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Snlukle de Caombustdl=o en asua de mar (sclucidhn FEC) Con

determind
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diferentes concentracionss (volumen/volumsn) v
la concentracidn del hidrocarbure aromiatico wnaftalenoc par

Espectrometria de Ultravioleta. Se calcularon las Dosis

50 para el estadio nauplio a la 36 horas se determind al
75.8 % de concentracién del contaminante {(sol. FSC) {v/v) N
0.44 ppm de naftalenos para el estadio protozoea a las 18
horas & S58.8 % y 0.22 ppm de naftaleno. Para postlarvas a
las 48 horas no =2 alcanzd la letalidad media por lo que se
calculd la DL 18 en 35.5 %. Se establecid amplias diferen-

igs en sensibilidad entre los tres estadios probados resul-

r

tardo protozosza el estadio més sensible y las pestlarvas las
mas tolerantes. Estas constituyen las primeras pruebas de
toxicidad de ecte contaminante gue se efsctldan con pobla-

ciones de camardh originarias del Golfo de California.
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te en estuarios
Clark ¥y Macleod
Les hidrocarbu
mayor abundanc
Botello, 193204

concentracionss

El1 Combus

Nova =soh los

1.- INTRODUCCICN

mayor es la utilizacidn del petrdleo, mayor

iente

cr
ot

los desechos gue penetran al wmedio  am
concentracidn de hidrocarburocs de petroleo en
fluctda entre valores de 10 a 100 ppb,. Los

os de hidrocarbureos se encusnlran precisamen-
y habitats intermareales (Neftf et al., 1976}
, 1977 citado por Connell y Miller, 1934) .

ros se presentan en la columna de =agua CoOh

ia en los sedimentos (Botello, 1979 a y bi
Salas 1984), donde puesden alcanzar altas

=%

en el orden de partes por millén (Galindo,

tdlep Pssado {(CoPe), el Diesel y la gasolina

trec acocites wmas uvtilizados en el estado de

Sonora {datos de Superintendencia de Transpaortacibn

Maritima de FEMEX). En ciertas a&reas cosiesras como la

bahla de Guaymas, la mwayor contaminacidén por aceites

durante el verano coincide con la mayor utilizacidn del

CaFe por la

transtormacian.

fr

industria eléctrica ¥y d

Tambi&n se ha observado gue -la mayor concentracién de

hidrocarburos

en las darsenas portuarias se encuentra  en



asreas donde =2 wmanejan gstos aceites (Salas; 178435 8.
Fouilera, 19833 Galindo, 1988).

Srupo zoolégico, los estadios de desarrollo, el estado pato-
ldgico, el tiempo ¥ la frecuencia de exposicidn, la exposi-
ciégn simultanea a mas de un toxico, los efectos sinergi-
COE antaadniceos vy las diferencias en sensibilidad intra e
intersspecificas (Rice et al., 19745 Tatem, 17745 Connell y
Miller, 1984).

Miller (1982 citado por Cennell y HMiller, 1724) ha
sintetizado wun rango de respuestas de organismos marines  a
concentraciones de hidrocarburos disueltos en agua de mar:
en concentracicnes de © a 10 ppb =lgunos organismos
oresentan bipacumulacidn de hidrocarburos en los tejidosj
entre 10 vy 100 ppb hay alteraciones de comportamiento cowmo
zfectaciones en la percepcién, apareamiento, migracidn,
bétspueda de alimento, etc.; de 100 a 1000 ppb alteraciones
de metabolismo repercutiendo en las funciones reproductivas
y de crecimiento; de 1000 a 10 000 ppb letalidad en estadios
larvarios v juveniles, v en el extremo del rango letalidad

eri organismos adultos.

la informacidn sobre el impacto ecoldgico des  los

N
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hidrocarburos de pebtrélep procede bLasi
fusntes!:
2) 1= obkservacioness de campo gue frecusntementes se
rezalizan para describir los efectos causados por
zladn derrame de petrdleo y

b) de sstudics de experimentes de bicencsayos {(dosis-

m
i
g}
£
m
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m
i

condiciones experimentales (AFHA, 12255
Cannell y Miller, 1784).

Los bicensayes soh el método mas utilizado para
evaluar las respusstas de algdn organismo ante alguna
substancia téxica, desechos o factores ambientales. EI1
pardmetro gque se determina generalmente es la toxicidad
aguda. Se estima la concentracién de una substancia téxica
gue permite la sobrevivencia del 50 % de 1los organismos
expuestos despuds de un cierto pericdo de tiempo. Se
expresa como Concentracién Letal Media (CL 50), Dosis Letal
Media (DL 50) o Limite de Tolerancia Media (LT m) {EFPA,
127323 -APRA, 1875}

En 1los bicensayos donde se estima la toxicidad del
petridlen crudo o de aceites refinados se presentan algunos
problemas gue dificultan la comparacion de ressultados (Rice
et al., 1974; Met++f et al., 1974). Estos compuesstos portan
una gran cantidad de hidrocarburos entre alifatices y aro-

maticos. En un aceite crudo se han identificado mas de 200
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zlemsnios fAnderson =t al., 1974 a). S ha evaluado la
toxicidad de diversos asceites depsndiendo del  interés del
investigador gensrando ura gran cantidad de datos que difi-
cilmente son comparables, A partir de 1270 s2 desarrollaron
térpices enallticas para cuantificar hidrocarburos para este
tipo de estudios {(Vaughan, 197327 Rice et al., 19743 Car-

lberg, 19725 ASTH, 1278). Estas técnicas como espectrofo-

a de intrarrojo (IR}, ultravioleta (UV), +luvorescen-
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diversas cromatografias varian eh precisibdn, com -
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d idn. Esto ha proveocado gue las DL
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50 <=e reporten de diversas farmas: como concentraciton de
hidrocarburos totales (HT), de fracciones aromaticas (HA) o
como =1 volumen de aceite atiadido al medio de prueba (Ander -
son et al., 1974 a ; Neff et al., 197463 Tatem &t al., 1978j

Ferez et z2l1., 1962).

