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Resumen. Se evalud el efecto del petroleo crudo sobre el crecimiento y la
concentracion de clorofila a en las microalgas del nororiente de
Venezuela Tetraselmis sp. (G1), Chaetoceros sp. (Al) y Dunaliella salina
(C1), cultivadas en sistemas discontinuos bajo condiciones controladas de
temperatura (25 + 1 °C), iluminacién (39,0625 pHEm?/s, fotoperiodo
12:12) y salinidad (37 UPS). Los cultivos fueron expuestos por 96 h a
diferentes concentraciones (0, 10, 25 y 50 %) de una fraccién acuosa de
petréleo durante las diferentes fases de crecimiento microalgal. El
crecimiento fue evaluado a las 6, 12, 24, 48 y 96 h mediante el recuento
celular y contenido de clorofila a al inicio, 48 y 96 h. La fraccion acuosa
del petroleo influyo sobre el crecimiento y la concentracidn de clorofila a,
produciéndose una disminucidn significativa y proporcional al incremento
de la concentracion del contaminante. Los mayores efectos se
evidenciaron a partir de la concentracién de 25%, generalmente a las 6 h,
mostrando que Chaetoceros sp. (Al) posee mayor sensibilidad en la fase
logaritmica inicial y Dunaliella salina (C1l) en la fase estacionaria.
Chaetoceros sp. (Al) fue la microalga que present6 los valores mayores
de clorofila a, a las 96 h, en las tres fases de crecimiento, estableciéndose
su méaximo en la fase estacionaria (3,4 £ 0,31 pg/cel al 10%), mientras
que Dunaliella salina (C1) mostré los valores menores de 0,30 + 0,13
pg/cel al 50 % del contaminante a las 96 h en fase estacionaria. El
crecimiento y el contenido de clorofila a de las microalgas evidencian la
sensibilidad al petroleo, lo cual sugiere recomendarlas para analisis
ecotoxicoldgicos de corta duracidn. Recibido: 03 agosto 2007, aceptado:
26 octubre 2007.

Palabras clave. Microalgas, crecimiento, petroleo, Venezuela, prueba
ecotoxicoldgica, Chaetoceros sp., Dunaliella salina.
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INFLUENCE OF CRUDE PETROLEUM ON
GROWTH OF MICROALGAE FROM NORTHEAST VENEZUELA

Abstract. The effect of crude petroleum on growth and chlorophyll a
concentration were evaluated in the microalgae Tetraselmis sp. (G1),
Chaetoceros sp. (Al) and Dunaliella salina (C1) from Northeastern
Venezuela. The microalgae were cultivated in discontinuous systems,
under controlled conditions of temperature (25 + 1 °C), illumination
(39.0625 PEm?%s, photoperiod 12:12), and salinity (37 PSU). The
microalgae cultures were exposed to different concentrations (0, 10, 25
and 50%) of a water-soluble fraction of petroleum for 96 h, during
different growth phases. Microalgae growth was evaluated at 6, 12, 24, 48
and 96 h by cellular count; chlorophyll a concentration was evaluated at
the start of the growth phases, at 48 h, and at 96 h. The water-soluble
fraction induced a significant decrease in growth and chlorophyll a
concentration, and the decrease was directly proportional to the
concentration of the contaminant. Greatest effects were observed starting
at a 25% concentration (generally at 6 h), showing that Chaetoceros sp.
(A1) was most sensitive during the initial logarithmic phase and
Dunaliella salina (C1) during the stationary phase. Chaetoceros sp. (Al)
showed the highest chlorophyll a values at 96 h, in all three phases of
growth, with the maximum at the stationary phase (3.4 £ 0.31 pg/cell at
10%), whereas Dunaliella salina (C1) showed the lowest values (0.30 £
0.13 pg/cell, at 50% contaminant) after 96 h, in the stationary phase.
Because the microalgae showed evident sensitivity to petroleum, we
recommend short term ecotoxicological analyses, using growth and
chlorophyll a content. Received: 03 August 2007, accepted: 26 October
2007.

