de metileno,
CH9Clg; cloroformo, CHClg; tetracloruro de carbo-~-
no, CCly; pentano, n-CsHgp; eter de petrdleo; o - -
freon; sacudiendo el agua de mar en presencia del -
solvente dentro de un embudo de separacibn.

Separacidn.

El material lipoide de la muestra de -
agua de mar se deberi encontrar en el solvente. El
propdsito de la separaci6n es aislar a los hidrocar
buros del material no-hidrocarburo, para identificar
y cuantificar los componentes individuales. EIl pro_




cedimiento es el mismo para todas las muestras. -
Farrington et al. (1976), dan una bibliografia exten -
sa al respecto. L a columna Cromatografica de --
gel de silicato (SiOg) es utilizada para aislar hidro-
carburos aromaticos y saturados. Una pequefia ca-
pa de aluminio (AlgOg) sobre la columna de silice -
puede ser utilizada para retener los compuestos po-
lares de alto peso molecular. ILa cromatografia 1i
quid: de alta presiéon, es utilizada por Miles et al.
(1975), para analisar hidrocarburos en organismos -
marinos.

l.os hidrocarburos pueden ser separados
utilizando tamices moleculares, de acuerdo a su con
figuracién y tamafio. Un tamiz molecular con un —
diAmetro de poro de 5 Angstrom (A°=10-10 m) re-
tiene a los hidrocarburos de cadena recta y excluye
a los hidrocarburos ramificados y compuestos que -
contienen anillos de cuatro o méas carbones. Un --
poro de 9 A° remueve a las isoparafinas, las nor--
males y a las oleofinas de los hidrocarburos aroméa
ticos. -

Analisis.

Algunos metodos proveen y estiman que
tanto material esta presente en el extracto total -
(gravimétricos), y otros en una porcién del extrac-—
to, con una respuesta fotométrica especifica (espec
trofotometria fluorescente, infrarroja y ultravioleta).

Métodos gravimétricos; en este método -
una alicuota del solvente es evaporada hasta secar -
y el residuo es pesado en una balanza sensible, -
(ASTM Method D-2778). Una balanza electrdnica --
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puede pesar una muestra tan pequena como, 10 g.

Este método da la cantidad total de material extrac
table no wvolatil (parafinas, oleofinas y aromaéaticos -
de peso molecular alto) en cada fraccién después de
pasar por la columna cromatografica. Este método
estd sujeto a errores debido a la posible contamina
cién por polvo, y debido a que los solventes alta- -
mente volatiles no disuelven a todos los compuestos
cuantitativamente. También algunos de los hidrocar
buros con peso molecular bajo (C;5 a Cy5) son tan
volatiles que pueden ser perdidos durante la evapo-
racibtn del solvente. Aun asi, el método es rapido
y no requiere de equipo analftico costoso.

Espectrofotometria Ultravioleta (UV): pue
de ser utilizada para medir los hidrocarburos no sa
turados del petroéleo y para determinar las polioleo-
finas conjugadas e hidrocarburos arométicos.

Espectrofotometria Infra-roja (IR): es -
probablemente la mas utilizada, nos da una medida
del total de hidrocarburos contenidos en el medio, -
mediante el conteo de ciertas uniones de carbono-hi
drdégeno. Tanto la UV como la IR no son especifi—
cas para determinar la presencia de compuestos in
dividuales. -

Espectrofotometria fluorescente: ha sido
utilizada para medir cierto tipo de compuestos; aun
que, muy pocos compuestos de los hidrocarburos de
petréleo fluorescen; y es esta la razén por la cual-
no es ampliamente utilizada, como lo es la IR y la
UV, en analisis rutinarios. Esta técnica es rapida
y sensitiva para checar incidentes de contaminacidn
por petrdleo conocido, o para monitores de bioensa




yos donde el contenido de hidrocarburos aromaéaticos
presentes puede ser establecido.

Cromatografla de gases (CG): es la méas
aplicada debido a que puede separar y cuantificar -
hidrocarburos desde el metano hasta compuestos -
aromaticos de seis anillos.

Cromatografia liquida (CL) y Cromatogra
fia de capa fina (CCI"): puede ser utilizada en apli-
caciones especificas, en especial con compuestos --
que no son propios para la CG (por ejemplo: que no
se volatilizan facilmente).

Espectrofotometria de masas (IEM): es un
metodo utilizado para la identificacién de compuestos
especificos, y es a menudo interfasado con la croma
tografia de gases. -

El procedimiento analitico para la identi
ficacidén y cuantificacion de los hidrocarburos, es -
designado en base a la naturaleza y tipo de muestra,
el equipo disponible y el tipo de informacién requeri
da.

Una discucidn detallada de los métodos -
analfticos utilizados con hidrocarburos del petréleo
es dada por, Clark and Brown (1977); y en el Ma--
nual de CARIPOL para la vigilancia de la contamina
cién por petréleo, (1980). -




Analisis de Dispersantes.

l.a concentracidén de dispersantes en la -
solucidén de prueba es determinada mediante el mé -
todo de azul de metileno; este método depende de -
la formacién de una sal azul cuando el azul de meii
leno reacciona con un surfactante anidnico (LAS,
Alquil Sulfatos y Alquil polietoxil sulfatos). I.a sal
es soluble en cloroformo y la intensidad de color es
proporcional a la concentracién de substancias acti-
vas al azul de metileno "SAAM'. La intensidad es
determinada por lecturas espectrofotométricas a una
longitud de onda de 652 nm. Kste método es aplica
ble en un intervalo de concentraciéon de '"LAS" 0.025
a 100 mg/lt; el volumen de la muestra de agua de-—
pende de la concentraciéon de I.AS esperada.

Concentracion Volumen de la
de LAS muestra
mg/ 1t ml
0.025-0.08 400
0.08 - 0.4 250
0.4 - 2.0 100
2.0 - 10 20
10 - 100 2.0

S1 se requiere de una muestra menor a 100 ml,
diluye a 100 ml con agua destilada; si se utilizan

100 ml o mas se extrae toda la muestra (APHA,
1976).

se
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CALCULQO DIE RESULTADOS

Con los datos obtenidos, se calculara la
"CLgg'' y sus limites de confianza de 95%, con ba-
se en la mortalidad registrada en las distintas con-
centraciones (mg/1l) del toxico aplicado en la solu- -
cibn de prueba.,

Finney (1864, 1971), presenta una gran -
variedad de métodos para calcular la CLgg. ILos -
mas utilizados son: el de interpolacion; el probit; el
logit; el de promedio movil; y el de Litchfield-Wil-
coxon. Si méas del 10% de los organismos testigo -
mueren, ninguno de los métodos previamente men--
cionados podran ser utilizados para calcular los va-
lores de CLSO, y los resultados de las pruebas de
beran ser utilizados con precaucibn al evaluar los -
efectos de la toxicidad.

Para estimar una Cl.5g satisfactoria, los
datos utilizados deberan cumplir ciertos requisitos:
las concentraciones del tdéxico aplicado deberian ser
del 55.5 al 57% del siguiente valor inmediato supe
rior; en pruebas de gran precisién y con fines de -
investigacidn, es descable obtener diferentes porcien
tos de mortalidad a distintas concentraciones, en la
cual, cada valor debe ser del 75% del valor mayor
inmediato, o una serie en la que cada concentracién
sea del 85 al 57% del valor mayor inmediato. En-
pruebas rutinarias, si una concentracidén produce --
letalidad menor al 50% y otra concentracidon produce
una mortalidad mayor al 50%, uno de estos valores
puede ser la CL50 estimada.




Estimacibn de la Cl.cg por Interpolacion.

Il.a CLgg es un valor interpolado, obteni
do entre los porcentajes de organismos que mueren
en dos o mas concentraciones, en las cuales, en --
una se produce una mortalidad menor al 50% y en -
la otra mayor.

La estimacién de Clgg incluye el grafi-
cado de datos en papel de escala semilogaritmica. -
Al construir la grafica, se utiliza el eje '"X'", con
escala aritmética, para el porciento de mortalidad,
y el eje "Y', con escala logaritmica para la concen
tracion de la substancia de prueba; posteriormente,
se traza una linea recta entre los puntos que repre-
sentan concentraciones sucesivas, que son letales -
a mas y a menos del 50% de organismos de prueba;
la concentracibn que e stad relacionada con el 50% -
de no rtalidad en la linea trazada, es el valor de -
CLgp estimado. (APHA, 1976).

Se debe dar mayor consideraciétn a los -
puntos entre 16 y 84% de mortalidad, debido a que
estos representan + 1.0 de probabilidad a la res- -
puesta media. Si existe duda al colocar la linea -
esta es trazada lo mas horizontal posible, debido a
que esto certifica variabilidad en los datos. Si al-
guno de los puntos es un valor incongruente, se uti
liza el siguiente valor, ya sea el superior o el infe
rior. (Fig. 1). -
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Método Abreviado de Litchfield y Wilcoxon.

El método de Litchfield y Wilcoxon, - -
(1949), se ha utilizado para estimar el ajuste de '"la
linea trazada a ojo', su pendiente, y los limites de
confianza de 95% de Cligg. El procedimiento gene-
ral es:

Paso 1.~ Tabular los datos incluyendo: -
L concentracibén del toxico (mg/l); el nimero total
de organismos expuestos a cada concentracién; el -
nimero de organismos afectados; porciento observa-
do de organismos afectados (ver ejemplo). No es ne
cesario enlistar dos 100% o dos 0% de organismos-:
afectados por la concentracién, mavor o menor, del
toxico a prueba.