El camarén es uno de los Frecursos pPeESQUEr0S  mMas
importantes para México y 1 azul Pshnasus siylirpsiriz es
importante para el Golfo de California por su  volumen de
captura v su talla (Rodriguez de la Cruz y Rosales, 1977j
Rodriguez de la Cruz, 1981). Este organismo se reproduce &h

Golfo a finales de primsvera y verano (Valverde, 1986).

i
Mot

Una vez gue los huesvos kan eclosionsdo y £l organismo fina-
lizado &1 estadio larvario, migra a zonas costeras y estua-

ra alimentarse (Lawrence et al., 1783){(ver apéndice

]
w

rinas p

w



P

p1)., Este recursao esiid sujsto a lz scbrexplotacidn ¥ ha
lpgrado recuperarse por su potencial reproductivo ¥y pat

sy alta tass de crecimiento (Rodriguez de la Cruz y Rosales,

1977 s Por lo gue coalguier sliceracitn en su medio arbiente
L ;
comn la contaminscidn  por hidrocarburocs de petrdleo puede

zfectar gravemente a su ecologla.

El presente trabajo plantez svaluar =1 efecto de
hidrocarburos derivados de petrdleno y concretamente del

aceite residual denominado Combustdleo Pesado sobre el
camardn azul P. stylirpsiris en algunos de sus estadios.

Fu& motivado por la inminente perforacion de pozos para la
extraccibn de gas natural-en la. recgidn norte del Golfo.
Asl se pretende contar con informacidn bésica de labora-
torio antes de gue se produzca  alguna perturbaci&n del
medio marino, pars poder prevenir y en lo posible evitar el

impacto.

1.1- Bntecedentes

Los trabajos de laboratorio sobre toxicidad de aceites
de petrdlec han mostrado gue los estadios larvarios de los

ructarens son la etapa mds sensible (Lee, 1977§ Mecklenburg,

mn
-

et @l. 127723 Tatem &t al., 1978; Anderson, 1979). Las

larvas al igual que los adulios incrementan su sensibilidad



durante los pseicdos de muda o =cdysis (Katz, 12733 Hecklen-
burg =t al., 18721 .
Mecklenburg =t =21, (1977) detesrminaron la Dosis Letal

Media (DL S0 a 24 hrs) de la fraccidon soluble de pestrbdleoc en
agua (FSP) sobre larvas de Parglithodss camisghatica vy Banc
dalus hwpsinoius en 2.0 v 7.9 ppm de HT respectivamente.

tte  Tatem et al. (1978) sstimaron la DL S0 a 96
hrs del aceite combustibles No. 2 sobre larvas zoeas del
camaran estuarino Palaepumonsiss pugig =n 1.2 ppm de HT. En

postlarvas de camardn csatd (Eznssgus zzigous) cse zstablecid

toxicidad aguda (DL S0 a 9& hrs) del aceite No. 2 en 6.6

H
W

ppm, del residual bunker C en 1.9 ppm y del acesite crudo de

Louissiana =n 172.8 ppm (Andzrson et al., 1974 b}, El camardn
del Golfo de Me2uwico Pzhnasus dugrarum a1l exponherlo a FEF
mostré &l siguisnte orden de sencsibilidad: protozosa 2 nau-

nlio > mysis » postlarva > adulto (Perez et al., 1%82).

gnderzon =t al. (1974 b) sl exponer a los Camarohes
estusrinos B, puaio v P. aztsgus a8 F5P, encontraron una
acumulacidn de hidrecarburos en los tejidos con mayor abun-
dancié d=l aromdtico nafitzleno. Al colocarlos nusvaments En
agua limpia hubc una rapida liberacidn de naftaleno pero una
permanshcia indefinida de naftalenos metilados. Sanborn

v Malin (1277) reportan una zcumulacidn de naftaleno en los

i

tejidos de larvas de Cancer magisizsr ¥y Fandaslus platycerus

o



de 4 vecss la concasntracian del medio sn un  pericdo de

exposicion de 24 horas.
Los analisis de las soluciones FSF y de tesjidos  han

mostrasdo gue los  hidrocarburos aromaticos =oh las
tracciones que determinan la toxicidad de los acszitss y de
las F&F =2n agua (Rice et al., 1974; Neff et al., 1976).

Los kidrocarbures penstran al orcanismo principalments
por la superficie branguial, por el trzascto digsstivo y por
las superticies exterrnas (Leeg, 12743 Stegeman, Y9771 - 'SE

‘Gleo en

m
s

mehncioha gue los copepodos pueden consumir pe
suspsnsion ¥y contribuir hasta con un 10 % d=l acsite parti-
culzado sadimentado via heces fecalss (Conover, 1971).

Los  hidrocarbureos se acumulan principalmente en los
tejidos con alto contenido de 1lipidos. En los crustaceos
ce presentan en el  hepatopdnereas, en =l estémego, 3lan-

dula verde vy superficie branguial {Lees, 19775 tegsman,

)

1977). Estos organismos posesen un mecanismo de destoxifica-
cidn conocido como sistema oxidasa, =1 cual transforma a los
hidrocarburos en derivados hidrofilicos Io que facilita su

excresian (Botello, 12755 Lee, 1977).

La informacian sobre la sernsibilidad de crustaceos a
kidrocarburos de petrdleo sbunda sobre espscies de zonas
subarticas, templadas y del Golfo de México, sin smbargo,

la informacian sobre sspecies del Golfo de California es muy

gscaza, por lo s imprescindible iniciar este tipo de estu-



1.2~ Objetivo,.

Ern este trabajo =g svaldas el sfecto de diferentes

cluble en

iy

concentraciones de Combustdlen Pezado (fraccidn

zgua de mar) scbre los esstadieos larvales de rnauplio, proto-
zoga vy postlarvas del camardn azul Fenzeus stylirgpstris

determinando los wvalores de Dosis Letales ftisdias (DL 50)

=

mediants bicensayos estdticos con medio renovable.



oL
m
o
1
R
ot |
i
Hl
&
£l
il
%
L
m

"
£

oo Almads =2t a2l. (1924).