Key words. Microalgae, growth, petroleum, Venezuela, ecotoxicological
test, Chaetoceros sp., Dunaliella salina.

INTRODUCCION

El medio acuético, y en especial el marino, es uno de los ambientes mas
expuestos a los contaminantes, debido a que las descargas terrestres, acuatico-
terrestres 0 atmosféricas, tienen como receptaculo final el mar. En estos
sistemas el principal componente es el fitoplancton, por lo que un cambio,
cualitativo o cuantitativo podria repercutir drasticamente en el medio (Walsh
et al. 1987).

La realizacién de bioensayos o pruebas de toxicidad para determinar el
efecto de compuestos antropogénicos, son actividades importantes en el
proceso de evaluacion de los riesgos ambientales, debido a la accién de
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sustancias quimicas, efluentes y desechos de la actividad del hombre (Warren
1971, Sanchez y Vera 2001). Durante un derrame de petréleo, algunos de sus
componentes permanecen inalterados en el medio marino, siendo dispersados
y a la vez consumidos y bioacumulados por el plancton, pasando de esta
manera a otros niveles tréficos hasta llegar a los organismos benténicos que
también los pueden bioacumular, o bien van a los sedimentos, permaneciendo
alli por largos periodos, ya que la transformacién y degradacion del petréleo es
lenta. En este contexto algunos de sus componentes, por ejemplo metales
pesados, cuando son expuestos al fitoplancton a concentraciones elevadas,
pueden inhibir el crecimiento y producir cambios morfoldgicos y fisiologicos
que tienen como consecuencia una menor capacidad de respuesta de las
poblaciones al ambiente, afectando a la cadena trofica (Walsh et al. 1987;
Visviki y Rachlin 1994).

Los efectos toxicos de los hidrocarburos del petréleo al fitoplancton
marino son determinados generalmente comparando tasas de crecimiento y
actividades fotosintéticas en cultivos del fitoplancton expuestos a dicho
hidrocarburo con un control no contaminado. De esta manera, las pruebas de
toxicidad con especies fitoplanctonicas representan una herramienta esencial
para la validacién del potencial tdéxico de compuestos. En este sentido,
estudios relacionados con el efecto del petr6leo sobre las microalgas pueden
aportar, ademas de conocimiento, informacion de mucha importancia en el
area de ecotoxicologia, la cual permitiria evaluar y predecir posibles dafios
causados por eventualidades asociadas a las actividades petroleras. Debido a
las crecientes actividades antropogénicas en la zona nororiental de Venezuela,
relativa a hidrocarburos, se plante6 evaluar el efecto del petrleo en
microalgas autdctonas del nororiente de Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Las microalgas utilizadas: Tetraselmis sp. (G1) obtenida del Golfo de
Cariaco (10°26’N y 63°38’0) y Chaetoceros sp. (Al) aislada de la Peninsula
de Araya (10°37°’N y 64°17°0), ambas localidades del estado Sucre, y
Dunaliella salina (C1) aislada de las salinas de Coche, estado Nueva Esparta;
corresponden a cepas autoctonas del nororiente de Venezuela, pertenecientes
al cepario de microalgas del Laboratorio de Acuicultura del Instituto
Oceanografico de Venezuela de la Universidad de Oriente (I0V-UDO).

