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RESUMEN

Se realizaron pruebas ecotoxicolégicas para determinar los efectos del petrdleo crudo, petroleo Diesel 2 y
kerosene sobre el crecimiento poblacional deladiatomea Chaetocerosgracilis. Se determind laconcentracion
efectiva media (CE50%) a un tiempo de exposicion de 96 horas, siendo mas téxica la solucién con petrdleo
Diesel 2 (90 mg.L 1), seguidade la solucion con kerosene (98 mg.L ) y lasolucion con petréleo crudo (867.5
mg.L ). Ademés, se evalud |os efectos ocasionados en la tasa intrinseca del crecimiento poblacional y en la
tasa de division de la especie expuesta a | os diferentes compuestos organi cos.

Palabras claves: Pruebas ecotoxicoldgicas, hidrocarburos de petréleo, Chaetoceros gracilis.
SUMMARY

Ecotoxicological tests were carried out to determine the effects of crude oil, Diesel 2 il and kerosene on the
population growth of the diatom Chaetoceros gracilis. The mean effective concentration (CE50%) at an
exposuretime of 96 hourswasdetermined. The solutionwith Diesel 2 oil wasmoretoxic (90 mg.L %), followed
by the solution with kerosene (98 mg.L ) and the solution with crude oil (867.5 mg.L -%). In addition, the effects
of the different organic compounds on the intrinsic population growth rate and division rate of Ch. gracilis

were assessed.
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INTRODUCCION

Unade lasfuentes mésimportantes de contaminacion
marinaen el Pert son los hidrocarburos de petréleo
y sus derivados, especiamente durante el cabotgje.
En 1990, se derramaron 14000 barriles de kerosene
y 438 barriles de petr6leo en 1995 (Sanchez y Orozco,
1997). Otros registros que datan de 1995 a 2001
sobre derrames de petréleo en nuestro mar fueron
publicados por Vizcarra (2002).

El primer impacto a producirse un derrame de
hidrocarburo ocurre con el fitoplancton, debido aque
los hidrocarburosforman unacapaimpermeable que

obstaculiza el paso de laluz solar, fuente necesaria
pararealizar €l proceso fotosintético. Lasmicroalgas
unicelulares cumplen un rol esencial en el normal
funcionamiento de |os ecosi stemas marinos, ya que
como productores primarios, son el primer eslabén
de la cadena alimentaria, oxigenando el aguay
participando en los ciclos biogeoquimicos de
sustancias organicas e inorganicas. Conocer los
efectos ecotoxicol 6gi cos de | os contaminantes detipo
organico através de datos obtenidos en las pruebas
de toxicidad usando especies sensibles, ayudara a
predecir |os posibles efectos sobrelas poblaciones y
comunidades algales.
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En el Pery, existen pocos estudios acerca del efecto
de los hidrocarburos sobre los organismos marinos
nativos (Ibafiez y Huanes, 1999 y Alayo, 2000). En
el presentetrabajo, se eligié como organismo prueba
la diatomea Chateoceros gracilis por ser de fécil
manejo en laboratorio, tamafio pequefio, y ciclo de
vida corto, caracteristicas que son ventajosas para
la conduccioén de pruebas ecotoxicolOgicas. Esta
especie yahasido usada como organismo pruebaen
otros estudios ecotoxicoldgicos (Vera et al. 2001,
Alayo et al. 2004).

Chaetoceros gracilis es unaespecie queformaparte
de la flora fitoplanctonica del mar peruano (Ochoa
et al. 1999), y los efectos ecotoxicologicos de las
concentraciones de hidrocarburos presentes en las
aguas marinas, son transmitidos a niveles troficos
superiores.

Por tales motivos, se planted como objetivo de la
presente investigacion evaluar los efectos
ecotoxicolégicos de los hidrocarburos de petréleo
(petréleo crudo, el petréleo Diesel y el kerosene)
sobre el crecimiento poblacional de la diatomea
Chaetoceros gracilis y determinar la concentracion
efectiva media (CE50%).