Paso 2.- Graficar el porciento de orga-—
nismos afectados contra la concentraciébn del téxico,
en papel de probabilidad logaritmica de dos ciclos;
el 0 y el 100% no son graficados; se traza una li- -
nea temporal a través de los puntos particularmente
aquellos en la region del 40 y 60% de organismos -
afectados.

Paso 3.- Ufilizando la linea trazada se -
lee y enlista, para cualquier concentracién, el por-
ciento "esperado'’ de organismos afectados. Utilizan
do el porciento esperado, se calcula con la Tabla¥-
un valor corregido para cada 0 y 100% obtenide en-
la prueba. Debido a que los valores de la tabla son
namero enteros, es necesario obtener valores inter
medios por interpolacién. Los valores corregidos -
se grafican y se observa que tanto ajustan a la 1{--




nea de los datos graficados; si después de graficar
los valores esperados corregidos para el 0 y el - -
100% de afectados, el ajuste no es satisfactorio, se
traza una linea diferente y se obtiene una serie nue
va de valores esperados. -

Paso 4.- Enlistar las diferencias entre -
cada valor observado (o corregido) y el valor espe-
rado correspondiente. Utulizando cada una de las di
ferencias y el valor esperado correspondiente, se -
lee y enlista el valor de '""X2'" en el Nomcnograma -
de Fig. 2 (se traza una linea recta que conecta la -
escala del porciento esperado con la escala de obser
vados menos esperados, el punto de interseccibn -
con la escala de "X2'" indicard el valor de X?%). Se
suman los valores de X2 y el total es multiplicado-
por el nimero promedio de organismos utilizados -~
en la prueba, obteniéndose de esta forma la x2 cal
culada de la linea. -

Los grados de libertad son el nimero de
puntos graficados menos dos, N = K - 2. 5ila X2
calculada es menor a la X“ del nomograma, Para -
N grados de libertad, la linea esta bien ajustada y
entre los datos no hay diferencias significativas; si
la X2 calculada es mayor, los datos son heterogé--
neos y la linea no esti bien ajustada. Si1 se pre--
senta este Gltimo caso, los datos no pueden ser uti
lizados para calcular la Cl.gg. -

Paso 5.- Determinacion de los limites -
de confianza de la Clig,; se lee en la linea ajustada
(Fig. 3), la concentracion de tdxico para el porcien
to de afectados correspondientes al 16, 50 y 84% -




1
jae)

(C Lig, Cligg y CJI.,P4); se cal cula la funcién de la -
N N Ehe . . .
pendiente S, segtin; S = Clgy/Clgg + Clisg/CLysg
2]

De la tabulacitn de los datos, se determina N° que
es definida como: el nimero total de organismos de
prueba afectados en el intervalo del 16 al 84% de -
organismos afectados. Se calcula el exponente - -
(2.77/N") para la pendiente y el factor, fCligg, que
ecs utilizado par establecer los limites de confian-—-
za de la CLgg. fcLsg = s(2.77/N)% fcq, g puede ser
obtenida directamente del nomograma (¥ig. 4), tra-
zando una linea recta apropiada a los valores de --
base y exponente, dando el valor de 'f'".

Calculo de los limites de confianza de la CL50

L.imite superior con 95% de probabilidad

Limite inferior con 95% de probabilidad

= ClsolfcLy,
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Ejemplo

PASO 1 a 4 : Los datos son tabulados y graficados (Fig. 3) y los valores esp2

rados son leidos en la gréfica.

PETROLEO NUMERO NUMERO DE % DE OBSERVA DO
CRUDO DE ORGANISMOS ORGANISMOB %o MENCS

mg/t ORGANISMOS AFECTADOS AFECTADOS ESPERADO ESPERADO x2
3.2 20 0 o .2)b 0.6 0.4 0.003
5.6 20 1 5 3.5 1.5 0.006
10.0 20 11 55 (14.5)3 Valor Absurdo
18.0 20 7 35 38.0 3.0 0. 004
32.0 20 12 60 87.0 7.0 0.024
56,0 20 18 950 87.5 2.5 10..006

100.0 20 20 100 (99)° 97.0 2.0 0.014

total = 0.057

(a) El porciento de organismos afectados por la concentracidn de petréleo crudo
= 10 mg/l, obviamente es un valor absurdo y debe ser omitido cuando se
ajuste la linea segin el Paso. - 2,

(b) Paso.- 3, valor de afectados corregido mediante la Tabla 1.
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Paso 4 (cont.)

Calculo de X2

a.- Promedio de organismos utilizados en K (K=6)
concentraciones.

6

Notece que el dato para 10 mg/l de toxico es un --
valor absurdo y no es utilizado. Por lo tanto, K= 6,
y el total de organismos utilizados es 120,

b.- X2 caleculada = 20 x 0.057 = 1.14
¢.- Grados de libertad, N = K - 2 - 6 -2 =4

.- Por la Tabla 1I, la X? para 4 grados de liber-
tad = 9.49

e.- La X° calculada es menor que la X'2 tabular, -
por lo tanto, se asume que la linea esta bien -
ajustada y los datos son homogéneos.

Paso 5.

a.- Mediante la linea ajustada (I'ig. 3), se determi
na la concentracién de toxico correspondiente al
16, 50 y 84% de organismos afectados (Cl,yg -
CLgg ¥ Cligy). ’
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CLgy = 50 mg/l
CLg, = 23 mg/l

= s
CLgg = 10.5 mg/l

Calculo de la pendiente ''S"

S = 5
()' . ‘)f
g .50/ 23 + 23] 105 _,
3
N’= 40

Calculo del exponente N° y de el factor, f :
CLJSO

* — Ly id — € 2.77 —
- -'\..)4. . - . - .
fCLSO S 77 /| N 2.18 /] 40 1.41
Céalculo de los limites de confianza de CL50
- Limite Superior con 95% de probabilidad
= (CLgq) (fCLr ) = 23 x 1.4 = 32.2 mg/l
$]

50
- Limite Inferior coen 95% de probabilidad

1




Graficado de las curvas de toxicidad.

L.a mayoria de los biocensayos pueden dar
informacidén de la mortalidad antes del tiempo final
seleccionado. Al utilizar las distintas CL.__, obte
nidas de los tiempos de observaci6tn, se coi)lstruye“
una curva de toxicidadygl proposito de la curva de
toxicidad, es dar una vista global del proceso y - -
cuando se detiene la letalidad aguda, que es cuando
la curva se hace asint6tica al eje del tiempo. La
CLgg para un tiempo de exposiciébn que se encuentra
en la parte asintbtica, se conoce como "CLgg Inci-
piente o Vestibulo'.

El vestibulo de letalidad aguda, para la
media de un grupo de organismos, tiene un valor -
tedrico tan importante, como la Cly de algunos --
tiempos arbitrarios.

E1l vestibulo puede ser determinado, para
la mayoria de los macroinvertebrados y peces, an-
tes de las 96 h de exposiciébn. La ausencia de un -
vestibulo, para la letalidad a guda, es de gran inte
rés practico. -
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PARA EL 0% Y 100%

VALORES CORREGIDCS

TABLA I

DE AFECTADGS,

Valor
Esperado

Q
b

3.5

3.2

10
20
30
40

10.3 10.4 10.4 10.4 10. 10.5
89

10.2
89.6

to.1

10.0

O w e
. e e s

Lor]

89.%
91

89.8

83.7

.

89.6
890.4 90.5 90.7 90.8 91.0 91,

89.5 89.6
90.2

90.1

50
60

2

™ O C
(oI +> W o2 ]
1M
DO
[z 0s B o2}
[z R =]
N
[e2 3« 2 <]
(= 28T 0 o
™ iNn o
[/ I o o]
0 M
. .
[N -~
oo
T -]
NN W
[z B o B2 ]
el o 2
[ I
o
(S BT AR 4
[ o
[s2es B <2}
[ B o Iy |
[z B> 2R o]
-0 @
Ll =]
DO
(=R ~N]
oo

VALORES DE X2 (p = 0.05)

TABLA 11

Grados de libertad (N)

TOHOND
W MWD PO~
PO
MM~ T 0D
ot ed ot okt md

~NMTNOOOMC
—~




Loz TIENPO
DE
ZXPOSICION
(n)

!
i
7
100
4
Tog TIENPO |
D% |
] £..20STCTON l
YV I S B (gins) |
) T -_ 2
FA¢) !
i
bo I
20 .
3
i
IO i -
i
4 -
i
!
2 ——
1 s 6 T0 20 29
CLSO rom

CURVA 0€ voxiiDap



Toxicidad Relativa

Cuando se comparan las curvas de toxi-
cidad de diferentes dispersantes probados en las - -
mismas condiciones, se observa que la toxicidad re
lativa no es constante con el tiempo, y las catego—
rias de toxicidad establecidas a diferentes tiempos
difieren significativamente., Un procedimiento estan-
dard es comparar las C'.I;JSO 48 hrs. 6 las CLgg ves
tibulares. La Cl.gg vestibular es aplicada cuando -
se trata de definir la toxicidad del dispersante en -
especies oceanicas, debido a que estas concentracio
nes bajas son las que resultan del uso del dispersa-ﬁ
te en el mar. IIsto no es aplicado con las espe--T
cies litorales, donde es probable la exposicién a --
concentraciones muy altas de dispersante.

La toxicidad relativa de diez dispersan--
tes puede ser calculada utilizando los datos hipotéti
cos de la tabla, obteniendo una categorfa de toxici
dad de acuerdo con un estadio larvario de la espe-—
cie a prueba. E ste orden puede ser comparado -
con otros estadios utilizando el coeficiente de corre

lacién ''r'', donde:
2
62 d
2
n{n“-1)

I‘ =

n = namero de intervalos, y d = diferencia entre --
cualquiera de los intervalos.