Para la realizacion de los experimentos, las microalgas se aclimataron y
cultivaron en el medio Algal con concentracion de 8 mmol/L de nitrato
(Fébregas et al., 1984) bajo condiciones controladas de temperatura (25 + 1
°C), iluminacién (39,0625 pEm?/s, fotoperiodo 12:12) y salinidad (37 UPS).
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Los cultivos se realizaron por triplicado, de forma discontinua, utilizando
envases de vidrio de 2 L de capacidad con 1,5 L de agua de mar filtrada (papel
Whatman GF/C 0,45 pm), esterilizada en autoclave y fertilizada con el medio
Algal con 8 mmol/L de nitrato. Los cultivos se agitaron manualmente dos
veces al dia. Cuando los cultivos alcanzaron las diferentes fases de crecimiento
(logaritmica inicial, logaritmica final y estacionaria) se procedi6 a extraer
muestras para ser sometidas a diferentes concentraciones (0, 10, 25 y 50 %) de
la fraccién acuosa del hidrocarburo Mesa (PDVSA, Linea 26, Troncal 54:
petr6leo mediano con grado API 30,5).

La fraccion acuosa del petréleo se obtuvo mediante la combinacion de
100 mL del hidrocarburo con 900 mL de agua de mar filtrada y esterilizada
con el mismo tratamiento para los cultivos, manteniéndola en agitacion
constante durante 24 h a 25 °C; posteriormente, la mezcla se coloc6é en un
embudo de separacion para obtener asi la fraccion hidrosoluble siguiendo las
recomendaciones en Nascimento et al. (2002).

La obtencion de las células microalgales se logr6 a través de la
centrifugacion de 100 mL de muestra de los cultivos (3000 rpm/10 min), a los
cuales se les afiadid 200 mL de agua de mar filtrada y esterilizada para el
tratamiento control (0 % de contaminante), 180 mL de agua de mar y 20 mL
de la fraccion acuosa para obtener el tratamiento de 10 % de fraccion acuosa, y
de igual manera 150 mL y 100 mL de agua de mar con 50 y 100 mL de la
fraccion acuosa del petréleo, respectivamente, para obtener la concentracion
de 25 y 50 % del contaminante. A todos estos tratamientos se les suministro
los nutrientes del medio algal equivalentes a 200 mL.

Para la evaluacion del efecto de las diferentes concentraciones del
petrleo sobre los cultivos, se determin6 la densidad celular, mediante el
recuento de las microalgas utilizando un microscopio dptico y una camara de
Neubauer, a partir de muestras de 0,5 mL de cada réplica a las 6, 12, 24, 48 y
96 h del experimento. En funcién de minimizar el error generado por la
variabilidad del namero celular de las réplicas, la evaluacion se establecio
transformando los datos en porcentaje de incremento o decrecimiento celular
con respecto a la densidad inicial de cada réplica. De igual manera, se tomaron
muestras de 5 mL al inicio de la exposicion al contaminante, a las 48 'y 96 h de
cada réplica para determinar la concentracion de clorofila a, mediante el
método de Jeffrey y Humphrey (1975).

Para evaluar la influencia de la fraccion acuosa del petroleo sobre las
microalgas, debido a las evidentes diferencias en el tiempo, se aplicé un
analisis de ANOVA multifactorial para los resultados de crecimiento y



Vol. 41, 2007] Efecto del Petr6leo Crudo sobre Microalgas 475

clorofila a, en cada uno de los tiempos de exposicidn, siendo los factores la
especie, la fases de crecimiento y la concentracion de la fraccion acuosa del
petroleo. En cada uno de los factores que resultaron con diferencias
significativas (P < 0,05) se realiz6 un analisis a posterior de Scheffé para
establecer diferencias entre los tratamientos. Previo a estos andlisis, se evalud
la normalidad y homegeneidad de varianzas siguiendo las recomendaciones en
Zar (1984).

RESULTADOS

La Figura 1 muestra los porcentajes de las densidades celulares de las
microalgas analizadas durante los tiempos de exposicion a diferentes
concentraciones de la fraccion acuosa de petrdleo en tres fases de crecimiento
(logaritmica inicial, logaritmica final y estacionaria). En casi todos los tiempos
de exposicion del contaminante, todos los factores mostraron diferencias
significativas (P < 0,05), con interacciones entre ellos, debido a las diferentes
respuestas en las condiciones dadas, a excepcion de las distintas especies a las
6 h en las que no se encontrd interaccion significativa de las fases de
crecimiento y las concentraciones del contaminante.