ANTECEDENTES

Losderramesde petréleo anivel mundia son untema
cotidiano, el reporte més antiguo causado por el
hombre fue en 1907, pero el masfamoso fueen 1967
en Torrey Canyon con 117000 tonel adas de petréleo
crudo vertidos en Kuwait. En 1979, en el Golfo de
Meéxico se derramaron 700 millones de litros de
petrdleo; en 1983 otro accidente ocurrid en las costas
de la Ciudad del Cabo; en Sudéfrica se derramaron
300 millonesdelitros; y en Alaskase derramaron 41
millones delitros de petréleo, entre otros. Cada afio
sevierten aproximadamente 6 millones de toneladas
de petréleo a mar (Neff 1987).

Se calcula que el mar recibe cinco millones de Tm
de crudo cada afio y de este tanto solo el 10% son
inherentes atanques accidentados, el resto sevincula
afuentes menos publicitadasy diferenciables por su
procedenciacomo por g emplo: residuos municipales
e industriales, desechos de refinerias, escapes
fortuitos por rotura de tuberias submarinas (cargay
decarga), fallas en ensamblaje, lavado y
mantenimiento descuidados de sentinas y sala de
méquinas,etc. (Vizcarra, 2002).

En la explotacion del petréleo se derrama cerca de
la mitad en el area de perforacion, lo que implica
grandes pérdidas y contaminacion del aire, agua 'y
suelo. Lamaneratradicional de extraer o recuperar
el petréleo es mediante bombeo con agua lo cual
representa una pérdida considerable de agua.
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Los efectos del petréleo sobre los ecosistemas
marinos dependen de factores como: tipo de petréleo
(crudo o refinado), cantidad, distancia del sitio
contaminado ala playa, épocadel afio, condiciones
atmosféricas, temperatura media del agua y
corrientes oceanicas.

En el Perq, existen 39 lotes con contratos vigentes
para operaciones petroleras, de las cuales 8 se
encuentran distribuidas en la zona norte del mar
peruano, abarcando los departamentos de Tumbes,
Piura, Lambayeque, La Libertad y Ancash con las
siguientes cuencas: Cuenca Progreso, Cuenca
Lancones, Cuenca Talara, Cuenca Sechura, Cuenca
Salaverry. Losotros|otes se encuentran distribuidos
al interior del pais. También se encuentran 6 plantas
derefinamiento: Talara(Piura), LaPampilla(Lima),
Conchan (Lima), El Milagro (Amazonas), Pucallpa
(Ucayali) e Iquitos (Loreto), asi como también 4
plantas de fraccionamiento: Pluspetrol (Ica), Parifia
y EEPSA (Piura) y Aguaytia (Ucayali). Enlacosta
peruanaexisten 18 plantas de abastecimiento: Talara,
Piura, Chiclayo (Eten), Trujillo (Salaverry), Chimbote,
Supe, Lima (9 plantas), Pisco, Mollendo e Ilo
(Ministerio de Energiay Minas 2006).

El Instituto del Mar del Perti (IMARPE) harealizado
diversas evaluaciones de hidrocarburos de petréleo
en las zonas de Paita, Talara, Baydvar, Chimbote,
Supe-Paramonga, Callao y Paracas encontrandose
en muchos casos altas concentraciones de
hidrocarburos en €l mar (Guzméan, 1995; Jacinto et.
al., 1996a; 1996b; 1997; 1998; Guzmén et al., 1997
y Cabelloet al., 1 999).

MATERIAL Y METODOS

Material biologico

La diatomea Chaetoceros gracilis se obtuvo del
Cepario del Laboratorio de la Linea de
Investigaciones en Ecotoxicologia Acuética del
IMARPE. Esta alga es usada habitualmente como
alimento de organismosreproductoresde bivalvosy
crustéceos en laboratorio, cuyaslarvas se utilizan en
las diferentes pruebas ecotoxicol égicas.

