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ABSTRACT

A description is presented of the impingement of fossil hydrocarbons (derived from the
activities of the oil industry) on the marine ecosystem. The sources, effects and fates of the
contaminants are discussed together with the need to accomplish base-line studies which
would permit the determination of the concentrations of these substances in the various
components of the marine ecosystem.

Bioassays on adult shrimps of two species, Penaeus ducorarum and P. aztecus, show that
both species were able to accomplish major degradation of the saturate hydrocarbons
between n-C)» and n-C-:. The high molecular weight hydrocarbons in the range of n-Ciston-
Ca. were found in the homogenized tissues in undegraded form indicating that their chemical
properties were not altered by the shrimp’s metabolism.

Toxicity bioassays conducted on the different life stages of the P. californiensishave shown
that commercial fuel is highly toxic tothe naupliand protozea stages inarange of 20 ppmand
juvenije and postlarvae stages in a range of 40 ppm.

INTRODUCCION

Es indudable que en los Gltimos 50 afios se ha incrementado de una manera
dramatica la importancia del petréleo como recurso cnergético. Hoy en dia
comenzamos a “pagar el precio™ de nuestra dependencia por este recurso y en
ocasiones de modo que nunca se anticipd, va que hayque tomaren cuentalosdafios
que se han causado, los que se pueden causar y al mismo tiempo conservar esta
incalculable riqueza para las generaciones futuras.

De la produccién mundial de petroleo se estima que aproximadamente el 60 % es
transportado por via maritima v que el 0.1 %, o cerca de 360 millones de galones son
derramados en el mar, El petrdleo crudo y sus productos de refinacion son mezclas
extremadamente complejas de compuestos organicos, de los cuales los
hidrocarburos son los mas abundantes llegando a comprender mas del 75 9 del
total de los componentes (Farrington et al., 1972; Nelson-Smith, 1973). Estos
hidrocarburos se agrupan en cuatro categorias principales, segiin su punto de
ebullicidn y complejidad estructural en: {(a) Parafinas, (b) Naftenos o
Cicloparafinas, (c) Aromaticos, (d) Olefinas. Los primeros producen anestesia y
narcosis en concentraciones bajas, causando dafio celular y muerte en altas
concentraciones. Los naftenos aunque se presentan como productos naturales dela
biota marina pueden interferir y bloquear los procesos biologicos de organismos
marinos, tales como busgueda del alimento, escape de los predadores, selecci6n del
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Tabla 1. Recursos de hidrocarburos fosiles en el medio ambiente manno*

Estimacion reciente Estimacion futura

1973 1980
Transportaciéon marina 22 20
Produccion de petroleo en
la Plataforma Continental 0.1 0.1
Refinertas Costeras 0.2 0.05
Efluentes Municipales
e Industriales 0.9 0.6
Acarreo Terrestre 1.6 1.9
Derrames Naturales 0.6 0.6
Transporte Atmosférico 0.6 0.6

TOTAL 6.20 5.85

*Natienal Academy of Sciences Workshop (1975)

habitat y atraccion sexual. Los hidrocarburos aromaticos son considerados como
los componentes del petroleo mas dafiifios, ya que algunos actuan como venenos
agudos y otros como el 3, 4-benzopireno presentan actividad carcinogénica.

Fuentes de Origen

En la tabla 1 se muestran las principales fuentes de origen de los hidrocarburos
fosiles en el medio marino. Sevequela transportacion maritima es sinduda la fuente
de contaminacion mas alta con un aporte de 2.2 millones detoneladas poraiio. Esta
incluye pérdida durante operaciones normales de carga y descarga de buques
petroleros, derrames que resultan de los accidentes en el mar y derrames durante
operaciones en terminales petroleras. Para 1980 se espera un decremento en este
valor hasta 2.0 millones de tons/ afiodebido al mejoramientoencuanto a técnicasde
lavado de buques-tanques vy a los sistemas de trafico y navegacion maritima
(U.8.C.G., 1973). La mayor parte del petrdleo perdido en operaciones de dragado
fuera de la costa se presenta cuando hay ruptura de tuberias y oleoductos, sin
embargo se supone que tos valores (0.1 millones tons/ afio) deberan permanecer sin
grandes incrementos durante la préxima década.