Los comn reproductores o
dsron de una poblacidn de oroanismos culiivados., Las

sntando Vouma madu-
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sscala de gt 5} para del
Fanapus, basada 2n 1la aparisngia T1 ca ¥y la coloracidn del
ovario (FMendoza, 19285). Las larvas obtenidss procedisron de

s=tadio protozasa

larva (de 4 a &




2.2.- Obtencidn
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-zdacidn (La Roche

lLa Fraccién Soluble de Combustidlso ( zolucidén FSC) en
agua se prepard asregando un S % de combustdleo ( 50 ml) &
agua dg  manr (250 ml) en recipientes de cristal coclor

Zmbar de 2 000 ml . Sz empled sgua de mar filtrada (5.0 )

agitando suavemente por espacio

de 18 hrs., con un imdn y una plancha wagnética (Corning PC

Sz procurd gue el vértice formado por la agitacidn

cantinuo de la superticie al fondo para ssegurar  un

La temperatura durante la agitacidn se man-

tuve a 25% 2°, La solucian FSC se obtuvo inmediatamente

antes del iricio de cada biosnsayo (empezando la agitacibn

12 hrs. antes) sifoneandeo par debajo de la capa de aceite ¥

desechando el sobrante.

Ura vezr obtesnida la solucion FSC se procedid a hacer

1
I

diluciones con agua des mar, con £l objeto de obtensr dif

rentes concentraciones de hidrocarburos gn la

prusba.

splucidn a=

10



2.2.- Analisis guimico de la solucidn de pruebs.

Se determind la concentracian d4=1 hidrocarburo aro-
matico nafialeno de la soluciédn FSC de acusrdo a la metodo-
lpgia propuesta por Metf vy Anderson (17753 el matsrizl de
cristaleria fus titratado conforme a lo establecio por ASTH
(12781,

Sz tomaron 2licuotes de la soclucian FSC de 1o 1 EO,

30, 40 vy 50 ml y ze aford & unh volumen de 50 ml con agusa

bteniendo una concentracion de 20,

de mar filtrzda (5 u),

)

40, &40, 20 v 100 %. Las scluciones se colocaron en smbudos
de separacion de 1000 ml v se agregd 1 ml de &cido clorhil-

m

drico concentrado. Posteriormente se agregd 20 ml 4

rado cromatogritico ¥ sSe agitéd por 20 minutos. Se

1
m
u
0
Ul

dejd repaosar por un lapse igual d4e tiempo y se drend la fase
acupsa f{inferior)) la supericr se colocd en frascos erlenme-

yer de S0 ml con tapbdn.

¥

Lazs lecturas se realizaron en la region de los 200 a
240 nm en on sspectrofotémetro  Beckman wmodelo 23

El estandard naftaleno (Supelco 73-729 % de pureza) se
diselvid en n-hexano y se prepararon soluciones de 0.1 a 10
opm. lLas concentraciones de naftaleno de la solucidn FS5C se

calcularon interpolando los valoress de absorcién en la curva

e calibracian del estandard a 2Z0 nm. Las determinaciones

L

alizarcn para 4 difersntes soluciones F5C.

1]

P

w
i



Para determinar ditersencias sntre lz2= concentraciones
de nz=ftzalszno encontradas =n custro difersntes soluciones

ESE,; e =zplicd une prusba de Andlisis de Varianza de un

2.4.- Bicsnsayos.

Los bicsnsavos se realizaron de acusrdo a la metodolo-

m

gla descrita en APHA (1%75).

Se 1llevaranm a cabo bipensayos estaticos preliminares

b - . .

de 24 hrs. Posteriormente se realizeron bLDiocensayos cah
renovacion del medio cada 12 hrs. {(Fig. 1 ). La duracion de
los bicgenrnssyos cg eligid de acuerdo al tiesmpo normal de
deszrrollo de cade estadio y a2 su sensibilidad a2 12 soluciaén
toxica. El tiempo de exposicién para los estadios larvales

rauplio ¥ protozoea fue de 36 hrs. vy 48 hrs. para postlar-

VaSe.

= emplearon vasos de precipitado de 250 wml dentro de

Ly}

acuarios de cristal de 30 1 de capacidad con agua a tempera-

n

tura ambiente (27 a 29 °C). Los vasos experimentales 1=

dispusieron aleatoriamente dentro de cada acuaric con 1Ia

(1]

ayuda 'de wuna tabla de nldmeros a2l a2zar (Littl ¥y Hills,

1981) . Se colocaron 10 organismos por vaso de precipitado

12
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s

conteniendo un volumen total de 200 ml de medio.

w

ppmil median-

1y
[

e mantuvo una oxigenacidn ho menor de

te lirnsas de asreacién individual para cada vaso. Los nive-
les dg oxlgeno disuelto fueron determinados cada 12 hores

con un oximetro Y8l modelo 24 A.

El estadio protozosa se alimentd con la diatomea Ske -

i de S0 000 cel/ml. La den-

iH]
n

l=tonema =Ep. a una concentrsci
sidad de celulas se establecid por estimacicnzs directas en
un Hemacitdmetro 0.1 mm de profundidad (Bright Line AO) (Re-

prieto, 1924), Las postlarvas se alimsntaron con nauplios

de Artemia a una concentracidn de 2 organismes/ml.

Ze realizaron cuantificaciones de organismos sobrevi-
vientes a las &, 12, 118, 24, 34, y 48 hrs. de haberse
iniciado los biocensayos. Al inicio de cada prueba se& colo-
caron los organismos en forma individual por medio de tubos
de cristal de 4 mm de didmetro, conectados a pipetas hi-
drdulicas de plastico (Propipetzs mod. Gr 10.). De igual
forma =e realizaron los cambios a les nuevos medios cada 12
hre. Se utilizd una la&mpara de luz blanca tipe "cool white”
Sylvania para realizar las cuantificaciones, apruvechan&n

el fototropismo positivo que presentan los estadios lar-

E1l cri}erio de muerte se establecid como la susencia

14 By
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de movimiento de los apéndicss, falta de respussta al

mulo fisica y cambio del color natural traslicido del tejido
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narmal a color blanco opaco. Al tinzlizar csda bicensayo s
hicieron observacionss al micreocscopio ssternscdpico (Esush &
Lomb) para corrcborsr la mortalidad.