Cultivo de la microalga

Las cepas de Ch. gracilis se mantuvieron en fase
liguida en un medio Guillard «f/2» modificado
(Guillard, 1975 en Gonzalez et al., 1995). La
composicion del medio decultivo utilizado sepresenta
enlaTabla 1.

Pruebas ecotoxicol égicas

La metodologia usada para la obtencion de las
soluciones mezclade hidrocarburos (petréleo crudo,
Diesel 2 y kerosene) y agua de mar, fue tomada de
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D’Croz et al. (1988). De dos pruebas preliminares
se obtuvieron los siguientes rangos de diluciones:
solucién con petréleo crudo de 420 a 2500 mg.L 2,
solucién con petroleo Diesel 2 de67a400 mg.L1y
solucién con kerosene entre 9 a 640 mg.L . La
prueba fue de tipo estatico, es decir, las
concentraciones fueron afiadidas al medio por Unica
vez al inicio de laprueba.

Después de preparar las solucionesde hidrocarburos
y agua de mar, se distribuyeron en matraces de 250
mL hasta 150 mL y se inocularon 10 mL de
microalgas paralograr unadensidad inicial promedio
de 30000 cél.mL 1, éstadensidad correspondeal final
de la fase de exponencial. Las muestras de
microal gas parael conteo, se colectaron envialesde
5mL, a inicioy cada 24 horas, durante 96 horas. Se
colectaron las muestras tanto de | os controles como
de las diferentes concentraciones de hidrocarburo y
derivados. Se gjecutaron los conteos celulares dentro
delas 24 horas, utilizando una cAmara de Neubauer.
Las pruebas se realizaron en un ambiente con aire
acondicionado a una temperatura de 20°C + 1 °C.
Un resumen de las condiciones de la prueba
ecotoxicol 6gica se presentaen la Tabla 2.

Andlisis de datos

El disefio experimental en las tres pruebas,
comprendié 7 tratamientos (6 concentraciones + 1
control) y 2 repeticiones por cada tratamiento. La
relacién dosi s-respuestase obtuvo apartir delosdatos
de concentracion como variable independiente y
porcentaje de inhibicién como variable dependiente.
El porcentajedeinhibicion del crecimiento poblacional
fue calculado usando la siguiente formula (Joubert,
1980):

| =100 (1— Ne]
Nc

Donde:

| = Inhibicion del crecimiento poblacional (%)

Ne = Densidad celular expuestaal tdxico (cél.mL™?)
Nc = Densidad celular del control (cél.mL?)

Con los datos de inhibicién se determiné la
concentracion efectivamedia (CE50%) utilizando el
programa computacional PROBIT (Weber, 1993),
que calcula la concentraciéon de hidrocarburo que
determinaunainhibicion del crecimiento poblacional
del 50 %.

Adicionalmente, se estimo la tasa intrinseca de
crecimiento poblaciona exponencia, usando losdatos
del control mediantelasiguienteférmula(Rabinovich,
1978):

o
In| —=
_ Ntl
- (tZ_tl)

Donde:

r = Tasaintrinsecade crecimiento poblaciona (dia?)
Nt1 = Densidad celular en diatl (cél.mL?)

Nt2 = Densidad celular en diat2 (cél.mL?)

Latasade division por dia se calcul6 através de la
formula
D=1UT

Donde:
D = Tasadedivision (div.dia?)
T =Tiempo dedivisién (dias)

RESULTADOS

Petrdleo crudo

A partir delas concentracionesde 1225, 1750y 2500
mg.L? se observa unainhibicién en el crecimiento
poblacional dentro de las 24 horas de exposicion de
67 %, 70 %y 92 %, respectivamente, recuperdndose
al tercer dia de exposicion, siendo afectada la tasa
de division por diaen més del 50 % con respecto al
control (Fig. 1).