El aporte de petréleo por medio de efluentes y refinerias se espera que disminuya
de 0.2 hasta 0.05 millones tons/ afio, para 1980 debido a la aplicacion de normas de
control mds estrictas y sistemas mas eficientes para remover ¢l petréleo o sus
derivados de los efluentes. Asimismo el petroleo proveniente de las descargas
municipales ¢ industriales v descargado en la zona costera, puede disminuir de 0.9
hasta 0.6 millones tons/afio, si existiera una reduccién y regulacién en cuanto ala
produccion de motores de combustion que usanderivados del petrdleo como fuente
energética { Anderson et al., 1974).

Dispersion y Efectos sobre Organismos Marinos
Los principales procesos involucrados en el destino del petroleo en el mar, se
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Figura 1. Principales procesos involucrados en el destino del petroleo en el mar.

ejemplifican en la figura 1. Después de la descarga oderrame petroleroseformauna
delgada pelicula en la superficie del mar, la cual sedispersa poraccidndel oleaje ylos
vientos, Sobre esta pelicula actiian factores fisicos que resultan en la pérdida por
evaporacion, Sivaider y Mikolaj (1973) emulsificacion, Berridge et al. (1968),
Mackay et al. (1973), disolucion de las fracciones ligeras, Boylan y Tripp (1971) ¥
adsorcién sobre materia organica particulada, ademas del hundimiento de residuos
no flotantes, Meyer y Quinn {1973). Cambios quimicos importantes se presentan
como resultado de la degradacién por microorganismos, Zobell (1971), Erhardt y
Blumer (1972) y procesos como la oxidacion fotoquimica en la atmosfera, Berridge
et al. (1968).

Sin embargo y a pesar de la pérdida por factores fisicos y las transformaciones
guimicas, gran parte de los componentes del petréleo permanecen inalterados en cl
medio marino siendo dispersados y consumidos por el plancton, pasando de esta
manera a las cadends alimenticias yllegando hasta organismos bentonicosendonde
son bioacumulados o bien van a los sedimentos permaneciendo aqui por largo
tiempo, ya que la transformacion y degradacion es muy lenta.

Una vez que el petréleo y sus derivados se han dispersado, actian y producen
efectos nocivos sobre los organismos marinos, dependiendodela concentracionyel
tiempo de exposicion a que estén expuestos. En concentraciones mas bajas de 0.1
ppb retardan la division celular y el crecimiento del plancton, Mironov (1970}, En
concentraciones mayores a | ppm producen muerte de gran cantidad de especies
fitoplanctonicas, asi como de larvasy huevecillos de peces los cuales flotan juntc con
el plancton. Por debajo de la capa de petréleo la penetracion de la luz puede
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reducirse hasta un 90 &, con lo cual decrece drasticamente la tasa de fotosintesisenel
fitoplancton interfiriendo también las migraciones verticales diurnas del
zooplancton las cuales estan reguladas por la intensidad de la luz,

En los organismos bentonicos y principalmente los bivalvos (ostras y mejillones)
que son de habitos filtradores para la obtencion de su alimento, el petréleo o sus
componentes llegan a través de pequefias particulas suspendidas, las cuales se fijan
en los tejidos proporcionando un sabor y olor caracteristico a petréleo, con lo cual
decrece la calidad comercial de estas especies y en ocasiones dichas particulas
obturan el sistema respiratorio produciendo la muerte por asfixia de gran cantidad
de bivalvos, Spooner (1968), Simpson {1968), Blumer et al. (1970).

En peces adultos el petroleo parece tener efectos de tipo mecanico, ya que al
depositarse sobre las branquias las cubre no permitiendo el intercambio de gases
con lo cual los peces mueren por asfixia, Mironov (1970). También el grado de
toxicidad de estos contaminantes es muy variable segiin la especie de que se trate,
pero por lo general en concentraciones de 0.5 a 10 ppm dafian los érganos de los
sentidos produciendo ademas erosioén y destruccion de las células que forman el
epitelio branquial, Bardach et al. (1965), Scheier y Cairns (1966).