DISPERSANTE CL. 48 hs: NAUPLIO PROTOZQEAS MYSIS P-LARVA

Slickgone 2

Slickgone 1
Gam’en (SR
£sgolvene
Polyclens

Cleansol

0.879 0.818

Los valores del coeficiente de correlacién "r' pueden valer de +1 (concor

dancia completa) a -1 (discordancia completa), Gilles LaRoche, (1870}, <
Beynon, y Cowell (1974).
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PROYECTO DI TRABAJO

Con el fin de evaluar la toxicidad relati-
va, sobre los diferentes estadi6s del camarén rosa-
do, Penaeus duorarum duorarum causada por el pe
tr6leo crudo Ixtoc-1 y los distintos tipos de dispe.r:-
santes utilizados en los derrames, se evaluara la -
Concentracién lLetal Media “CLSO” mediante bioensa
yos 2staticos.

L.as cémaras de prueba que se utilizan -
para los organismos adultos son acuarios de vidrio
con las siguientes dimensiones: 60 x 40 x 25 cm; -
los cuales son llenados con la solucidén de prueba a
un volumen de 501lts.Para las etapas juveniles y fa
ses larvarias se utilizan vasos de precipitados de -
1.01t a 250 ml, los cuales son colocados flotando
en los acuarios de vidrio para mantener las tempe
ratura constante. Es recomendable el uso de cé—
maras con agitacién y temperatura constante. Para
organismos con un peso mayor a 0.5 g, la solucidn
de prueba debera tener una altura de 15 a 30 cm. -
l.a relaciéPn de Area superficial con volumen de la -
solucitn de prueba debe ser minima para limitar la
adsorciédn y absorcidn de las paredes del recipiente.

El agua de dilusi6tn utilizada debe ser -
agua de mar f{iltrada y esterilizada, o agua de mar
artificial, con las siguientes caracteristicas f{isico--
quimicas: temperatura 28° + 0.5°C; salinidad - -
35 + 1°/_,; N - NHgs una concentracién < 0.1 ppm;
oxigeno disuelto a una concentracion> 4.0 ppm.
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La aereacién deberda ser evitada siempre
que sea posible debido a que facilita la pérdida de -
las fracciones volatiles. De ser necesaria, se tie-
ne que correr pruebas paralelas, una serie sin ae-—
reacidbn y otra con aereacion mediante pipetas Pas -
teur burbujeando a la misma profundidad en todos -
los recipientes, por 1.0lt.del medio de 1.0 a 2.0
ml/seg; observando asi el efecto causado por los —
distintos niveles de oxigeno disuelto. Los parame -
iros tlsico-quimicos son checados durante los con--
teos de organismos, cualquier anomalfa debe ser —
corregida y registrar en la tabla de datos.

El petrdleo utilizado tiene que ser carac
teristico del 4rea en estudio, este se coloca en re-
cipientes de vidrio ambaw# llenando el espacio rema-
nente con Nitrdgeno purificado y posteriormente se-
llados con papel aluminio. El dispersante puede ser
mantenido en solucién stock (ver preparacion de la
substancia de prueba, pig.33 ),

lLas muestras para el analisis quimico -
son tomadas del centro de la soluciédn de prueba, -
teniendo cuidado de evitar contaminacién con la capa
superficial de petréleo o de incluir material del fon
do o lados del recipiente. lLas muestras son toma-
das diariamente 3y se determina si la concentracién
se mantiene constante en un mismo recipiente y de
un recipiente con su réplica; si no es posible reali-
zar diariamente las determinaciones quimicas, el -
analisis se debe llevar a cabo el iniciar y al termi
nar la prueba, determinando asi los cambios en la
concentracidédn del petrdHleo y del dispersante, (ver -
métodos de andlisis quimico, pag.46 ).




L.a cantidad de organismos expuestos a -
cada solucidtn de prueba serin 20 como minimo. De
bido a que se trata de una especie tropical, el - -
peso promedio de los organismos o carga de las c¢a
maras de prueba no debera exceder de 0.4@/1t. Los
organismos adultos son colectados de los tanques de
cultivo mediante mallas o redes; los Nauplios y
Protozoeas son agrupados mediante luz y son trans-
ladados a las camaras de prueba utilizando pipetas
Pasteur, evitando asf cualquier contaminaciétn y ma
nipulacién. La distribucién de los organismos por
estadio, debe ser al azar.

L.os organismos adultos no deberan ser -
alimentados durante la prueba, los recientemente --
eclosionados o juveniles serin alimentados de la si
guiente forma: Nauplios y Protozoeas se les agra- -
gara el alga Skeletonema costatum, a una concentra
cién final de 102 cl./ml, a las 0 y 24 h de iniciad??
el bioensayo; con Mysis y Postlarvas se agregan 107
nauplios de Artemia salina, al iniciar el bioensayo,
si es necesario a las 72 h de iniciado el bioensayo
agrega la misma cantidad.

El conteo de organismos. en los recipien
tes de prueba, se realiza a trasluz (evitando conta-
minacién y manipulacién) a las siguientes horas: -
3, 6, 12, 24, 32, 48, 56, 64, 72, 80, 88 y 96 h;-
siendo las horas subrayadas las mas importantes -
de observar, anotando en la tabla de mantenimiento
la hora exacta de el conteo y el nimero de larvas -
vivas . El efecto adverso o muerte se considera -
cuando el organismo no tenga ningin movimiento - -
muscular, sin importar que aGn funcione el sistema
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circulatorio y respiratorio.

Pruebas Exploratorias a Corto Plazo.

Con el fin de disminuir el intervalo de -
concentraciones utilizadas en las pruebas definitivas
a corto plazo se realizarén pruebas de 24 h con - -
cinco concentraciones espaciadas.

Con el petréleo crudo la serie de concen
traciones utilizadas, con la fraccién soluble y con -
la disperegién de petréleo en agua, seran: 1, 0, 25.0,
50.0, 75.0 y 100.0 ppm. Esta serie es recomenda
da debido a los resultados obtenidos por Tatem et -
al. (1978), el utilizar petréleo crudo '‘South Louxsxa
na'' y larvas de Penaeus setiferus y Penaeus aztecus,
donde la CLgg fue de 19.8 ppm al utilizar la frac--
ciébn soluble del petrbleo, y de 37.5 ppm con la di§_
persién de petrdleo en agua.

Con el dispersante se utilizara cinco con -
centraciones: 1.0, 2.0, 5.0, 10.0y 20.0 ppm.

Con la emulsién petrbéleo-dispersante, --
las concentraciones utilizadas estardn en una rela--
cion de 10: 1 petrbleo-dispersante. Debido a que -
se supone mas tbxica, las concentraciones propues-
tas son: 5.5, 2.2, 1.1, 0.55 y 0.22 ppm. Estas --
concentraciones expresan el producto total de petré
leo + dispersante (5.5 ppm es igual a 6.0 ppm de -
petrdoleo + 0.5 ppm de dispersante).

Para las pruebas definitivas se considera
la concentracién mas alta dentro de la cual no hayan
muerto organismos o solo unos cuantos, y la concen
tracibn més baja donde haya muerto la mayorfa o -
todos los organismos. Todas las concentraciones -
probadas deben ser determinadas por los métodos -
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de anAlisis quimico de la Pag. 46 .

Pruebas definitivas a Corto Plazo.

La seleccitn de las cinco concentracio--
nes que se utilizaran en estas pruebas dependera -
de los limites obtenidos en las pruebas anteriores.
Cada concentraciéon utilizada serd del 75 al 80% de
su valor inmediato y tendr& tres réplicas. Los bio
ensayos con Nauplios y Protozoeas serin de 48 h.,
con todos los demas estadios seran de 96h. Con -
camarédn adulto los bioensayos s eran estiticos, con
renovacién de la solucién de prueba cada 24 h., en
cambio para los estadios anteriores seran estaticos
sin renovacion.

El célculo de CLg, y analisis de resulta
dos se hard de acuerdo al paquete estadistico de la
pé-g. 56 o




Laboratoric
Dirceeidn

Téuico a prucba

TABLA

DE DATOS

Vetrdleo crudo

COHCENTRACTON RECIPIENTE NUHERO DE ORG. [OXIGENO DISULLTO
Py i _vivos mg /1
e e |- B L2 2006 g 0612120 ] 06 h
1.0 1 10 Y
2hL0 2 10 W
suL,n 3 18 4
THo1 0 10 U
100.0 5 10 h
TLETTHO 6 10 ]
7 10 Yy

Principia

Finaliza

Lstadio
TEMPERATURA SALTN1DAD p i '
___ec o D/’,}D l
06 1772 )06 W o[l 17700 6 12 20 96
2e 35
24 ah
28 3h
28 3%
28 35
28 K}
2 35 J
-1

i
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REPORTE DIE RESULTA DOS

£l experimento debera estar descrito
breve y claramente segliin los siguientes punios:

-I1 nombre del método a prueba utiliza-
do, del investigador y laboratorio, fecha en que fue
conducido.

-Descripcion detallada del téxico (ver --
anexo), incluyendo: fuente, hora y fecha de colecta;
conocimiento de propiedades fisico-quimicas.

-If'uente de agua de dilusién, la hora y -
fecha de su colecta; sus caracteristicas qufmicas; y
descripcion de cualquier pretratamiento.