Latasaintrinsecadel crecimiento poblacional (r) para
el control fue de 1.001 dia™ mientras que para las
células expuestas al petréleo crudo estuvo entre 0.75
a0.89 dia?. Latasade division por dia (D) para el
control fue de 1.45 div.dia?, mientras que para las
poblaciones expuestas al petrdleo estuvo en rango
de 1.08 a 1.28 div.dia® (Tab. 3). Se obtuvo una
CE50% de 867.5 mg.L 1 (Fig. 2).

Petro6leo Diesel

Concentraciones de petroleo Diesel mayoresde 196,
280 y 400 mg.L* inhibieron e crecimiento de la
poblacién expuesta en 97 %, 100 % y 100 %,
respectivamente, dentro delas 24 horas de exposicion,
no se observo recuperacion celular (Fig. 3).
Latasaintrinsecadel crecimiento poblacional (r) para
el control fue de 0.84 dia* mientras que para las
poblaciones expuestas a diferentes concentraciones
del petroleo Diesel estuvo entre 0.30 a 0.85 dia™.
Latasadedivision por dia (D) parael control fue de
1.21 div.dial, mientras que para las poblaciones
expuestas a petrdleo estuvo enrango de0.44 a1.23
div.dia® (Tab. 3). Se obtuvo una CE50% de 90 mg.L
1 (Fig. 4).
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Kerosene

Concentraciones de kerosene de 640 y 320 mg.L*
produjeron unainhibicionen e crecimiento poblaciona
del 96 %Yy 83 % end tercer y cuarto diade exposicion,
respectivamente. Mientras que en concentraciones
entre 20 a 160 mg.L"* causaron unainhibicién entre
el 8% a 29 % (Fig. 5).

Latasaintrinsecadel crecimiento poblaciond (r) para
el control fue de 0.81 dia? mientras que para las
poblaciones expuestas a diferentes concentraciones
del kerosene comercial estuvo entre0.38 a0.78 diar
! Latasadedivision por dia (D) parael control fue
de 1.17 div.dia?, mientras que para las poblaciones
expuestasa kerosene estuvoenrangode0.55a1.12
div.dia® (Tab. 3). Se obtuvo una CE50% de 98 mg.L
(Fig. 6).

DISCUSION

La complejacomposicion del petrdleo y la extrema
variabilidad en la composicién del petrdleo y los
productos refinados del petrleo ha llevado a los
investigadores aexaminar latoxicidad de unamayor
diversidad de ingredientes quimicos del petréleo en
un esfuerzo por mejorar e entendimiento de las
causas de latoxicidad.

Los hidrocarburos aliféticos en el petréleo son
relativamente no toxicos. Los aiféticos de bajo peso
molecular desde metano hasta octano son
completamente vol &ilesy son rapidamente perdidos
desde |a preparaci 6n petrol eo-agua por evaporacion.
Algunos de estos componentes pueden producir
efectos narcéticos en animales marinos en
concentraciones cercaasu solubilidad acuosa (Crisp
et al, 1967).

Los alifaticos de alto peso molecular son tan
insol ubles que no es posi ble disolverlos con suficiente
agua de mar para causar toxicidad en organismos
marinos y éstos finalmente se acumulan en los
sedimentos.

En las pruebas realizadas en el presente trabajo se
determind qued efecto inhibitorio del petréleo crudo,
el petréleo Diesel 2 y el kerosene se encuentran
dentro delasprimeras 24 horas de exposicion, siendo
mastéxico el petréleo Diesel 2 debido aque presenta
mayor concentracion defraccionesvol &tiles, algo muy
semejante ocurre con el kerosene, ésto apoyaria a
Craddock (1977 en Neff 1987) quien sefiala que la
toxicidad agudaseincrementaconforme aumentala
concentracion de hidrocarburos arométicos.