Deigual manerala presencia del petréleo causa dafiosen la vegetacién marina, ya
que en concentraciones de 10 a 100 ppminhibe lafotosintesis, teniendo ésto singular
importancia, debido al papel que desempefian los vegetales como productores
primarios y en los cuales se basa la economia energética del ecosistema marino,
Odum (1972).

De esta manera la contaminacion por petrdleo ha causado numerosos desastres
ecoldgicos debido a la presencia de hidrocarburos fésiles en el medio ambiente v su
accion nociva sobre los ecosistemas y comunidades marinas (Mironov, 1968;
Blumer, 1970).

Sin embargo, muy poco o casi nada se conoce sobre los mecanismos biolégicos
naturales de degradacion del petréleo y sus derivados por organismos marinos y sus
efectos en ellos. Algunos investigadores han reportado el consumo y metabolismo
de al gunos hidrocarburés por invertebrados marinos (Lee et al., 1972), asi como
por algunos vertebrados especialmente peces (Diamon y Clark, 1970; Clark v
Diamen, 1971) y mamiferos (Nelson-Smith, 1973; Sims, 1967; Robertson y
Dunstan, 1971).

A pesar de esta biodegradacidn y la accion de algunas bacterias para consumir
hidrocarburos de bajo peso molecular, principalmente la fraccién correspondiente
a las parafinas normales (Zobell, 1969; Oppenheimer et al, 1971), otros
hidrocarburos como los correspondientes al tipo aromatico polinuclear, no pueden
ser degradados y se acumulan en los sedimentos y en los Organismos marinos,
interfiriendo procesos bioldgicos importantes llegando a producir inclusive el
cancer {Blumer, 1967; Mironov, 1968; Mallet y Priou, 1967 Russell y Kotin, 1956y «
Martin, 1971).

Con referencia a los productos de refinacién del petroleo crudo Woodin et al.
(1972} han estudiado los efectos de un derrame de combustible diesel en la costa
norteamericana del estado de Washington, hallando una gran mortalidad inicial de
los invertebrados en el drea, seguida de una recolonizacién gradual por parte de las
especies sensitivas. También se demostrd la persistencia del diesel tanto en los
sedimentos marinos de la zona, como en los tejidos de diversos animales. North
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(1961) v North et al. (1964) han reportado los cambios ecoldgicos registrados enla
7ona sometida al derrame de diesel procedente del naufragio del barco TAMPICO
MARU ocurride en marzo de [957. Sus estudios demostraron la gran toxicidad de
este combustible a varios animales y plantas de la region. Los abulones del genero
Halioris, fueron eliminados de la zona por mas de 2 afios después del accidente.

El presente trabajo tiene por objeto el observar en dos especies de camardn,
provenientes del Banco de Campeche, ( Penaeus duorarum'y Penaeus aziecus) los
efectos bioldgicos causados por la ingestion del petroleo crudo v la biodegradacion
de algunos de sus componentes por estos organismos. En la especie Penaeus
californiensis y sus diferentes estadios de vida se realizaron bioensayos de toxicidad
para observar su sensibilidad al combustible diesel.

MATERIALES Y METODOS

1 as especics seleccionadas para el presente trabajo fueron ejemplares adultos de
Penaeus duorarim, Penaeus aztecus v Penaeus californiensis, Las especies de P.
aztecus y P. duorarum se emplearon para observar la utilizacion y degradacion del
petréleo crudo proveniente de kuwait, el cual fue dosificado en una concentracion
de 30 ppm, en una dieta especial (Judrez, 1980). Después de 6 semanas, al final del
experimento los camarones fueron sacrificados y macerados hasta obtener un
homogeneizado el cual fue puesto inmediatamente en congelacion por 12h, alcabo
de las cuales se procedid a la extraccidn de los hidrocarburos fijados a través de la
dieta.

Extraccion.  Los homogeneizados se colocaron en columnas deextraccidntipo
Soxhlet en posicién de reflujo por 2h. Los solventesempleados fueron previamente
purificados y redestilados. Se usaron Metanol-banceno a proporcioén Ll de
volumen. Después de la extraccion, los hidrocarburos se concentraron por medio
de una rotovaporadora y el concentrado fue analizado en el cromatografo de gases.