-Informacién detallada de los organismos
a prueba (ver anexo), la hora y fecha de su colec—~
ta; talla y peso; edad, estadio vital; fuente; enferme
dades observadas, tratamiento. -

-Descripcidn del procedimiento de prue-—
ba; recipientes, incluyendo la profundidad y volumen
de la solucidn; la forma como comenzd la prueba y
namero de organismos por concentracion.

-Lia definicidtn del efecto adverso (muer-
te, inmovilidad, etc.) utilizado en la prueba y un -
resumen de otros sintomas.

-E1 porciento de organismos, en cada --
recipiente a prueba (incluyendo al control), que mue
ren o muestran el efecto utilizado para medir la to
xicidad., -




7
-L.os limites del 95% de confianza y el
método utilizado para calcularlos.

-El método utilizado para todos los ana-
lisis quimicos.
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DISCUSION.

Frente a los problemas de contaminacidn
ambiental, se ha hecho indispensable generar infor-
ma«ién para conocer el comportamiento y distribu-—
cib:i, tanto en la parte bidtica como abiodtica, de --
compuestos tébxicos de origen antropogénico, tal es
2l aso del petréleo crudo y los dispersantes. Se -
han llevado a cabo trabajos de campo para determi
nar los efectos que producen en la estructura de -
las comunidades y sobre la calidad del agua; sin -
embargo, en cuanto a la determinacién de niveles -
que producen efectos letdales o subletales, incluyen-
do a la bicacurmulacién, solamente pueden ser detec
tados mediante pruebas de laboratorio o bioensayos.
De tal forma que en la actualidad ambas tendencias
son complementarias.

L.os bioensayos se consideran como una-
forma de examinar la respuesta, que presentan los
organismos a determinadas substancias o manifesta-
ciones de energfa. Para llevar a cabo una investi-
gacién sobre los efectos téxicos producidos por un -
contaminante deben considerarse: los diferentes bio

ensayos y sus lineamientos; la forma en que debe -

conducirse, la presentacidédn grafica y estadistica de
los datos, asf como, su interpretacién.

La metodologia a seguir en la realiza- -
cibn de los bioensayos estA ampliamente descrita -
en la bibliograffa, (EPA, 1978 y APHA, 1976), en
ella se considera desde la selecciotn del organismo-
de prueba hasta el andlisis de resultados.

El medio marino es el sistema que ha -
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sufrido maéas darios debido a la contaminacidén por pe
tréleo crudo y dispersante. En México en la Son-
da de Campeche, debido a la continua perforaciétn y
explotacidn de yacimientos petroleros, se han incrw
mentado las posibilidades de accidentes (derrames),
y es por ello que, especies comerciales de gran im
portancia econdémica se han visto afectadas; tal es -
el caso del camardn rosado Penaeus dugorarum duo-
rarum, que en esta drea presenta las poblacitones -
mAs densas.

lL.a especie sele cionada para los biocen--
sayos no se espera que represente a varios grupos
taxondbmicos, debido a que en respuesta a una toxi-
na ninguna especie puede representar satisfactoria
mente a un género. Los trabajos de Crapp, (1871)
y Ottway, (1971), muestran la enorme variacién que
se encuentra dentro de un mismo género, por ejem
plo en Littorina. Los mismos argumentos son pre
sentados cuando se trata de escoger especies que <
representen niveles trdéficos o bien distintos meca--
nismos de alimentacién. Los datos sobre una espe
cie nos dicen poco o nada acerca de la respuesta a
un mismo téxico por otra especie, Crapp, (1971), -
sin embargo, nos pueden dar informacién sobre los
mecanismos de reaccién o bien respuestas conduc--
tuales.

Es preferible trabajar con una especie -
cultivada en el laboratorio; debido a que si es --
colectada en el campo, se tienme que pensar en los
factores que gobibernan los sitios de colecta y si -
es posible que todos los organismos pertenezcan a
una misma poblacién, ya que a pesar de tener la -
misma talla pueden variar ampliamente en cuanto -
edad, madurez sexual y estadios. En cuanto al nt_
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merc de orgamsmos dentro de cada camara de prue
ba, existen métodos estandar para calcular el vama
fio de muestra adecuado, Wishart v Sanders, (19557,
En cuanto a peces y algunos invertebrados se ha e¢s
tablecido que 10 6 20 organismos son recomendados,
siendo el paso inicial el calcular la desviacibén es--
tanda:d, y si esta es grande el nmero de organis-
mas puede aumentarse hasta 50 6 100,

Una vez seleccionado el ntmero Sptimo -
de organismos, debemos decidir que organismos se
ran los utilizados. Por ejemplo, en algunos casos
puede existir diferencia en la actividad; quedando --
dentro de una concentracidtn los organismos de cap-
tura dificil y en otra los de captura facil, siendo -
la respuesta a la toxicidad diferente en los dos gru
pos. Para que los resultados tengan una validez es
tadistica es importante distribuir al azar a los orga
nismos, y afin ma4as, su ubicacién en el laboratorio.
En situaciones donde la temperatura, luz y otros fac
tores no son controlados, la colocacibn de las cama
ras pueden alterar significamente los resultados. B

El ntmero de réplicas depende de la cer
teza requerida en los datos (Wishart y Sanders, -
1955), l.as réplicas pueden ser simultaneas o con
un Intervalo de tiempo para estudiar los cambios --
estacionales (Crapp. 1971 y Baker, 1971). Existe -
una vasta informacién que documenta los errcores --
en los que se puede caer cuando no se ha disenado
el experimentio. l.a seleccidn del diseno, debe ser
un compromiso entre lo fedricamente deseable y lo
practicamente posible.

En el desarrollo de la prueba, uwno de --



los principales problemas que se presenta es la - -
aereacitn de las cAmaras de prueba, tantc en los -
experimentos a largo como a corto plaze, Algunos
laboratorios la reportan esencial, Crapp (1971); -
mientras que otros la consideran innecesaria o in--
deseable, Spooner y Corkett, (1974), debido a que

cambia la naturaleza del peirdéleo mediante el incre
mento de evaporacidén de las f[racciones ligeras vola
tiles. In los estudios realizados sin oxigenacion, ~
los datos indican que se presenta una disminucién -
de oxigeno; cuando esto sucede, el oxigeno se puede
convertir en un factor limitante que enmascara los

efectos del contaminante y en algunos casos, aumen
ta la toxicidad. n

I.a aereacitn es un problema sin resol—
ver y no se ha llegado a ninguna conclusion, por lo
tanto, es necesario reportar los niveles de oxigeno
junto con los otros parametros fisico-quimicos que
inducen al ''stress' (temperatura, salinidad, pH, --
etc.).

Los principales problemas con el petrd -
lec crudo son el tratar de mantener una concentra-—
cién constante en las cémaras de prueba, y asi -~
como los niveles de emulsiédn y dispersiéon. l.a -
mezcla del petréleo con el agua de mar esta rela-
cionada con la energia disponible para mezclarlos,
no solo en el momento en que se prepara la dilu- -
sibn, sino también durante su estancia en las cama
ras de prueba. Muchas de las discrepancias exis—
tentes en las pruebas de toxicidad, puede ser expli
cadas por no tomar en cuenta las caracteristicas -
de la adicibn, solucidn, emulsidn, dispersidn, tama

no de particula de la emulsidén y analisis quimico -
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de la substancia de prueba.

El equipo seleccionado para cada labora-
torio presenta serios problemas, ya sea en pruebas
estdticas o de flujo continuo. I.as ventajas de las -
pruebas de flujo continuo son apreciadas cuando se
trabaja con materiales solubles; pero los problemas
con el petrdleo y el dispersante siguen sin resolver
se, siendo los principales: -

- Poca confiabilidad en la solucidn y dis
persidon de la substancia. El material que es utiliza
do para construir el equipo puede absorber la subs -
tancia de prueba (los hidrocarburos, pesticidas, -
etc., son absorbidos por el vidrio, plastico, hule y
silicdn).

- Debido a la absorcidtn de los hidrocar-
buros por el plastico, es posible que se liberen pro
ductos a las camaras de prueba, siendo algunos de
estos sumamente toéxicos.

- ILos cambios de agua, en los equipos -
de flujo continuo no aseguran la homogeneidad de --
la substancia de prueba, debido a los efectos de -
freecién, remolinos y mezclado ineficiente. Si es-
te es el caso, los organismos podran seleccilonar -
las areas del tanque con concentraciones bajas.

En cuanto a la colecta y tratamiento de
datos, Sprague (1969), reporta dos procedimientos .-
En el primero se anota la mortalidad observada en
las distintas concentraciones, a intervalos de tiem-
po fijos (24, 49 y 96 h), y la concentracion letal --
para el 50% de Organismos es interpolada de los d'fi
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tos. En el segundo método, el tiempo en que mue
re cada organismo es anotado y el tiempo que toma
para obtener el 50% de mortalidad es calculado - -
para cada concentracibén.

L.a conveniencia de transformar las con
centraciones a escala probabillstica y el tiempo a -
escala logarftmica, ha sido mostrada por Litchfield
(1949), describiendo, como la estadIstica basica de
la linea puede ser obtenida directamente graficando
los datos en papel con escala probabilfstica y loga-—
ritmica. Siendo la media, X = al tiempo en el que
se obtiene el 50% de mortalidad, y la varianza dada
por la funciétn de la pendiente, S.

Sigue ndo los lineamientos antes mencio-
nados, el esquema de una investigacién para rela- -
cionar las pruebas de toxicidad relativa del petréleo

crudo y dispersante con las predicciones ecolégicas,
seria:

-Un bioensayo a corto plazo con una --
sola especie, para estimar Cligqg-

- Un biocensayo a corto plazo detallado -
con varias especies (dominante, mdés abundante, -—

etc.).