En cada biocsnsayo se probaron 5 concentracionss y oun
control todos por triplicado. Fara los biocensayos

ré&plica, de tal forma gue =1 incremento logaritmico de las
dosis =5 una simple fraccidn (1/3), s=zgdn lo sugisrs Horn
{1925). Asi las primeras concentraciones probadas fueron 10

100 %. de la substancia de prusba {(v/v). Con bacse

-

20, 50, ¥
a los resultzdos de Iés bioensayos preliminares s= eligid un
rangn-de4initivn d= concentracién {(v/v): 20, 40, &0, 80 vy
100 %. ' Se realizaron un total de 4 biocensayps para los

D=

estadios nauplio y protozpea y 3 para postlarva. Fara 1la

|
IvJ
=)

estimacion de las dosis letales, se empled un total de

I+
o

oroanismns para ceda uno de los dos primeros estadios ¥y S
para postlarva. El periodo experimental fué del 2 de Julio

2l 2 de Zeptiembre de 178
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laron €n

gz calcu

=P

c}

d)

.~ fAnédlisis sstadistico.

]

res de Dosis Leztzales Mediss (DL S0} =& calcu-

4

1]

r—
]

una computadora (Frime 700) gue posee el programa

1o dez Dosis Letales Mesdias por el Amndlisis Probit

1971) con las siguisnies caracterlisticas:
trabaia en unidades losaritmicss de concentracidn vy

mortalidad en unidades Probit.
realiza 2l asjuste por el método de Maxima Frobabi -
lidzd ern forma iterativa hestas obtsner los mejores

coeficientes de tegresion.

L

considera la mortalidad natural de los organismos
de prueba mediante la formola de Abbott (Finney,

12213

mortalidad corregida = (b - a)/ (1 - 2a)

donde:

porcentajs de organismos testigo afectados.
porcentaje de organismos expetimentales
afectados. .

il

=
b

realiza prueba chi cuadrada para heterogeneidad de
respuesta.

= expresa la pendiente vy

(i

Urna vez realizado &1 ajus
el valor de intercepcidn de la linea de regresidn,
la varianza de la pendiente, chi cuadrada y el

valor de Dosis Letal Media (DL 30 )} vy su varianza.

(93]
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Los ints

la varianzs de la DL 20 gues =s igual a

Vim) = 1/b ( 17 Sum. n w + (m u_X)fEum. Tl

donde!
Vim)= varianza del valor wmedio.
m = valor 2z la desis {(leg.) gue producs =1 50 %

de mortzalidad.
b = pendiente de la llnea de regresibn.

il ndmero de organlemos pobr concentracibn.

W coeticiente de ponderacidn.

X = valor medio de la mortalidad en unidades probit.

Se calculd.; el Error-Estandar; | {E<E:)  £an  la $alz
cuzdrada d= la wvarianza y == calcularon los limites de
confiabilidad al 25 %.

Vim) = E.elm)

(m) (E.e {(m)) = E.E. (DL 350)
DL S0 = EE = antilog (m) £ EE

Las Dosis Letales (DL 1&) se estimaron para los biosn-
sayos de pestlarva, donde no se produjo mortalidad mayor o

O %. S2 hizp el calculo con una microcomputadara

0]

igual =al
Printaform (1600) utilizando un programa estadistico (Stat
Fak) de regresidn lineal simple.

Los datos originales se transformaron a logaritmos de
base 10 de la cancentracidn y los porcentsjes de mortalidad
a unidades Frobit (Finney, 1971).

Lzs Dosis Letales (DL 30 y 16) se expresan &n una re-

lacign volumen-velumen, sspecificando sl tiesmpo de duracidn

17
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95 % Posteriarmsente s e=st

S0 (v/v) v la concentracibn

Ze calculed el Indice
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| =
ablecid la relacién sntre las DL
de natitalerno en ppm.

de Toxicidad (IT) propuesto por

Griderson et al. (1980) multiplicando &1 valor de 1z DL S0 por

el tiempo de duracidn del bioenszyo supressdo en dias [(v/v)

{dias) v (ppm }Y{dias)l.
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2.1, Analisis de la solucitn FSC.
lLa Fraccion Scluble de Combustdleo {solucibn FS5SC)
reparada Coh =21 S % de combustéleo en agua  de  mar ==
= per ]

precsentd como una aaiucibﬁ zcucsa, cristalina, con una fina
capa aceitosa en =su superficie. Exhibe un olor caracteris-
tico & =sceite =1 cual desaparecs en un periodo de 18 a 24
hre. cuando la solucidn se encuentra a la intemperie.

En el znalicis de Espectrometria de Ultravioleta, el
gcspectro de la FSC (Fig. 2 a) presenta el maximo de absor-
bencia & los 229 nm, =1 estandard de naftaleno (Fig. Z b) a
los 220 nm y el del combustdleo pesado (Fig. 2 c) a los
230 nm.

L orncentraciones de naftaleno de las cspoluciones

i
u
r

ESE westran en la Tabla I. En las sclucicnes de 20 %, no

un
m

se determing valores de naftaleno mientrass gque enh las
=oluciones mas cCcohcentradas los valores =g shncuentran

cercancs a C.& ppm.

Andlisis de Varianza de las Concentraciones.

En el Andlisis de Varisnza de un Factor {prusba de
truskal-Wallis) se gncontrd que las FSC probadas (40, 60,
20 vy 100 % wv/v) (Tabla I) difieren muy significativamente
en =u contenido de naftzleno (Ho = 12.50 % P < 0.01 para

N =16y K = 3 grados de libertad).

19
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FIG. 2. ESPECTROS DE ABSORBANCIA .
a)._ Solucion FSC. b).. Naftaleno.
c).. Combustoleo.
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TABLA I . - . Concentraciones de Naftaleno (PPM) de las soluciones FSC determinadas

por Espectrometria de Ultravioleta.

Soluciones de FSC (Concentracidn v/v )

BUBUISU3 TedlU3) HO3L0NAIG

Solucign 40 % 60 % 80 % 100 %

1 0.10 0.23 - 0.80 0.61

2 0.28 0.28 0.40 0.61

' 3 0.12 0.13 0.60 0.60
4 0.13 0.30 0.43 0.54




2.2 - Resultitasdos de=l estadio nevplio.

3]

tla FEC en los bicenssvyos eszt3ticos preliminares de 24

horas produce poco efecto nocivo sohbre el estadio nauvplio,

(S

provocando 10 % de wmortalidad (Fig. 2). La mortalidad en los

bioens=ayos con medio rencvables fué en sumento con respscto a
la concentraciéon de la F5C (Tabla I1).