Cromatografia de Gases. Para el andlisis de los hidrocarburos se emple6 un
cromatdégrafo de gases modelo Hewlett Packard modelo 5750 condetectordellama
jonizada. y programador linear de temperatura con columnas de vidrio de 5 piesy 4
mm de diametro interno, las cuales fueron empacadas con Apiezon L al 2 ¢ sobre
Chromosorb W previamente lavado en acido y siliconizado. La temperatura fue
programada de 100°C a 300°C, aumentando en un rango de 4°C por minuto.
Como gas de transporte se empled N: con un promedio de flujo de 25 ml/min. La
temperatura de las columnas se mantuvo a 290° C. Las muestras fueron corridas por
duplicado, antes y después de la adicion de un estandar interno de petrdleo crudo. el
cual contenia desde parafinas normales hasta hidrocarburos con Cs.

De la especie P. californiensis se emplearon los diferentés estadios de vida
(nauplio, protozoea, post-larva y juvenil) sobre los cuales serealizé un bioensayo de
toxicidad para observar su sensibilidad al combustible diesel. La alimentacion de
los estadios larvarios antes de las pruebas de toxicidad fue a base dc algas
unicelulares y con nauplios de Artemia safina. Las post-larvas y juveniles se
alimentaron con una dieta artificial (Judrez, 1980) proporcionandoles una cantidad
de alimento igual al 20 7% de su biomasa cada dia.

Con relacion a las pruebas de toxicidad, el procedimiento general fue el de
someter a grupos de organismos a diferentes concentraciones de combustible diesel
en agua de mar, usandose concentraciones entre 10 y 1000 ppm (Judrez, 1980).
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RESULTADOS

Efectos Biologicos. Después del periodo de aclimatacion a las condiciones
experimentales, los camarones ingerian sin problemaladieta, conteniendo petréleo
crudo dosificado. Durante la primera semana, después de la ingestidn del petréleo,
se observo en la mayoria de los acuarios que la actividad de los camarones decrecia
grandemente con relacién a las especies testigos, en ocasiones eran incapaces para
reconocer el alimento escapando de €l y luego de la ingestion giraban sobre su
cuerpo contrayéndose bruscamente y buscando el sitio donde estaba colocada la
bomba que oxigenaba el acuario, en donde se mantenian por periodos grandes.
Pasada esta semana, los camarones volvieron poco a poce a su ritmo de actividad
normal, desplazindose por todo ¢l acuario, y durante la ingestion del alimento
desaparecieron las contracciones y dejaron de girar. Las observaciones periodicas
de peso vy talla nos muestran que al final del experimento, los organismos
experimentales aumentaron de peso y longitud de una manera paralela a los
controles, lo cual indica que en el grupe experimental no se presentd alteracidon
metabdlica no obstante la ingestion de la dieta conteniendo petrdleo.

Cromatografia.  Los cromatogramas correspondientes al estandar de petrdleo
crudo muestran la presencia de hidrocarburos correspondientes a las parafinas
normales que van desde el Dodecano (Ci2Hzs), hasta el Hexatriacontano (CisHra),
con un maximo de concentracion entre el Tetradecano (CiaHao) y el Octodecano
{C:sH3s). En ellos también se observaron la presencia de hidrocarburos biogénicos
como el Pristano y Fitano aunque enmascarados por los hidrocarburos con Ci7 y
Cs respectivamente (Figs. 2A y 3A). El cromatograma del grupo experimental de
P. duorarum nos muestra de manera sorprendente la biodegradacidn casi total de
los hidrocarburos comprendidos entre el Dodecano (Cr2His) yel Eicosano (CaoHas)
llevada a acbo por esta especie, en cambio a partir del Docosano (Ca:Has) hasta el
Hexatriacontano (CssHrs) no pueden ser degradados y permanecen inalterados en
los tejidos de los camarones (Fig. 2B). Los cromatogramas de los grupos controles
de P. duorarum obtenidos antes y después del experimentono muestrandiferencias
significativas siendo casi idénticos. En ellos se observan hidrocarburos de origen
biogénico contenidos en los organismos y cuyo rango va exclusivamente del
Dodecano {C>Hz¢} al Eicosano (CzoHa) (Figs. 2C y 2D).