- Bioensayo a largo plazo o crdnico para
evaluar efectos subletales.

-~ Kstudios de campo en diferentes comu
nidades.

- Efecto sobre la composicidon bibtica en




un sisterna acuitico. Cada uno de los puntos antes
mencionados, por s{ solo no puede explicar y descri
bir los efectos que el petrdleo y los distintos tipos
de dispersantes podrian producir sobre la biota.

Las diferentes fuentes de contaminacién
v las distintas comunidades requieren de investiga--
~iones especlificas. Las pruebas de toxicidad aguda
no provorcionan informacién referente a exposicio--
nes continuas de niveles bajos; y las pruebas a lar
go plazo con una sola especie, tampoco nos brin--
dan informacién de los efectos que resultan de la -
competencia interespecifica y de.la interaccibn de -
comunidades.

Los bioensayos estaficos a corto plazo -
son relativamente faciles de conducir y proveen los
medios para clasificar al petréleo crudo y al disper
sante de acuerdo a su toxicidad. Asi mismo estas
pruebas son ftiles para determinar en que concen--
traciones deben aplicarse los contaminantes en las -
pruebas en donde se evaluen efectos subletales. Y
méis importante atn, decidir que tipo de dispersan -
te no representa riesgos en términos de toxicidad,
para el ecosistema en cuestién. Este tipo de infor-
macién es el que se debe dar al gobierno, compa-
fifas petroleras y fabricantes de dispersantes; para
controlar los valores relativos o sin riesgos de los
materiales utilizados al tratar de controlar la -con-—
taminacién por petréleo crudo.
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APENDICE

1.~ GENE RALIDADES DEIL. CAMARON.

Cuando se trabaja con estadlos larvarios
de crustaceos, el método mas practico para la ob—
tencién de larvas es el de colectar hembras de ca-
marédn con 6vulos maduros, induciendo el desove en
el laboratorio. Actualmente existen numerosas - -
publicaciones técnicas del cultivo de camardn, y so
bre todo, métodos especlificos para el cultivo de - -
larvas.

En México, en la unidad experimental --
de Puerto Penasco, se utiliza el método desarrollo
en los laboratorios de Galveston, E.U. por Mock -
y Neal, (1974). Esta técnica depende de una fuente
segura de alga Skeletonema costatum, pudiendo tam
bién utilizarse Tetraselmis. -

IEspecies.,

I.a pesquerfa del camarodn en el Golfo -
de México ha presentado un desarrollo ascendente -
desde su inicio en 1947, actualmente contribuye a -
la produccidn nacional con un 45% del total.

Bajo el nombre genérico de camarétn, -
en el Golfo de México, se conocen al menos siete -
especies, con sus respectivas denominaciones popu-
lares cuya correspondencia cientifica es la siguien -
te:
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Camea 0 rosado Penaeus duorarum Burken-
road T

Camaron café Penacus aztecus lves

Camardn blanco Penacus setiferus lLinnaeus

Camarédn de roca o con- Sicyonia bhrevirostris

chudo Stimpson

Cameardn siete barbas Xiphopenaeus kroyeri
Heller.

Camezrén sintético Trachypenaeus constrictus
Stimpson

Camarodn rojo gigante Humenopenaeus robustus

Smith

IEsta relacidn estd hecha en orden de im
portancia de las especies, de tal forma que las tres
primeras constituyen el sostén econdmico de las pes
querias, por su volumen y su valor. (Pérez Farfan
te, 1970; Allen y Jones, 1974). -

Ciclo de Vida.

IEn general el ciclo de vida del camarédn
es bastante complejo y presenta diferencias de una-
especie a otra: por lo que solo se citaran a los - -
Penaeus del Golfo de México.

Laos camarones adultos se localizan nor-
malmente en el ambienie marino. intre los 6 y 3
meses de edad ya estin en posibilidad de reprodu--
cirse. Para esio el macho adhiere un ''paquete' de
espermatozoides al vientre de la hembra; la copula
cién tiene lugar (como en todos los Penaeus con el
Telico complicado) entre un machoc con exoesqueleto
duro y una hembra con exoesqueleta blando, Eldred




103

(1258). Il.as bhembras preinadas de Penacus duorarum
duorarum, llevan el espermat6foro dentro del recep
taculo seminal, los 6évulos son fecundados al momen
te de ser expulsados canvirtiéndose en huevos es -
ricos de tamano microscodpico. El nimerc de hucve
cillos varia de una especie a otra segtn el tamano
de las hembras; por ejemplo, una hembra de cama-
rén rosade puede desovar un promedio de 2 x 10° -
huevecillos en un desove. l.os huevos permanecen
en el fondo y 12 6 14 hwsdespués, de cada uno eclo-
siona una larva capaz de nadar. Durante los si- -
guientes 15 a 20 dfas, el nuevo organismo pasa por
unos once estadfos larvarios: 5 Nauplios de 0.025 -
mm. (Fig. 5 y 6); 3 Protozoeas de 0.7 a 2.7 mm.
(F'ig. 7); y 3 Mysis de 2.2 a 4.5 mm (Fig. 8). Pos
teriormente, se forma una Postlarva (Fig. 9) que -
entre los 5 y 12 mm sufre modificaciones para dar
lugar a un camarén juvenil de 10 a 15 mm que vi--
ve en el fondo. (Dobkin, 1970).

En todo este tiempo las distintas larvas
son arrastradas por las corrientes desde las dreas
de reproduccién en alta mar hacia la costa. Aqul y
en el interior de las lagunas costeras y desemboca
dura de rfos, el camardn juvenil crece y aumenta -
de peso répidamente, posteriormente emigra mar -
adentro hacia las zonas donde, ya adulto, cierra su
ciclo de vida con una nueva reproduccion. (Itig. 10),

Pérez IFarfante (1869), da una diagnosis
y descripcibn detallada de la subespecie (Penaeus -
duorarum duorarum, presenta: ilustraciones:; su dis
tribucién geografica y batimétrica; las distintas fa -
ses del desarrollo genital en los estadios juveniles
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y el tamano promedio para alcanzar el estadfo sub-
adulto, Revisa y resume detalles de su ecologia, -
ciclo de vida e importancia comercial.

Alimento y Alimentacién.

La alimentacién durante los primeros -
estadiés se hari de acuerdo a la técnica recomen--
daca por Mock, (1974), en estad{os posteriores la -
recomendada por A P H A . (1976).

El namero de células-alga y Artemia -
necesarias para el cultivo o crecimientio de una po-
blacién de camarén, de larvas a postlarvas es la -
siguiente:

Skeletonema.- Protozoea [. desde las pri
meras 36 h hasta las 60 h, mantener un nivel mi--
nimo de 7.5 x 10% cél/m1l; un nivel maximo de 2.5

x 102 cé1/ml; o un nivel normal de 1.5 x 10° cél/
ml.

Artemia,~- Protozea Il hasta Postlarva
IV: mantener un nivel minimo de 1.0 art/ml; un ni
vel méaximo de 3.5 art/ml; o un nivel normal de --
2.5 a 3.0 art/ml; el tamano aproximado de cada --
Artemia debe ser entre 140 y 160 micras.

El cultivo de fitoplancton es la parte di-
ffcil de la operacién, puede ser mantenido, tanto en
cultivo continuo, o cosechado y congelado para ser
usado en una fecha posterior.

L.as algas se dan en la misma concentra
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cién, tanto fresco como congelado; debido a que el
medio de cultivo es toxico para el camardn, debe -
ser removido. las algas pueden ser concentradas -
por centrifugacion.

El camardn juvenil es alimentado con --
pedazos de pescado fresco, almejas o moluscos. La
-comida seca preparada. ha sido utilizada con buenos
resultados, aungue es importante conocer la textura
adecuada, contenido protéico y digestibilidad de es-

tos alimentos, al igual que su estabilidad en el agua.

El uso de conductos de agua cerrados, la recircula
cibn con el removimiento de desechos y la provisién
adecuada de alimento y oxigeno son indispensables -
para el crecimiento de postlarvas y juveniles de ca
maron.

Control de Enfermedades.

Si el conteo de células (Skeletonema) -
ayuda en la alimentacién, el conteo de larvas tiene
un papel importante para alertar al responsable del
cultivo de la presencia de enfermedades. Las enfer
medades en los cultivos pueden ser tan activas que
toda la poblaciétn del tanque puede desaparecer en -
una noche.

Se debe mantener una vigilancia continua
en el cultivo, y cuando aparezca una enfermedad o-
anormalidad, debe ser notada inmediatamente, eva-
luada y tomar la decisién adecuada. Si ocurre el -
ataque de una epizootia (enfermedad masiva produci
da por un patbégeno) deben seguirse los siguientes -
pasos: Determinar que provocéd la infeccién; el gra-



do de infeccion (menos del 5%, no aplicar tratamien
to); en que fase estd la larva; cuil es la salud de - -
la poblacidn en general; y determinar si la infeccién
es una causa secundaria que produce la mortalidad
junto con otro problema mas importante.

El tratamiento que se recomienda si sur
gen problemas con patogenos, es la aplicaciéon de —
VERDE MALAQUITA a una concentracidon de 0,006
ppm contra Vibro, l.agenidium, o protozoarios cilia
dos; y a las 24 h hacer un cambio de agua mayor -
al 50%. Para mayor informacién consultar: Pauley
(1975) y Pérez (1976).

Cuando se desea esterilidad en el culti-- ‘
vo, cheque ésta periodicamente, anadiendo 1 ml de
los cultivos-prueba inoculados a tubos con medios -
para checar esterilidad e incubar en la oscuridad,a
la temperatura de prueba, por dos semanas. Si --
aparece opalescencia en el medio indica la presen--
cia de contaminacion. (APHA, 1976).