El bioensayo no. 1 presentd la respuesta mas extrems
con 100 % de mortalidad en las sonluciones de 100 %. En té&r-
minns generales 1a respuesta de los orsanismos sigue el
gradiente de concentracioén, pero ciertas soluciones provo-
can mortalidades menores a las ecsperadas. Debido a esto la
reaccibn s nota heterocgogénes con las bajas: 20, 40 vy
50 %.

Al inicio de los bioensayos las larvas presentaron
fototropismo positiva. Al final de los experimentocs solo los
organismos control vy los expuestos a las mas bajas concen-
traciones (Z0 %) respeondieron al fototropismo en igual mag-
nitud. Los organismos gue sobrevivieron, frecuentemente per-
manscieron 2n el +fondo dez los recipientes y & partir de las
12 horas de exposicion algunos de ellos se aglomeraron  en
grupos de 2, 4 vy 5 individuos entre organismos vivos oy
muertos.

En la Curva de Toxicidad {Fig. 4 ), la sobrevivencia

promedio de los organismos (censiderando los bicensayocs 2,

22



MORTALIDAD(%).
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20 30 40 850 €0 70 80 90 100

CONCENTRACION % (v/v).

r1G. 3. Bioensayo estdfico preliminar de 24 hrs. do oxposi_
clon @ la FSC de los estadios nauplio (N) y postlarva {PL),
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TABLA II.- Mortalidad (%) de estadio nauplio expuesto por 36 hrs. a la FSC en medio renovable.,

' 4

BIO_ FECHA CONCENTRACION MORTALIDATD (%)
ENSAYO ( v/v) réplicas
1) 2) 3)
1 09/VII/85 0 0 0 0
20 20 10 10
40 70 40 30
60 30 90 80
80 100 90 100
100 100 100 100
2 16/V11/85 0 0. 0. 0
20 20 0 0
40 0 10 10
60 20 20 30
80 40 70 40
100 70 50 60
3 03/VIII/85 0 20 10 10
20 0 10 10
40 30 - 0 0
60 0 0 10
80 70 60 60
100 70 70 80
4 21/VII11/85 0 20 0 10
20 0 0 20
40 0 30 20
60 30 40 40
80 70 40 60
100 20 60 70




SOBREVIVENCI A (%).

e [ . | [ | | | |
7= & 12 18 24 '30 ' 38
- TIEMPO ( hrs.).

FiG. 4._ Curva d2 foxicided del estadio nouplio expussto a la FSC _
on medio renovadls : ‘
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_ _ - o ey s e cmn e . _ o
3 W 4) ant=z la solucidn téxica durants las 2& horas ge las
prusbas, se ve ligeramente abatida por las concentraciones

de 20, 40 v &0 % . Con las soluciones de 20 w 100 % , se&

observa una declinacidn muy acentuada a partir de las 18
horas. Estas splucicnes teducen la schkrevivencia al

finalizar las pruebas hasta valores de 40 y 30 % respectiva-

Los organismos muertos presentarcn una coloracian

negro opaco y se retiraron cada 12 horas al momento de hacer

it}
(i

les cambics de medio. La mortalidad en los recipientes

cocntrol =& mantuvo entre 0 vy 12 %.
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Prebabilidad y e
pendientes (b) se muestran en la Tabla III. Las ecuaciones
de los bioensayos 2, 3 ¥y 4 repressntan rectas con cendien-
tes positivas gue interceptan la ordenada en valores nega-

terceptan entre sl en valores de

+
o
<
n}
]
~
il
L]
e
n
i+
11}
1
i
m
L
b=

coticentracidn cercanhos a 1.88 (Fig. 35). Los tres ajustes

presentan pocos grados de libertad y altos valores de
varianza. La prueba de Chi cuadrada (alfa = 0.03) o
mostrd diferencizas significativas entre lpbs valores expe-
rimentales ¥y los sjustes. El anilisis d2 covarianza muesira
un valor de F = 0.3 con diferencias no significativas a
un nivel de 95 % =ntre las pendientes de las ecuaciones de
regresidn para los tres biocsnsaycs de estadio nauplio.

N




‘TABLA III.- Ecuaciones de regresidn (log. de la concentracidn vs. mortalidad en unidades
Probit ) (Método de Maxima Probabilidad ()J y Andlisis de Covarianza de las pendientes (b)
n.s.= no significativa .

’ SUMA F
BIOENSAYO ECUACION VARIANZA X g.l. b DECUA N =<=0.05 |
DRADOS |
NAUPLIO _
2 Y= -5.45 + 5.39 X 2.72 7.4 n.s. 10 5.39 4.24 12  0.38 n.s.
3 ° Y= -7.05 + 6.23 X 5.84 5.3 n.s. 8 6.32 10.65 10 |
4 Y= -2.94 + 4.16 X 1.73 5.9 n.s. 9 416 1.39 11 |
PROTOZOEA - !
1 Y= 2.27 + 1.51 X 0.44 9.7 n.s. 8 1.51 1.20 10  0.45 n.s.
3 = -1.17 + 3.43 X 0.46 16.2 n.s 12 3.43 1.39 14
4 Y= -7.97 + 7.83 X 6.84 8.4 n.s. 6 7.83 7.29 8




“HORTALIDAD (U. PROBIT).

3754+

6-00——
5.25-
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3.00
2.25+
| .50+
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O 025 030 075 100 1.25 |50 175 200
| CONCENTRACION (LOG.).

FIG.5._ Rectas ajustadas por Andlisis Probit de los_

bloensayos 2,3y 4 del estadio nauplio expuasio a la—
FSC por 38 hrs.
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datos de los b sjustados por Maxima Pro
== obssrva &n la Fig. &. La scuacién de la recta

muestra coeficientes de regresion bastantes simils
ecuacidn no. 2 gue =& pressnta en la Tabla I11.
de éstz recta se estimd el valor de concentracidn

L
it
(a8

logaritmica) gue provoca el S0 % de mortzlid

2.

L8N )

npblacign: m = 1.

M

3.3 - Resultados del =stzdioc protozoea.