Conrelacién alaespecie P. aztecus el cromatograma del grupo experimental nos
muestra que a pesar de que se efectué una biodegradacionde hidrocarburos ligeros,
no fue tan intensa como en P. duorarum, permaneciendo fijo en los tefidos los
hidrocarburos con alto peso molecular. Los cromatogramas de los controles de P.
aztecus muestran también entre si gran similitud vy a diferencia de los
correspondientes a P. duorarum solamente aparecen hidrocarburos que van desde
el Tetradecano {Ci4Hag) al Eicosano (CzoHaz) con una concentracién mayor en el
Hexadecano (CisHis) v el Octadecano (CisHss) (Fig. 3A-D).

Los datos obtenidos a través de los bicensayos de toxicidad para los diferentes
estadios de vida de P. californiensis se muestran en la fig. 4. En la primera de ellas,
correspondiente a los estadios larvarios se observan que ni las protozoeas ni 16s
naupiios, la curva alcanza una pendiente de cero, lo cual significa que en ninguno de
los casos se alcanzo el LLI (Limite Letal Incipiente) en el rango de las
concentraciones que fueron empleadas. Sin embargo la curva perteneciente a las
protozoeas posee una pendiente menor, sobre todo en su parte mas baja, lo cual
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Fgura 2. (Izquierda) Cromatograma; A.- Petroleo crudo, B.- Penaeus duorarum
experimental, C.- P. duorarum control antes del expenimento, D.- P. duorarum control

después del experimento.
Figura 3. (Derecha) Cromatogramas; A.- Petrdleo crudo, B.- Pengeus aziecus
experimental, C.- P. eztecus control antes delexperimento, D.- P. aztecus control despuésdel

experimento.
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Figura 4. (lzquierda) Limites medios de tolerancia al diesel para los estadios larvarios de
Penaeus californiensis a distintos periodos de tiempo,

Figura 5. (Derecha) Limites medios de tolerancia al diesel para postlarvas y juveniles de
Penaeus californiensis a distintos periodos de tiempo.

puede ser un indicio gue el LLI se encuentra bastante cercano. La curva de los
nauplios presenta una pendiente mucho mas pronunciada, lo cual es un claro
significado que el LLT para este estadio es menor que para las protozoeas. El
examen de estas curvas sugiere que, aunque las protozoeas resisten concentraciones
iguales de diesel por menos tiempo que los nauplios, éstos tltimosson mas sensibles
a concentraciones bajas después de transcurrido el tiempo necesario para gue se
alcanze ¢l I.LL

La figura 5 muestra las curvas obtenidas para juveniles y post-larvas de P.
californiensis. En este caso si se han alcanzado los LLI, siendo iguales a 40 ppmpara
ambos estadios de vida. Sin embargo las post-larvas tardan un tiempo mayor en
alcanzar ese limite, por lo que los juveniles resultan ser mas sensibles a exposiciones
cortas, ademds de presentar una adaptacion al toxico. Las figuras 6 y 7muestrala
misma relacién que la anterior, solo que para los estadios juveniles y post-larvas,
notindose que los juveniles fueron mas seriamente dafiados que las postlarvas en
todas las concentraciones usadas.
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Figura 6. (lzquicrda) Mortalidad causada, por distintas concentraciones de diesel a las 24 h
de exposicion, a larvas de Penaeus californiensis.

Figura 7. (Derecha) Mortalidad causada, por distintasconcentraciones de diesel a las I4hde
exposicidn, a postlarvas y juveniles de Penaeus califormiensis.
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En las tablas 2 y 3 estin contenidos los resultados en términos de la L.Cqy
(Concentracion Letal 50) para los diferentes estadios de P. californiensis, asi como
algunos datos de toxicidad que presentan diversos agentes para otros crustaceos.

De igual manera, es notable el hecho de que la adicidn de propilenglicol para la
dispersidn del combustible diesel en agua marina resultd ser muy toxico para los
organismos. Esto puede deberse a los efectos toxicos propios del solvente, a la
mayor dispersion del diesel en el agua o bien a un efecto combinado de estos dos
factores (sinergismo), lo cual es lo mas probable, ya que existen reportes de que el
propilenglicol puede alcanzar niveles toxicos para algunos organismos, Ludemann
y Funke (1979).