\

El medio a prueba es preparado para --
que cada litro eontenga:

Glutamato de Sodio  ----=- 250 mg
Acetato de Sodic  —eeman "
Glicina eeeea
Suecrosa = eeeem e
LLactato de Sodie - -ve-- |
I. y D Alanina  =---=-
Agar Nutriente = ------ 50 mg
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Técnicas para el Conteo de Organismos.

La técnica para el conteo de larvas de -
camardn, de alga Skeletonema, y Artemia salina.
consiste de tres muestras tomadas al centro y a -~
los lados de sus recipientes de crecimiento, me- -
diante un tube de plastico transparente (de diametro
interno 3/8" por 50 c¢m); la muestra debe ser toma
da desde la superficie hasta el fondo, homogenisranr
do la distribuciéon mediante una aereacion vigorosa
antes de muestrear.

Con larvas de camarédn y de Artemia, la
muesira es filtrada por un cedazo (malla de 0.18 -.
mm) y se cuentan itodas las larvas con ayuda de un
microscopio de diseccién y pipetas capilares. Se -
recomiendan dos muestreos diarios (08:00 y 16:00),
en perlodos criticos se debe realizar un tercer - -
muestreo a las 24:00 h. Debido a que las larvas de
camardn estdn mudando de un estadio a otro y sus
habhitos cambian, se debe ser constante en el méto-
do de muestreo, el lugar utilizado y la hora.

Para determinar la concentracion de al-
gas se utiliza una muesira de 90 ml. y es colocada
en un vaso de precipitado de 250 ml, se uniforma -
mediante aereacidén vigorosa y se toma una alicuota
para el conteo con el hemocitometro.
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Fig. 5
e Vista ventral del primer Nauplio de Penaeus Duorgrum (de Dobkin, 1981),

—

Fig. 6

e Vit ventral del quinto Nauplip de Pendens Duorarum (de Dobkin, 1901), el
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Flg. 7

Vista ventra! de la primera Protozocu de Penarus cuorarum. En los apéndices toni-
cicos del lndo izquicido se hun omitide lus setus (de Dobkin, 1961},

"' 9.0 an

7

Fig. B

Vista lateral de la segunda Mysis de Penoeus duorarum (de Dobkin, 1961). -

Q.0 em

Fig. 8

L. Vista lateral de la primera pastlarva de Penacus duorarum (de Dobkin, 1961) o
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CULTIVO LARVARIO
HOJA DE DATOS No. 2

CULTIVO No._ ___ HEMBRA

HTELLERA
FLCHA i FUENTL . NUMEKO B
ESPECIE TEMP DEL AGUA_
LARVA ALGA ALIMNENTO A G U A
FECHA | HORA [[FASE | CONTEO | COLOR | CONTEQ | TIPO | TANJGUE]  "NIVEL TEMP | NHy | pH |S°/,.] OBSERVACIONE!

ALIMENTICIO C PPM
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2o COMPORTAMIENTO DEL PETROLIEO EN K.
AGUA

Introduccidn.

"Weathering'' y 'Fate' son dos términos
que se utilizan para expresar cualitativamente la --
idea de los cambios fisico quimicos que sufren los
hidrocarburos del petréleo derramado en el mar. -
Estos cambios se deben a las propiedades del petfré
leo ¥y a las fuerzas que existen en la naturaleza. El
término "weathering' o "intemperismo' se usa para
describir varios mecanismos de cambio que acttan
en el mar, mientras que ''fate' se refiere a la alti
ma disposicién del petrdleo en el ambiente. B

Antes de discutir estos términos, se pre
sentan algunas de las propiedades fisicas y quimicas

del petrdleo.

QRuimica Orgéanica.

El estudio de la quimica del petréleo -
crudo es esencialmente la quimica de los hidrocar-—
buros puesto que represenfan el 95% o méas del pe -
tréleo. Lios hidrocarburos son compuestos que con-—
tienen unicamente los elementos carbono e hidréoge -
no. La clasificacién y quimica de los hidrocarbu--
ros se basa en la forma de unidon de los atomos de
carbono e hidrdégeno dentro de los compuestos. l.os
Atomos & carbono pueden estar unidos por uno, dos
o tres enlaces.

Un hidrocarburo saturado es un compues
to ere el cual no hay sino enlaces smmples como los
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de la molécula de etano. Un hidrocarburo no-safu-
rado tiene por lo menos un enlace doble o triple, -
El Gnico lugar donde puede ocurrir un enlace doble
o triple es entre dos atomos de carbono, dando el
etbno (etileno) y etino (acetileno).

H I'{ H ,H
| 1 ", e
H---C=—C-~---H Ce==C . H--C=C--H
t : L7 7
! H H
H H
etano eteno (etileno) etino(acetileno)

lL.os hidrocarburos también tienen otras -
formas que se conocen como hidrocarburos ciclicos
y aromaéaticos. Hidrocarburos ciclicos son cadenas
de carbono que forman un anillo que contiene gene-
ralimente 4, 5§ 6 6 adtomos de carbono:

H H
\/
H, _C P
H ~C CNH
H | _H  cIcLOEXANO
H - “Nm
N/
C
/N
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Il.os otros hidrocarburos en forma de - -
anillo en los cuales hay seis carbonos entre los cua
les alternan enlaces dobles y simples, se llaman -
aromaticos.

H
\
C
RN
H -~ C C - H
I " BENCENO
H - C > - H
N
C
!
H

Composicitn Quimica del Petroéleo.

El petroleo crudo varia en cuanto a su -
composicidn, pero consiste principalmente de hidro
carburos y compuestos que adem4s de carbono con-
tiene oxigeno, nitrdgeno, azuire y trazas de meta--
les. Los hidrocarburos del petréleo se agrupan -
en cuatro clases:

Paraiinas (alcanos), que son compuestos
estables y saturados. No tienen sino enlaces sim—
ples que pueden formar cadenas rectas o ramifica—
das. ‘

Naftenos (ciclo parafinas o ciclo alcanos),
estos hidrocarburos estan también saturados, pero -
los extremos de la cadena se unen para formar una
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estructura de anillc., Algunos dtomos de hidrdogeno
se pueden recmplazar por otros elementos coma ni-
trégeno, oxigeno o azufre.

Arométicos, son compuestos cliclicos -
no saturados en cuyos anillos los enlaces dobles - -
alternan con enlaces simples. In estos compues-
tos los hidrbégenos pueden ser reemplazados por - -
otros elementos como en el caso de los naftenos,
por grupos funcionales. Dos o mas moléculas de
benceno se pueden unir para farmar compuesios mul
tianulares como el naftaleno. -

t

2

i

E1l nombre para este grupo de compues-~-
tos aromaéaticos, se debe al hecho de que tienen -~
olor y aroma muy fuerte y caracteristico. lLos ali
faticos saturados de cadenas rectas practicamente -
no tienen olor.

Oleofinas, son compuestos no ciclicos y
no saturados que contienen por lo menos un enlace
doble o triple. Estos pueden formar cadenas rectas
o ramificadas y aunque no estan presentes en peird
leos crudos, si ocurren en los petrdleos refinados
como producto del proceso de ''cracking'. La com
posicién 'promedio' de un barril de petroleo crudo
dividido en las clases de hidrocarburos que se aca-
ban de describir, es la siguiente: Parafinas (alca- -
nos) 30%; Naftenos (cicloalcanos) 50%; aromaticos -
15%; Nitrégeno Azufre y Oxigeno (NSO) 5%.

El mismo barril de petrdleo crudo divi-
dido en sus {raccilones mas grandes con base en el
namero de atomos de carbono presentes en las mo-
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léculas de cada fraccion es:gasoWne (Cs - Cyqg) -~
30%; Keroseno (ClO - C 12) 10%; Aceite Destilado -
Ligero (Light' (Ciy - Cog) 15%; Aceite Destilado --
Pesado "Heavy' (Cyq - Cg4q) 25%; Aceite Residual -
(Cyq) 20%. )

Como se puede obhservar en la Tabla 1,
las fracciones con un punto de ebullicidn méas bajo
tienen menos atomos de carbono y las fracciones -—
con un punto de ebullicién mas alto tienen més 4to-
mos de¢ carbono en la molécula. La tabla muesira
un andlisis méas detallado de petrdleo crudo, la es-—
tructura quimica de sus componentes y sus puntos -
de ebullicién. ILa tabla II muestra un método de --
clasificar al petrdleo crudo de acuerdo a su compo-
sicibn quimica.




FRACCION

ETER DL PETROLEOQ
LIGHT NAPHTHA
GASOLINA

KVROGEN

TUnL O1L

ACEITES LUBRICANTELS
VALELTNA

PAEAUTHAG (CLRAS)
ALQUUTRAN

coqQuLl DI PETROLLO

TABLA T

PRINCTPALES CONSTITUYENTES

COMPOSTCION

(APRO¥THADA)
c, My, - Cg
Co Mgy = Sy
Cy, Hyy - Cq
Cq Hypy = Cqp
Cyog tyy - Cog
Cao Muo = Cas

MAS DE C
MAG DE C
MAD DE c

MAS DE c

DEL

PETROLLEG CRUDO

INTERVALOS DE
oC

20 -
50 -
W0 -
180 -
300 -
SOBRE
COBRE
SOURE
SOBREL

SOBRE

LBULLICION

811
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TABLA 11

PETROLEO CRUDO DE ACUERDO CON SU COMPOSI
CION -CLASIFICACION

Parafinico

Nafténico

Parafinico - Nafténico

Parafinico - Nafténcio - Aromatico
Nafténico - Aromaético

Nafténico - Aromatico - Asfaltico
Aromaéatico ~ Asfaltico *

* Kl término Asfaltico se refiere a alquitranes sé -
lidos con un punto de ebulliciébn muy alto, conte--
nidos en petrbdleos crudos.
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Caracieristicas Pisicas del Petrdleo.