Durante la exposicion al 10 % del contaminante, Dunaliella salina (C1) y
Tetraselmis sp. (G1) en la fase logaritmica inicial, Tetraselmis sp. (G1) en la
logaritmica final y Tetraselmis sp. (G1) y Chaetoceros sp. (Al) en la
estacionaria, mostraron incrementos con respecto a la densidad inicial,
sugiriendo, efectos subletales a dicha concentracion. Dunaliella salina muestra
los méas elevados incrementos en la fase logaritmica inicial; sin embargo, los
mayores decrecimientos en la fase estacionaria. Chaetoceros sp. (Al) presenta
un comportamiento contrario.

Los efectos letales de la fraccion acuosa del petréleo se hicieron evidentes
a partir de la concentracion de 25 %, y generalmente a las 6 h. A pesar de las
maultiples respuestas en las densidades celulares de las microalgas durante las
fases de crecimiento en las distintas concentraciones del contaminante, se
observo un patrén similar en todos los cultivos con 10 y 25 % de la fraccion
hidrosoluble. Caso contrario ocurri6 a 50 % en donde se evidencid una notable
disminucion de la densidad inicial, que alcanza el 50 % en casi todos los
tratamientos y la posterior estabilizacion de la densidad, particularmente en
fase estacionaria. Las respuestas en cada uno de los tratamientos muestran una
mayor sensibilidad al contaminante de Tetraselmis sp. (G1) y Chaetoceros sp.
(A1) en la fase logaritmica inicial y de Dunaliella salina (C1) en la fase
estacionaria.
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Figura 1. Efecto de la exposicidn de diferentes concentraciones de fracciéon acuosa de
petréleo sobre el crecimiento en fase logaritmica inicial, fase logaritmica final y fase
estacionaria de Tetraselmis sp. (G1), Dunaliella salina (C1) y Chaetoceros sp. (Al).
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La Figura 2 muestra el contenido de clorofila a de las tres microalgas
analizadas en las tres fases de crecimiento durante el tiempo de exposicion a la
fraccion acuosa del petroleo. El analisis de varianza aplicado a las diferentes
tiempos de exposicion del contaminante (0, 48 y 96 h) para cada una de las
fases mostraron diferencias significativas (P < 0,05) con interacciones entre
las especies y concentracion.
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Figura 2. Efecto de la exposicion de diferentes concentraciones de fraccion acuosa de
petréleo sobre el contenido de clorofila a en fase logaritmica inicial, fase logaritmica
final y fase estacionaria (C) de Tetraselmis sp. (G 1), Dunaliella salina (C1) y
Chaetoceros sp. (Al).
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Aungue existe variabilidad de respuestas en las microalgas expuestas a los
distintos tratamientos, la tendencia fue a una disminucién de la clorofila a con
el aumento de la concentracion del contaminante; incluyendo a las 0 h, lo que
muestra un efecto instantaneo en las microalgas. Este efecto, se revela con
mayor claridad en la fase estacionaria.

En todos los tratamientos la cepa Chaetoceros sp. (Al) presentd los
valores mayores de clorofila a, particularmente a las 96 h, en las tres fases de
crecimiento, por ejemplo la exposicion al contaminante al 10 % mostré valores
de 2,89 £ 0,23 pg/cel en la fase logaritmica inicial y de 3,42 + 0,31 pg/cel en la
fase estacionaria. Tetraselmis sp. (G1) y particularmente Dunaliella salina
(C1) en la fase estacionaria, muestra los menores valores de 0,30 £ 0,13 pg/cel
a la exposicion del 50% del contaminante a las 96 h.

DISCUSION

El crecimiento de las especies analizadas fue afectado negativamente por
las distintas concentraciones de fraccion acuosa de petréleo Mesa (PDVSA,
Troncal 54, Linea 26) en comparacion con el control, puesto que, al aumentar
las concentraciones de la fraccion acuosa, el nimero de células iniciales
disminuy6 con respecto al control en las tres fases de crecimiento.