En las pruebas con petroleo crudo si bien es cierto
produce un efecto inhibitorio alas 24 horas, se puede
observar una recuperacion en la pendiente de
crecimiento celular a partir del segundo dia,
especialmente en células expuestas a bajas
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concentraciones del petrdleo. |gualmente ocurreen

los trabajos realizados en otras condiciones de

temperaturay salinidad realizadapor D" Croz (1988)

quien determind un crecimiento celular después del

2do diatendiendo aigualar € crecimiento del cultivo
control y despuésdel 3er diaparece estar estimulado,
superando al cultivo control.

Después de la volatilizacion de los hidrocarburos

arométicos hay una tendencia a la recuperacion en

los 3 casos, especialmente en los cultivos quetienen
las més bajas concentraciones.

Comparando los resultados obtenidos en el presente

estudio para la especie Chaetoceros gracilis, con

los resultados en otras especies (Tab. 4), se obtuvo
| as siguientes secuencias de sensibilidad:

- Petrdleo crudo: Microalga (Chaetocerosgracilis)
> Pez (Orthopristis ruber) > Pez (Mugil curema)
>Bivalvo

- Petréleo Diesel: Microalga(Chaetocerosgracilis)
> Pez (Mugil curema) > Bivalvo

- Kerosene: Microalga (Chaetoceros gracilis) >
Pez (Mugil curema) > Bivalvo

En el Perq, la Ley General de Aguas vigente (El
Peruano 1969) no considera estandares de calidad
paralos hidrocarburos de petréleo. Sin embargo, en
Alaska, el esténdar de calidad acuética marina para
el crecimientoy propagaci 6n de peces, mariscos, vida
acuética y vida silvestre es de 15 mg.L? para
hidrocarburos acuosostotales (HAT) (ADEC 2003).

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las soluciones con petréleo crudo, petroleo Diesel 2
y kerosene produjeron un efecto inhibidor sobre el
crecimiento poblacional deladiatomea Chaetoceros
gracilis, siendo las concentraciones efectivas media
(CE50%) de 867.5, 90.0 y 98.0 mg.L?,
respectivamente. Este efecto inhibidor fue mayor
dentro de las 24 horas, siendo afectadas la tasa
intrinseca de crecimiento y la tasa de division por
dia.

Larecuperacion celular fue notableapartir del tercer
diacon unatendenciaaal canzar |os cultivos controles
en los dias posteriores.

Chaetoceros gracilis fue la especie mas sensible a
losderivadosarométicosdel hidrocarburo de petroleo
(petrdleo crudo, petroleo Diesel, kerosene), por o
que puede ser utilizada como organismo prueba para
evaluar latoxicidad de otros compuestos organi cos,
siguiendo las condiciones recomendadas.

Se recomienda realizar estudios subletales para
observar los efectos en largos periodos de tiempo,
paraevaluar el dafio potencial causado por un evento
de derrame 0 una descarga cronica y para predecir
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el valor de recuperacion del medio afectado o
impactado.
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Tabla 1. Composicién del Medio de cultivo f/2 Guillard (1975 en Gonzéles et al. 1995).

Reactivos Volumen  Nutrientes Stock Medio Medio
(mL.L? (gL ™ (gL (mol.L ™Y
Solucién 1 1 NaNOs 75 0.075 8.83 x 10*
Solucién 2 1 NaH,PO, 5 0.05 3.63x 10°
. NaSI Oa. -5
Solucion 3 1 9H,0 10 0.01 3.25x 10
Solucion 4 1 FeCls. 6H,0 3.15 0.00315  1.16x10°
955 NaEDTA. 1
o 4.36 0.00436  1.17x 10
Mn. C|2 -1 7
1 41,0 18 g .(100 mL) 0.00018  9.10x 10
ZnSo4. 1 8
1 7H20 2.2.g .(100 mL) 0.000022  7.65x 10
CoCl2. 1 8
1 6120 1.059.(100mL)*  0.0000105 4.42x 10
1 CuSOQs — 59gg(100mL)t 00000098 3.93x 10°
5H,0
1 N&eMoO:. 4634 (100mL): 00000063  2.62 x 10°

2H20
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Tabla 2. Condiciones de las pruebas ecotoxicolégicas usando Chaetoceros gracilis expuesta a

soluciones de petrdleo crudo, Diesel 2 y kerosene.