K1l color de los petrdlecos crudos varia -

desde el negro, a través de diferentes matices de -
café y verde, hasta amarillo claro. Pudiendo ser -
nuy pesados y viscoses o claros y volatiles. Las -
i rin iplaes caracteristicas fisicas que se utilizan --
ara especificar un petréleo son su densidad relati-
a, mnsidad AP "American Petroleum Institute''. -
viscusidad, punito de congelacidtn, punto de chispa, -
puntc de nebulosidad.

Densidad relativa: es la razén de las - -

‘ensidades de petrdleo v agua, midiéndose estas a -
la misma temperatura:

g = UPetr' bleo

DA gua

donde S es la densidad relativa; la DD densidad, se
define como masa por unidad de volumen.,

Densidad APL es definida por la siguien
te férmulas
o 141.9
Dens dad APL - -3—~3~~~
P15.6°C

dende Syg go €5 la densidad relativa del petrdleo
a 15.6°C.

Viscosidad: se define como la resisten--
cia de un fluide al flujo,




Viscosidad Absoluta: es la fuerza reque-
rida para mover una superficie plana de un centime
tro cuadrado por encima de oira superficie plana —
de un centimetry cuadrado a una velocidad de u:. - -
centimetro por segundo, cuando las dos superficies
estdn separadas por una capa de ligquido que tiene -
un espesor de un centimetro,

Viscosidad Cineméatica: es la razdn de -
la viscosidad absoluta del petrdleo y su gravedad -—-
especifica a la temperatura a que se determina la -
viscosidad absoluta.

Punto de Congelacibtn: es la temperatura
mas bhaja a la cual el petrdleo fluye.

Punto de Chispa: es la temperatura a --
cual el petrbdleo despide una cantidad suficiente de -
vapores para producir una llama pasajera. Ksta —
caracteristica no se debe confundir con el Punto de
Encender que es la temperatura a la cual el petrd -
leo sigue ardiendo. Tl punto de encender corres--
ponde a una temperatura que es 70°C mas alta que
la del punto de chispa.

Punto de Nebulaci6tn: es la temperatura -
a la cual las parafinas de un petréleo que normal--
mente estidn disueltas se empiezan a cristalizar. -
Al formarse los cristales el petréleo se vuelve nu-
blado.

Contenido de Ceniza: es la caniidad de -
material no combustible en un peirobdleo.




Cada una de estas propiedades describe
v clusifica al petrdleo. Tl sistema mas extensa- -
mente usado para clasificar petrdleo crudo es el de
sefaiar el lugar del cual provienen, por ejemplo, -
si se refiere a un petrédleo como ''Louisiana Laihgt"
(Louisiana Liviano), este petroleo viene de un cam-
po prtrolero del Sur de Louisiana. Las propiedades
fsicas y quimicas de la mayoria de los petrdleos -
cruds s, registrados con su nombre de origen, han
sido catalogados y pueden encontrarse en muchas --
publicaciones.,

Ultirna Disposicion v Comportamiento del Petrdleo
Deriramacdo.

A lo largo de playas y costas de casi -
cualquier area del mundo, se pueden encontrar bo .-
las negras de alquitran y capas de petroédleo espeso
y viscoso. Estos son los productos finales de un --
proceso natural llamado en inglés "weathering'' o in
temperismo. l.as etapas principales en este proce:
so, en su orden de acurrencia, son: esparcimiento,
evaporacion, solucién, emulsificacién, degradaciédn
microbinldégica, hundimiento y nueva subida a la - -
superficie.

Esparcimiento: este procesc ocurre ra--
pidamente en un principio y resulta en la forma- -
cibn de una pelicula cuyo espesor puede variar de -
0.001 mm sobre agua de mar limpia a 1.0 mm so-
bre aguas contaminadas. La velocidad de esparci--
miento depende tanto de las caracteristicas del pe--
tréleo derramado como de las condiciones de vien--
to, corrientes v otres factores ambientales.
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Evaporacién: es el proceso durante ¢l -
cual los compuestos de bajo peso melecular, con
puntos de ebullicién relativamente bajos, sc volaiili
zan y pasan a la atmésfera. La velocidad de este -
proceso es controlado por muchos parametros am- -
bientales como la velocidad del viento, viscosidad -
y composicién del petrdleo, y su presibdn de vapor.
Cuanto mas grande es la razén y extensidédn del es—
parcimiento, tanto mas g rande es la razoéon de eva-
poracidn.

Experimentos simulados de evaporacién
indican que todos los hidrocarburos que contienen —
menos de 15 atomos de carbono en la molécula - -
(punto de ebullicién de 250°C) se volatilizaran de la
superficie del océano en diez dias. l.os hidrocarbu-

ros entre 15 - 25 4tomos de carbono (punto de ebu-
1licién 250 - 400°C) muestran una volatilidad mas -

bien limitada y la fraccibn que hierve sobre 400°C
(Cogg O mas) no muestran casi ninguna volatilidad.

Solucibn: es otro proceso fisico en el --
cual los hidrocarburos de un bajo peso molecular y
algunos de los compuestos polares se pierden del -
petrdleo y pasan al agua debajo de la pelicula; la -
razon de este proceso es controlada por muchos - -
parametros como el tipo de petrdleo, su viscosidad,
las condiciones del viento y del mar, el grado de-
cxidacibtn que ha sufrido el petrélec antes, durante-
y después del derrame, y el tiempo que ha pasado-
después del derrame. Aunque este proceso empie
za inmediatamente, es un proceso a largo plazo ¥y
continua durante el intemperismo debido a qgue la
avtooxidacidn v los procesos bioldgicos de degrada-

£
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.1bn producen continuamente nuevos compuestos po--
lares que se disuelven en el agua. La solubilidad

de las fracciones del petréleo en el agua disminuye
al aumentar el ntmero de Atomos de carbono en la

molécula., I.a tabla muestra el efecto del aumento
de carbono.

Solubilidad de los Hidrocarburos en la
Aguz Destilada

Alcanos Concentraciédn (ppm)

Cy 40

Cg 10

Cr 3

C{.‘; 1

Ci2 0.01

Cap 0.002
Aroméaticos

Cg 1800

Cr 500

Cg 175

Cy 50

Ci4 0.075

C 1 8 0.002

las solubilidades en agua de mar son menores en
un 12 6 30% en comparacién a las del agua destila
da. B
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El efecto de la solucidn es muy semejan
te al que produce la evaporacidn. L.os (':ompuesr.:«_wéﬂ
de cadena corta y de menor ntimero de dtomos de -
carbono en la molécula, son los que mas rapidanen
te se pierden en comparaciéon con las moléculas De -
sadas. Este awnento causard un aumento en la vis-
cosidad, gravedad especffica y otras caracteristicas
el petréleo.

Emulsiétn: es otro factor que ayuda la —
dispersion del petrbleo, la emulsién es el proceso
en el cual un liquido se dispersa en otro liquido - -
en forma de gotas microscoOpicas. La emulsiéon pue
de ser agua dispersada en petréleo, llamada emul—
sibn agua en petréleo, o petrédleo dispersado en --
agua, llamada emulsi6bn petréleo en agua. Las - -
emulsiones petrdleo en agua se pueden dispersar --
muy facilmente por corrientes y condiciones turbu-—
lentas en la superficie del mar. lLas emulsiones -
agua en aceite se pueden formar, particularmente -
de petréleos crudos asfalticos. Estas emulsiones --
toman la forma de trozos semisdlidos a los cuales
se les llama '"mousse de chocolate'. Se ha sugeri
do que estos trozos pueden haber sido el origen del
alquitran en playas ''beach tar' y pelotas de alqui--
tran., La razéotn de que se formen las emulsiones -
agua en petrbdleo depende de la naturaleza del petrd
leo. En experimentios, algunos petroédleos crudos -
han incorporado agua correspondiente al 50% por --
volumen en 2 a 4 hrs., mientras que otros petr6- -
leos necesitan de 7 a 8 dias para incorporar la mis
ma cantidad de agua. E1 destino final "fate'" de =
las emulsiones petrdleo en agua depende de su solu
bilidad en el agua, de su asociacidtn con particulas
de materia suspendida y a la degradacion microbio-
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IFotooxidacion: es una reaccidon catalizada
por la luz solar en la cual ciertos hidrocarburos -
reaccionan con el oxfgeno de la atmésfera para f{or
mar var ios derivados de hidrocarburos que contie--
ien oxfgeno. Istos derivados son casi en su total i
dad compuestos polares, lo que quiere decir que son
muchoe mas solubles en agua. l.os rayos ultraviole
ta de la luz solar son la fuente principal de la ener
gla de auto-oxidacién. [.a fotélisis tedricamente po
dria eliminar el petrdleo de la superficie del aguat
en una semana.