De forma general, las respuestas de las algas al petréleo se hicieron
evidentes a las 6h, en los tratamientos con concentraciones mayores al 10% de
la fraccion acuosa del petréleo; posterior a las 6 h los cambios no fueron
notables.

En la exposicién al 10 % del contaminante, Dunaliella salina (C1) y
Tetraselmis sp. (G1) en la fase logaritmica inicial, Tetraselmis sp. (G1) en la
logaritmica final y Tetraselmis sp. (G1) y Chaetoceros sp. (Al) en la
estacionaria, mostraron incrementos de la densidad inicial, sugiriendo, poco
efecto a dicha concentracidn. Fabregas et al. (1984) muestran poco efecto e
inclusive una estimulacion del crecimiento en Tetraselmis suecica con
experimentos utilizando bajas concentraciones de hidrocarburos; de esta
manera, la fraccion soluble del petréleo, podria suplir elementos favorables al
crecimiento, los cuales a elevadas concentraciones se vuelven toxicos. Los
resultados no evidencian esta hip6tesis, ya que las tasas de crecimiento a la
exposicion de la fraccién soluble fueron menores que las de sus respectivos
controles (sin exposicion al hidrocarburo). Estudios de la influencia de
hidrocarburos a concentraciones subletales, con un analisis de la composicion
de los mismos y su efecto en el crecimiento y la fisiologia de microalgas son
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necesarios para dilucidar la hipétesis antes sefialada. Por otra parte,
Chaetoceros sp. (A1), muestra un leve incremento en la fase estacionaria y
decrecimiento en la fase logaritmica inicial. Estos resultados indican
variabilidad en la respuesta, al menos en concentraciones bajas o subletales del
petrdleo de las diferentes algas.

El efecto de mayor sensibilidad de Dunaliella salina (C1), probablemente
se debe a que las especies del género Dunaliella no poseen pared celular como
las otras microalgas, lo cual permitiria que la fraccion acuosa del petréleo
causara dafios directos en las membranas celulares o bien una desorganizacion
en el equilibrio osmotico celular, facilitando la entrada del téxico a las células
como lo indica Nechev et al. (2002) en experimentos con exposicién de diesel
en microalgas. Todo esto sugiere que la respuesta a los toxicos asociados a
hidrocarburos pueden ser especificos dependientes; en este sentido, estudios
realizados con algunas especies de microalgas han demostrado que éstas
presentan una respuesta diferente a hidrocarburos de petréleo (Semple et al.
1999, Al Hasan et al. 1994, 1998, 2001).