Organismo Prueba

Chaetoceros gracilis

Tipo de Prueba

Aguadedilucion

Estética, 96 horas

Aguade mar filtrada estéril y saturada de

oxigeno (67 mg.L'™)

Temperatura 20°Ctl1°C.
Fotoperiodo L:0=24.0
Tamaro de matraces 250 mL
Volumen de las soluciones 150 mL
Numero de células por matraz 30000 cé.mL™.
NUmero de réplicas por concentracion. 2

Tasa de agitacion

3 veces a dia, manua mente

Aguadedilucion

Medio de cultivo f/2 Guillard

Concentraciones de prueba

Punto final de la prueba

Minimo 6y un control
Inhibicion del crecimiento poblacional
(CE%)
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Tabla 3. Tasa intrinseca del crecimiento poblacional (r), tasa de division por dia (D) y
concentracion efectiva media (CE50%) obtenidas en las pruebas ecotoxicol 6gicas.

ntestoxicos  r (dia®) D (div.dia’)  CE50% (mg.L™)
roleo crudo 0.75-0.89 1.08-1.28 867.5
(erosene

;omercial 0.38-0.775 0.55-1.12 98

Diesel 2 0.30-0.85 0.44-1.23 90

Tabla 4. Concentracion efectiva media (CE50%, 96 h) de hidrocarburos de petrdleo y derivados
usando diferentes especies acuaticas.

Estadio CE50%
Organismo prueba Agente toxico (mg.L™) Autor
Orthopristis ruber Juvenil  Petroleo liviano 680 Quevedoet al. (1983)
Mugil cephalus Juvenil  Keroseneindustrial 628.6 Ibafiez y Huanes (1999)

Juvenil  Petroleo crudo Aguileray Huq (1982 en
Mugil curema liviano Wax 1350 Ibafiez y Huanes 1999)

Juvenil  Petroleo crudo Aguileray Huq (1982 en
Mugil curema oficina 1350 Ibafiez y Huanes 1999)
Mugil cephalus Juvenil  Petréleo Diesd 2 694 | bafiez y Huanes (1999)
Moluscos bivalvos Petroleo crudo 1000-100000|Neff (1987)

Petroleo

Moluscoshivalvos Diesel/Kerosene 30000-40000 |Neff (1987)
Chaetoceros gracilis Adulto  Petroleo crudo 867.5 Presente estudio
Chaetoceros gracilis Adulto Petrdleo Diesd 2 90 Presente estudio
Chaetoceros gracilis Adulto  Kerosene 98 Presente estudio
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Figura 1. Porcentaje de inhibicion del crecimiento poblacional de Chaetoceros gracilis expuesta

por 96 horas a una solucion con petréleo crudo.
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Figura 2. Curvas de crecimiento poblacional de Chaetoceros gracilis expuesta a diferentes

Concentracion célular

concentraciones de petrdleo crudo (mg.L™?).
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion del crecimiento poblacional de Chaetoceros gracilis expuesta
por 96 horas a una solucién con petroéleo Diesel 2.
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Figura 4. Curvas de crecimiento poblacional de Chaetoceros gracilis expuesta a diferentes
concentraciones de petroleo Diesel 2 (mg.L?).
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Figura 5. Porcentaje de inhibicion del crecimiento poblacional de Chaetoceros gracilis expuesta
por 96 horas a una solucidon con kerosene comercial.
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Figura 6. Curvas de crecimiento poblacional de Chaetoceros gracilis expuesta a diferentes
concentraciones de kerosene comercial (mg.L™).
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