]

El estzdio protoczoea musestra wmayor sernsibilidad a la

r+
il

FSC en los bicensayos ecstaticos gue el estadioc de

=

En bajas concentraciones de S ¥y 10 % (v/v) se muestra muy

iy
[
O
o
%

poco efecto,  mientras gue la soluciones d

mortalidades de 50 a 100 % (Fig. 7).

En los bigensayos con medio rencvable {(Tzabla
altas mortalidades al +finalizar 1las pruebas.
concentraciognes (20 ¥y 40 %) s=e ocbserva la mayaor di

HoOS. Coan socluciorness

mn

en la respussta de los organi

L?

y 100 % se alcanzaz la mortalidad total.
£l stecto de la FSC tambigégn =5 svidente a

horss de iniciadas las prusbe=s. En el bicensayo ho.

las 18

2 no hay

csgbrevivencia en soluciones con &0, 80 y 100 % v en el no. 3

enta la mortzslidad total.

[
=
n
w
i
i
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La mortalidad en 1o

1

excepto en el bioernsavo hMo. 2 donde alcanzaé

de 72 % a las 18 hrs, y de 20 % & las 34 hrs..

recipientes control varid
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valores



MORTALIDAD (U.

PROBIT).

8.00——

5.85+4—

450 Y=-5.42+5.43X
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F1G.6._ Recia cjustada de los Diosnsayos 2,3y4 dai_
estadlo ncuplio expussto ala FSC por 36 hrs.



MORTALIDAD (%).
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CONCENTRACION % (v/v).

FIG 7.— Bloonsayo estatico praliminar de 24 hrs. do exposi _
cion a la FSC del estadio protozea.
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TABLA IV.; Mortalidad (%) del estadio protozoea expuesto por 36 hrs, a Ja FSC en medio renovable,

‘BIO_ FECHA CONCENTRACION 0 T A I D A D (%)
ENSAYO (v/v) r é p ic a _
‘ 18 hrs, & 1) 2) 3)  36hrs, 1 2) 3)
1 11/vI1/85 0 10 30 20 10 30 60
20 30 40 60 100 -50 80
40 50 30 40 100 100 100
60 100 80 100 100 100 100
80 100 50 100 100 100 100
100 100 90 60 100 100 100
2 18/VI1/85 0 70 30 20 90 50 80
20 60 70 30 100 50 ad
40 70 70 70 90 100 100
60 100 100 100 100 100 100
£0 100 100 100 100 100 100
100 100 100 100 100 100 100
3 05/VIII/85 0 10 0 0 10 0 10
20 10 10 10 10 10 50
40 10 30 30 40 60 60
60 30 30 e0 70 60 10
80 90 80 &0 100 100 100
100 60 60 80 100 100 100
4 16/VII11/85 0 20 20 0 30 20 10
' 20 20 20 0 10 20 3
40 90 50 70 100 70 90
60 90 80 100 100 100 100
80 100 100 100 100 100 100
100 100 100 100 100 100 100

P i
(




subrevivencia promedio de 1, 3 » 4
A partir de las & horas del inicio de las pruebas 1
vivencia &5 aftectsda por las s can

de 40, &0, B0 ¥y 100 %. A las 24 haoras las soluc
corncertrades de 80 y 100 % han terminado cokn la tot
los o 1izmos v las soluciones de 40 3y &0 % han ak
sobrevivencia hasta a un 15 ¥ 25 % & las 2& horas.

fototropisma positivo

lzs pruebas. La actividad =ze vig disminuida confor
currlia la experimentscidn, hasta permanecer zn el
d= los recipientes y mwmostrar wmortandad a partir d

metodo de HMaxima FProbabil

Lose ajustes por gl
lzs bigensayos no. 1, 3y 4 del sstazdioc protozo
111), muestran ecuacionss de ragkas can pendierntes
entre la2s gue destaca la del bioenszayo No. 4 por
valor (7.83). Fresenta ademas los valores mas

varianza (&.24) v los grados de /libertad menores de
4 3 =

rectas interceptan 1la ordenada  en

negativos, excepio la recta del ajuste no. 1 gue 1

27 (Fig 92)}. En términos gener
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=g nmuestran contrastantes. La no. 4 gxhibe
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dizgnte muy pronunciada mientras gque la no. 1 una st
embhargo, las rectas se cruzan entre sl en valores d
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MORTALIDAD (U. PROBIT ).

il l I | | I

l l ! | i | |
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CONCENTRACION (LOG.).

r1G. 9._ Rectas ajustadus por Andlisis Probli da —
los bisnscyos 1,3y4 del estadio profozea sxpuasto-

a la FSC por 18 hrs.
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tracidn cercsno a1 T ra no
haber scsignificancia sntre los datos de los biosnsayos y los
sjustes., E! AnAlisis de Covarianza con bacse &n las pendien-
tes estima un valor de F = 0.45, resultando no significativo
2 un alfa de 0.03 .

Al igual Qque para el estadio io se trazd una
nusva li: re los de los s I, 3 vy 4
{Fig. 10) de la cual se estimd &l valeor de m = 1.77 comD
=1 wvalor gue causa el 50 % de mortalidad sobre la pobla-

cidh. El nuevo ajuste muestra similitud con la ecuscidn no.

3 que se presentd en la Tabla III.
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Las postlarvas en los bioensayos preliminares muestran
poca sensibilidad a2 la solucidn tdxica. La wmortalidad maxima
alcarnzada s de solo urn 20 % (Fig. 3).

En ic; bicensayos con medio renovable (Tabla Vi, 1a
mortalidad observada aumenta & 30 ¥y 40 % en las soluciones
con las méximas concentraciones. En forma similar a la
respussta del sstadic nauplioc & bajas concentraciones =31

“tw

empleada afectd al 50 % de la poblacién. En forma general,

la mortalidad de este estadio no corresponde 21 aumento en

ntracién de la solucidn FSC.
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MORTALIDAD (U. PROBIT).
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FIG. 10._ Recta ajustada da los biensayos 1,3y 4 dal.
estadlo protozea sxpussto a la FSC por 18 hrs.




_ TABLA V.- Mortalidad (%) de postlarvas expuestas por 48 hrs. a la FSC en medio renovable.