DISCUSION

No obstante la gran cantidad de datos obtenidos en el laboratono a través de
experimentos y pruebas de toxicidad acerca de los efectos de la contaminacion por
petrdleo sobre organismos marinos, los resultados no pueden ser totalmente
comparados con situaciones naturales. Es conocido que las especies utilizadas son
seleccionadas, asi como también la concentracion de los contaminantes y las
condiciones experimentales que usualmente son disefiadas para ocasionar la
muerte o provocar serias lesiones en pocos dias a los organismos experimentales.
Por lo tanto esto no revela de una manera significativa los efectos de los
contaminantes a largo plazo. Sin embargo, gracias a este tipo de bioensayos sc han
podido definir los principales patrones de conducta de algunas especies hacia la
contaminacién por petroleo v sus derivados. De esta manera ha podido
determinarse que algunos derivados del petrdleo, atin en concentraciones muy
bajas producen narcosis y anestesia en algunas especies (Goldacre, 1968). También
producen interferencias en la actividad de algunos sistemnas enzimdticos y otras
proteinas (Manwell y Baker, 1967). Entre otros efectos se han comprobado
malformaciones y marcados efectos sobre el desarrollo de huevos y larvas de peces y
crustdceos, incluyendo en ocasiones la muerte de muchos organismos (Mironov y
LansKaja, 1966).

Enel presente trabajo se observa que a pesar de que P. gzrecusy P. duorarus son
capaces de biodegradar hidrocarburos ligeros, las fracciones pesadas son
bicacumuladas por estos organismos. La importancia de este hecho radica en la
posibilidad de la transferencia de estos compucstos a niveles tréficos superiores. En
este sentido son de particular interés los derivados del petroleo de tipo aromadtico
como los benzopirenos, los cuales no pueden ser degradados permaneciendo
inalterados y aumentando en concentracion conforme pasan a niveles tréficos
superiores, alcanzando su méximo nivel en el hombre al cual llegan a través del

TABLA 2. Datss de toxicidad del Diesel para diversos estadlos de vida de

Penaeus Californiensis expresados en términos de (MT. {ppm)

Estadio LMT {24h) LMT {48k}
Juveniles Lo -
Sostlarvas 100 40 j
Naupliosr t 300 -
Pratazng'gs Il 55 - ﬁ:
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TABLA 3. Toxicidad de diversas sustancias para algunas crustéceoss.

TSX1C1dad _'-|

Organism> Escad?o Sustancia ppm. Referencia J

| Penaeus ' LMT (24h Anderson et .al.:

| aztecus juvenil Naftalenss D.77-2.51 (1974) :

—— - — e Y . 4
Eurypanopeus” Perrslten LMT  u8) Cucci y Epifa-

depressus Znea 11| cruda 17.0 niz. {1979) "
= —— P S B - AR A

Cancer \ Petrsleo LMT(48h)  Caldewell et.al,

magister iZaea ) crudo 7.0 +(19Z7l -
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consumo de especies marinas, principalmente peces, crusticeos y moluscos
(Blumer, 1970; Zobell, 1971).

De los derivados del petréleo se observa que el combustible diesel es un agente
téxico de importancia para el camaron P. californiensis enespecial para sus estadios
larvarios, ya que sus LLI para nauplios y protozoeas se encuentran por debajo de los
20 ppm. Los datos obtenidos sugieren que los nauplios poseen un LI atin més bajo
que las protozoeas, por lo que son mas sensibles a concentraciones bajas
mantenidas por un tiempo suficientemente grande, Las protozoeas porsu parteson
especialmente sensibles a exposiciones mas severas, pero de corta duracién, Los
estadios juveniles de P. cafiforniensis, al igual que las post-larvas presentanun LLI
igual a 40 ppm, sin embargo las post-larvas resistenexposiciones de igual intensidad
por tiempos mayores. Finalmente, en periodos fijos de tiempo a iguales
concentraciones de diesel las poblaciones de protozoeas resultaron siempre més
dafiadas que las de nauplios y las de juveniles m4s que las de post-larvas.
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