Degradacidn Microbiana: es un proceso -
complejo, en el cual ciertas bacterias, actinomice-
tos, hongos filamentosos y levaduras utilizan a los
hidrocarburos oxidandolos. Hay dos tipos principales
de oxidacidn microbiana; Primero cuando el oxigeno
se encuentra en el agua, los aeredbicos oxidan a -
los hidrocarburos. n la superficie hay suficiente
oxfgeno para causar la maxima degradacién biolégi-
ca. Cuando la degradacion se lleva a cabo a cierta
profundidad o en ol fondo. la baja concentraciétn de
oxigeno limita el proceso aerdbico, predominando -
el segundo mdétodo de desradacidn, el anaerédbico, -
en ei cual se .iilizan a los compuestos nitrogenados
y sulfurosos. Iste tipe es bastante comin en sedi-
mentos de bahias donde hay poca mezcla del agua -
del fondo con la de la superficie. El resultado de
la degradacién microbioldgica es convertir bhiolbdgica
mente, los hidrocarburos en una masa micrébica.

Los procesos (inales de hundimiento y -
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nueva salida a la superficie, son el resultadce de la
combinacién de los oiros procesos del intemperis- -
mo. La evaporacion, solucidon y oxidacion tienden -
a eliminar las [racciones ligeras y menos viscosas,
lo que resulta en un resfduo denso. Al aumentar -
la densidad del residuo éste finalmente se hunde y -
se asienta en el fondo. Ilin 4reas donde el segimen
to se encuentra en suspencidn por escurrimiento de”
tierra o la accidn de olas, el petrdleo cubre a ve-—
ces estas particulas suspendidas. Iste material cu
bierto con petrdleo es mas pesado que el agua y .
se precipita al fondo. 1 n el fondo, la oxidacion -
aerdbica o anaerdbica empieza. Si la densidad del
resfiduo en el fondo disminuye lo suficiente por la -
degradacion, el residuo puede volverse menos den--
so que el agua y subir a la superficie. El ciclo de
hundimiento y subida a la superficie puede continuar

hasta que el petrdoleo haya sido completamente degra

dado o haya llegado a una costa. (Rice y Hann, -~
1978).

Metabolismo.

La presencia de hidrocarburos no biogé-
nicos en los tejidos de organismos como peces, - -
crustaceos y moluscos, los enfrenta a problemas fi
siolégicos. Las enzimas metabolicas responsables
de la oxidaciétn de compuestos extranos son conoci-
das como oxidasas de funciones mixtas (OIFM) que
han sido descritas en vitro en algunos mamiferos, -
insectos, invertebrados de agua dulce y en peces -
marinos y de agua dulce. I.os productos oxidados
por las OFM, son mas polares que el sustrato lipi
dico en que se encuentran y pueden ser eliminados




ael cuerpo por difusibn a través de las membranas
en conjugaciém con compuestos del citoplasma, para
ser excretados, (Burns, 1976).

ll.a degradacidon de hidrocarburos satura-
dos ~s conocida en relacidn con el metabolismo de
08 aclidos grasos en algunos inveritebrados y peces
(Blumer y Thomas, 1965; l.ee et al. 1972; Vazquez
1974 Varringron. 1078). T

En algunos peces o invertebrados se han
detectado vias metab6blicas para la oxidacién de cier
tos idrocarburos aromaticos gue involucran la enzi
ma &ril-hidrocarburo-hidroxilasa, formada en los -
microsomas de las células del higado de vertebra--
dos . en Organos homdéiogos de invertebrados (hepa
topar creas) (e et al.. 1972; Malins, 1977). ~
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3. - DISPERSANTES.

En derrames de petrdleo crudo ¢s comin
el uso de dispersantes, los cuales generalmente os-
tAn compuestos por un suriactante mezclado con un
solvente (constituido por hidrocarburos) y algunas -
veces con estabilizadores.

Bl "BPloo2". fue uno de los primeros -
dispersantes que aparecid en-el mercado, esta com
puesto de un 129% de alquifenol etoxilado, disuelto =
en un solvente compuesto por hidrocarburos aroméa-
ticos (60 6 70%), mas 3% del dcido graso etanolami
da como estabilizador. Aunque la mayoria de los -
dispersantes registrados presentan un solvente cons
tituido por hidrocarburos, algunos otros solo contie
nen uno con gran solubilidad en agua como es el -
alcohol isopropilico; el "Dispersol OS" es un ejem-
plo de este tipo, en el cual el 10% de compuestos -
no-ibnicos polioxietilenados estan disueltos en el -
isopropanol.

l.os surfactantes tienen la cualidad de --
modificar la tensiétn superficial de los liquidos en -
los cuales se disuelven y como consecuencia, la ten
sidn interfacial enire el disolvente del tensocactivo y
el material suspendido. ILa modificacidén en la ten-
sibn superficial e interfacial, es la que produce los
fendbmenos de: humectacion (el esparcimiento de --
agua sobre la superficie sélida); emulsificacién (la
penetracién de la fase en otro liquido no soluble en
agua); suspencién (el englobamiento de particulas sé
lidas por una capa de moléculas orientadas); y de--
tergencia (como resultado conjunto de los fendmenos
anteriores).




130

Las moléculas de los productos tensoac-
tivos pueden disociarse en el agua, denomindndose -
ibnicos, y pueden ser no disociables denominandose
surfactantes no-ibnicos. Los surfactantes iénicos -
estan constituidos por una parte organica de alto --
peso equivalente y una inorgénica u orgdanica de ba-
jo reso equivalente, que al disociarse se separan -
produciendo radicales con diferentes carga eléctrica.
Cuando la carga del radical orgdnico de alto peso -
equ .clente, que es la parte hidrofbébica de la molé
cula, es negativa, el compuesto se denomina "ani6 -~
nice'' y cuando es positiva ''catiénico'.

Surfactantes Anidnicos: constituyen un --
grupo ampliamente utilizado en los detergentes do--
mésticos. Los dispersantes inicialmente contenian
alquil tencen sulfonato, en la actualidad los mas uti
lizados contienen en diferentes porcentaje los siguien
tes compuestos: -

R - O - SO3 X Alquil Sulfatos

R - C6H4“803 X Alquil Aril Sulfonatos

En donde R representa un radical alquili
co y X un neutralizante alcalino. El anién es el --
surfactante.

Surfactantes Catibénicos: el catidn es el -
surfactante y estd basado en alquilaminas y estruc
turas piridin. No son utilizados en los dispersan--

tes debido a que presentan menor actividad superfi-
cial.

Superfactantes No-lénicos: los méas utili-




zados como dispersantes son los obtenidos por con-
densacién de cadenas largas de alquil alcoholes y -
alquil fenoles con 6xido de etileno.

El 6xido de etileno es un compuesto pe-—
troquimico, de férmula Cy H,O altamente reactivo, -
que se combina en condiciones especiales con los -
compuestos que disponen de hidroxilos activos como
los alquil fenoles, los alcoholes grasos y los 4cidos
grasos para formar amplias series de productos, -
cuyas propiedades varfan de acuerdo al compuesto -
inicial y al nimero de moles de 6xido de etileno --
que se combinan con él, para producir alcoholes po
lieterificados con férmula: -

R-O»CH2 —CH2 -0 -CH',2 -CH, -O ... CE12 -CHy - OH

Compuestos Polioxietilenados.

En donde R es un radical alquil fenol, alcohol
graso, 4cido graso, etc. Considerando como parte
hidrof6bica de la molécula el radical inicial, y - -
como hidrofilica a la cadena formada por el 6xido -
de etileno. Debido a la presencia de ambos grupos
en la molécula del sufractante, este se orienta en -
la interfase de petrdleo-agua con el grupo lipofflico
hacia el petr6leo y el hidrofflico hacia el agua, pro
duciendo gotas de petrdleo cuando se mezclan. -

LLos dispersantes pueden emplear un sol-
vente miscible en agua con un surfactante compati—
ble con ella, o un solvente compuesto de hidrocarbu

ros con un surfactante compatible con el petréleo. -
En el primer caso, se producen pequenas gotas de-




petrdleo cuando el contacto es maximo y existe ener
gia mezcladora. En el segundo caso, para una dis
percibtn activa el material necesita ser esparcido $1in
diluir sobre la capa de petrdédleo, y la funcidtn del -
solvente es facilitar la distribucién del surfactante;

si este es previamente mezclado con el agua, se -
forma una dispersion solvente en agua y es dificil -
que el surfactante se transfiera de esta localizacion,
termodindmicamente estable, a la interfase de petrd
leo en agua. B

lLa prevencion de coalescencia de las go
tas de petrdleo o sea, la estabilidad de la emulsiébn
del petrdleo en agua e s debida al balance entre las
caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas, y a la re-
sistencia de primera a la remocidon de la molécula-
surfactante de la gota de petrbdleo dispersa en el --
agua. Iste efecto de estabilidad puede ayudar a mi
nimizar la adhesiéon de gotas de petrdleo dispersas
a superficies, mienfras que el aumento de la inter-
fase petréleo agua incrementa la velocidad de degra
dacibn del petrédleo. -

La reiacion de estructura quimica y toxi
cidad de los dispersantes con surfactantes basados -
en la condensacidon de Oxido de etileno, ha sido atri
buida al grado de polimerizacién. La toxicidad in—
trinseca es atribuida al radical alquil fenol y a la -
accién diluente de la cadena polioxietilenada, entre-
madas larga es la cadena menor es la toxicidad,

Al examinar la toxicidad relacionada con
el solvente, se ha observado que las concentracio-
nes de¢ las que se obtiene un efecto letal medio son:




"BP 1002" 6 ppm (constituido por hidrocarburos -
aromaticos en un 60 6 70%); "BP 1100" 3300 ppm,
esto se debe al tipo de solvente no aromético; "Co-
rexit y Dispersol' 3300 ppm, estin basados en hi- -
drocarburos aliffticos o en vehiculos miiscibles en
agua como el alcohol isopropilico. Dodd, (1974).
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