BIO FECHA CONCENTRACION MORTALIDAD (%)
ENSAYO (v/v) réplicas
_ 1) 2) 3)
1 723/VI1I/85 0 0 20 10
. 20 10 20 0
40 ' 10 20 10
60 ) . 30 40 10
80 - 30 10 20
100 _ 30 40 30
2 26/VIII/85 0 - 0 10 10
20 10 20 0
40 10 0 20
60 10 10 0
80 30 60 20
) 100 30 60 20
3 02/1X/85 0 10 0 10
20 10 10 10
40 10 30 20
60 30 30 10
80 10 20 30

100 30 . 30 40




La mertalidad en les recipientes contreol fug msenar o
igual al 10 %. ocs orsznismos durante la sxposicibn  se
mostraron bastante actives y presentaron +frecuentes mudas

sin determinarse el prowmedic por organismo). En =zalgunos
recipientes s&  encontraron organismos muertos en la pared
del recipiente por arriba del nivel de la solucidn de prue-
ba.

Los &ajustes para los datos de los bicensayos se

realizaron por Regresign Linezl Simple. lLas escuacianes

]

1]

ajustadas (Tabla VI) pressntan los menores valores de -
£ P
diente (0.8&6 a2 1.24) v las intercspciones a la gordenada son

cifras positivas y alrsdedor de 2.5. Los valores de varianza

determinzcidn r presenta valores muy pobres de 0.286,; 0.33

postlarva por presentar bajos nivelss de wmortalidad. ESe

sstimd =1 parametro d= Dosis Lstal 15 . de las tres ecua-
Ciones, pbteniendosz cifras muy consistentes 25 y 236 %. La
ecuacidn gue represents la recta con mayor pendisnte posee

los 1limites de confianza mas estrechos y occurre lo inverso

con la ecuacidn con el menor valor de pendignte.




-

TABLA VI.- Regresidn Lineal Simple de estadio postlarva y Dosis %:eta]es 16 a 48 hrs., con
sus limites de confianza (Ls. y Li.) al 952.

‘ 2 . .
BN ECUACION VARIANZA g.1. L Oy Ls. Li.
1 Y= 2.67 + 0.86 X 0.41 12 0.26 -* 35 58 22

2 Y= 2.09 + 1.24 X 0.56 .10 0.33 : - 35 43 29

3 Y= 2.33 + 1.08 X 0.27 13 0.5 “ 36 53 25

gn
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3.5. Dosis Letales g Indices de icidad.

bzs Dosis Letales Mediss (DL 50) y el Indice de Toxi-
idad (IT) zon sus limites de confianza al 95 %, se presentan
n la Tabla VII. La DL 50 menor la exhibes el estadio proto-
os=a con valor de 52.8 % de concentracidn (v/v). El estadio
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TABLA VII.- Dosis Letales Medias (DL50) e Indices de Toxicidad (I.T.) con sus limites
de confianza (Ls. y Li.) al 95%.

a) FSC
ESTADIO Dley Ls. Li. TIEMPO Tl LS. Li.
{ %) - (dias) (v/v)(dias)
NAUPLIO 75.8 80.9 7.5 ‘- 1.5 113.75 121.4 106.6
PROTOZOEA  58.8. 64.6 53.6  ° 0.75 .  44.1 48.5 40.2
b) Naftaleno
_ ESTADIO Dlgg Ls. Li. TIEMPO 1.7, Ls. Li.
(ppm) (dias) (ppm)(dias)
NAUPLIO 0.44 0.50 0.38 1.5 0.66 0.75 0.57
PROTOZOEA  0.23 0.29 0.21 0.75 0.172 0.21 0.15
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=n  s=pnszibilidad pars cada zstadio (Tebla VII a). Mironov
({1969 citado por Anderson, 1979 ) y Katz (1973) reportan el
efecta =zdverso de los hidrocarburos de petrblen sobre la

viabilidad de larvas de crustaceocs, 251 compo lag diferencias
=n  ==hsibilidad entre ecstadios larvarics de un  organismo.

W=lls v Zprague (19768), mencionan la mavor sensibilidad del
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shte hidrocarburos de pstirdlso.

ta baja wmortslidad de los neuplios en los bicensayos
est3ticos preliminares (Fig. 3) nos hace suponer la decli-
nacidn del tdwico por svaporacidn de algunas fracciones
ligeras. Vanderhorst =t al, (1978) al =stablecer un sistema
d= ewxposicisn continuo a 10 €, vreporta una pérdida de
hWidrocarburos d=  aproximadamente un 73 % en 24 horas oy

zl. (1230) del 40 % e2n 12 horas a similaress

cr

Ariderzon =3

raturas.

1]

temp

Al exponer los organismos a una rencovacion de la
solucidgn caeda 12 horas (Tabla II), el aumento en wmortalidad
indica gue 1la seansibilidad del estadio se encuentra en
funcidn del tiempo de exposicién a la F5C. Vanderhorst et
=1, (1278) v Aﬂdefsnn st al., (1780) atirman cbtensr me-
nores valoress de letalidad aguda en sistemas con renovacion
del wmsdio comparados con los detsrminados en los sitemas

estiticos.
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La respuesta del estadio nauplio la F3C (Fig. 4) =
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derota en dos agrupaciones: la primera gue manifiesta morta-
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calculos de letalidad aguda, ya gue sste bioensayo se demorod
en su inicio exponisndo a las larvas a la FSC en periodos
de muda {(transicion de nauplio a protozeoes). Las larvas en
los recipientes de prusba murieron antes de alcanzar el
sstzdio protozoea y algunas otras durante el cambio morfo-
1dgico. Los organismos control alcanzaron el estadio y per-
menecieron vives por algunas horas mds aur sin alimento.
Esto concusrda con lo reportado por Mecklenburg et al.
(1977). Las larvas de cangrejcs y camarches en periodos de
muda han resultado de 1.5 a 8 veces mas sehsibles gue en

intermuda.
Los ajucstes de las ecuaciones se realizaron consideran-

ie libertad. Estos z=tablecieron de acuerdo

8
U]
a
in
1\

da n-2 grad

+z1 d das por biocensay0o,

i

il

concentracionss prob

1]
ot
=
o
=
th
8]
+
(]

]

i
i

con tres réplicas por concentracién (n = 15). Los recipien-

LB



| car ;= 2

|

. =1 de orushsa kema =t
-3 P :




sayps prelimirares v 25 contfirmsdo po les wvaleores de
mortalidad de les bicensayos con renovecion del wmedio (Tabla
LI . La toxicidad de la solucibdn scbre el sstaedio proto-
zoea e refleia =n la wmortalidsd producica desde tewmprahas
horas (Fig. 8), 2 diferencia de lo ocurridoc =n 21 estadio
enteriat

lLe declinascidn en la actividad oe las larvas proio-

gue  permanecieraon eh &1

podria deberse a gue ciertos hidrocarburos producen aneste-
sia w narcosis sn bajas concentracionss {(Botellog 1e7e @l .
Tatem (1974) reporta alteraciones de metabolismo en  larvas
gxpusstas & bajas concentracipres de 0.5 ¥y 0.8 ppm de
hidrocarbures, tales comp mshores consumos de oxlgeno Y
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gue afecta le& soorevivencia en un 40 %,

la afectarn en mayor proporciéh

dltimo las gues producsn mortalidad total
Para estimar la Dosis Letal Media
= utilizd, los valores de mortalidad d
protozoes a las 18 horas. La precicidn
la DL 50 depende =n gran medida de la
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efecto intermedio, es decir, o

-+

mort g=

w

=mpoco =&

o

lidad v
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recipientes donde no
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total. Estes wvalores corresponden teoricamente a valores
Frobit de - a + o (Finney, 1771j Buikena et al., 1982).
Los wvalpres de2 moprtalidsd del biocensayo NMNo. 2, 5=
a2l comprokar la alta mortalidad de los organismos
e los recipientes control (73 %), lo gue refleja una pobre
satud.

Lz=s larvas de camardn =n 2=tadio protozosa sxpusstas a
1a FSC pressntan una amplia variedad de respuesta en las
ditzrentes repsticiones de lpos bicensayos (Tabla IV). A
pesar de esto, 2! Andlisis de Covarianza musstra gue no hay
diterencias signiticativas entre 5U5 pendientes.

ta DL 50 & 18 hrs. se calculd en SB.8 % (v/v). Los
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din. Este podria indicar pgue las postlarvaes de camardn azul
=on mas resistentes a los hidrocarburos de petroleoc, o bien
cus existen otras fracciocnes sun no identificadas (ademas
del nattaleno) en la toxicidad de los aceites

B
|
J
(03]
T
m
f
i
TR

camo ya ha sido susgerido por Tatem =t al. {

casp de P. asziecus.
La comparacion total con otros trabajos resulta  impo-
sible por tratarse de diferentes aceites, difterentes espe-

ciges v sometidos a diferentes condicicones expsrimentales.
lLa relacion entre concentracidn y mﬁrtalidad s5& pre-
5entaA como una recta horizontal paralela al =je de la con-
centracidn cuando la =sclucién no es  lo sufticienter
thxica (Buikema =t al., 12282) . Sszguramente por eso resultan

; : . 2 —
locs hbaios valores de determinzacidn r (Tabla VI) (Zar,

Se calculd el pardmetro de Dosis Letal 1& (DL 16 a

m

48 hrs.) como uvha referencia de la tolerafcia de las post-

entan bastahntes consistentes ¥y

n

larvas. Los wvalocres se pre

)

m

los limites de confiznza se ocbservan muy amplios; debido a
ouse s  trata de uvn parimetro bastante =2lejzdo a2l valor

promedio de la concentracidn.

La estimacién de la DL 50 por exirapolacidn no e=

justifirable porgue podria estimarse un valor gue posible-
mente nunca se alcanzara y los limites de contianza serian
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La Fraccign Scluble de Combustdlso (F3C) en agua

-

tzdios larvales vy post-

ir

produce lstalidad en los e
larvales examinados.

La FSC probada contiene valores de naftitzleno gue
van de 0,15 ppm (sol. 40 % v/v) & C.5 ppm en las
soluciones mas concentradas (100 % v/v).

La Dosis Letal Msedia (DL S0 a 346 hrs.) determinada

1 gstadio larval nauplic es 752.8 % {(v/v) con

m

para

0.44 ppm de rnattaleno.

lLa Depsis Letal Media (DL 50 a 18 hrs.) para el

estadio larval protozosa es 58.8 % (v/v) con .23

ppm de naftaleno.

La Dosis Letal Media para postlarvas no se

slcanzd a las 48 hrs. presentando alta tolerancia

2l téxico para el periodo experimental probado.

Se gstablecieron amplias diferencias en sensibili-
cdad encmntran&ase el siguiente gradiente
decreciente: protozoea, thauplio y por dltimo las
postlarvas guienes resultaron SEr las mas

tolerenies.
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Es necesario continuar realizando
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1

sstudios de

amitacian por hidrocarburcs de petrelec en el Golfo de

California, pussto gue les trabajos realizados son muy

il

ESCEE0S.
Fara e=studios de toxicidad con
contaminante, es imprescindible normalizar

técrnicos como son la forma de exposicidn de

al toéxico vy establecer el mélodo mas

este tipo de

algunos aspectos

los

ocrganismos

adscuado pars

ectzblecer las concentracicnes de hidrocarburos del medioc de

prueba. Esto con el objeto de generar datos que puedan Ser

comparables entre laboratorios de la region.
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A T1 : Caracteristicas fisico-quimicas del combustdleo utilizado en generadores de vapor.
1) Manual de Especificaciones : Superintendencia de Ventas, Pemex.
I1) Analisis del Instituto de Investigaciones Eléctricas (IIE) de la Comisidon Fede-
ral de Electricidad (CFE) .

CARACTERISTICAS 1 ANALISIS TIPICO . METODOS ASTM
Peso especifico a 20/4°C 0.982 D-1298-67
Temperatura de inflamacion 103.0 D- 93-73
Viscosidad F.S. a 50°C Seg. - 510.0 D-  88-56
Azufre total, % en peso 3.3 D- 189-65
Cenizas % en peso 0,32 D- 482-73
Poder calorifico neto, Kcal/Kg 040000 ., seeews
CARACTERISTICAS - 11

Tension superficial 29.87

Gravedad API 12:11

Polar poliarmaticos (% en peso) 30.05 %

Aromaticos : 28,15 %

Saturados ’ 28.05 %

NsTaltenos L 11.89 %