Las respuestas en cuanto a la disminucion del crecimiento fue mas
evidente en la fase estacionaria, lo cual muestra menor condiciéon de las
microalgas en dicha fase. Evidentemente, en la fase estacionaria, los nutrientes
son limitantes y las células como estrategia adaptativa entran en un estado de
mantenimiento fisioldgico, el cual condiciona mayor sensibilidad (Abalde et
al. 1995). Si bien esta fase podria ser adecuada para realizar pruebas
toxicoldgicas con mayor conservacion en cuanto a la proyeccion de efectos
ambientales, las variaciones por efecto del petréleo en este trabajo no fueron
notablemente diferentes con respecto a las otras fases, ademas de ser un estado
menos comin al que podriamos encontrar en la naturaleza acuética, debido a
la libre disponibilidad de nutrientes. Un factor adicional, para no considerar a
microalgas en esta fase como adecuada para pruebas toxicoldgicas, lo
representa el mayor tiempo en que tardan los cultivos en alcanzar a dicha fase,
en este estudio 10-11 dias, lo cual no mostraria una respuesta acorde a la
celeridad en analizar cualquier evento de toxicidad. Tomando ello en cuenta y
la similitud de respuestas, en la fase logaritmica inicial y final, entre 3 y 4 dias
para las diferentes microalgas utilizadas (obviando la fase de adaptacion
inicial), el uso de microalgas en la fase logaritmica es recomendable. Por otra
parte, durante esta fase las células deben encontrase en éptimas condiciones
fisioldgicas, relativas a su reproduccion, por lo que se puede asegurar que el
efecto del toxico es extrapolable a la naturaleza.
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Los resultados de disminucion del crecimiento por efectos del petréleo,
son similares a la inhibicién o disminucion del crecimiento en microalgas
(Isochrysis sp., Scenedesmus quadricauda, Anacystis nidulans, Selenastrum
capricornutum, Chlorella vulgaris, Oocystis sp., Chlamydomonas reinhardti)
ante fracciones acuosas de petréleo y otros derivados (Gaur y Kumar 1981,
Tukaj 1987, Liebe y Fock 1992, Ansari et al. 1997). De igual manera se
encontr6é poco efecto del contaminante a concentraciones bajas (10 %) como
en el caso de otras microalgas como Tetraselmis suecica, Dunaliella
tertiolecta, Thalassiosira pseudonana (Gordon y Prouse 1973, Fabregas et al.
1984, Guerra-Martinez et al. 2004) vy particularmente cianobacterias
(Synechocystis minuscula, Limnothrix sp., Agmenellum quadruplicatum), las
cuales se muestran resistentes a concentraciones mayores y en muchas
ocasiones los componentes del petréleo pueden servir como nutrientes para su
crecimiento (Batterton et al. 1978, Silva 1989, Morales-Loo y Goutx 1990,
Bricefio 2004). Estos resultados muestran que las cianobacterias son mas
tolerantes que las microalgas eucaritticas al efecto de las fracciones solubles
de crudos, lo cual les confiere a las microalgas una mejor selectividad para
pruebas toxicoldgicas.

Otro efecto de la fraccion soluble del petréleo sobre las tres microalgas
estudiadas fue la disminucién en el contendido de clorofila a por célula,
generalmente con una disminucién en mas del 20 % en los tratamientos con 50
% de fraccion soluble con respecto al control. En las tres microalgas hubo una
tendencia de disminucion de la clorofila a al incrementar la concentracion del
contaminante, lo cual muestra un efecto en los procesos fotosintéticos. Esta
disminucidn fue evidente a los pocos minutos (1 a 5: periodo que dur6 la toma
de muestras) de haber tomado las muestras iniciales (equivalentes al tiempo 0
h), indicando que el efecto tdxico sobre las microalgas fue instantaneo. Estos
resultados estan acorde con Corner (1978) quien demostrd que diversos crudos
tienen efecto directo en los niveles de clorofila a. Esta observacién permite
soportar la hipdtesis que el mayor efecto pudo ocurrir en las primeras 6 h de
exposicion al contaminante, dada por los efectos observados en la densidad
celular. En todo caso, se recomienda la observacion de los efectos en las
microalgas entre las 0 y 6 h, en funcion de verificar la hipGtesis antes sefialada.
El obtener una respuesta rapida de las microalgas al efecto del contaminante,
como se muestra en nuestros resultados, sugiere un cambio de protocolo en la
pruebas de toxicidad con microalgas, antes de las 96h establecidas por otros
investigadores (Esclapés 1999, Aidar et al. 2002), disminuyendo costos y
generando decisiones con mayor celeridad en los demandantes de las pruebas.
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Otros estudios muestran también una disminucion de la cantidad de
clorofila a cuando son expuestos a hidrocarburos, tanto en microalgas
eucaridticas tipo Scenedesmus y Dunaliella tertiolecta (Tukaj 1987, Guerra
Martinez et al. 2004) como en cianobacterias tipo Limnothrix sp. vy
Synechocystis minuscula (Bricefio 2004).

El efecto tdxico del crudo y de refinados al parecer interfiere méas en la
cadena transportadora de electrones que en la molécula de clorofila en si. La
disminucién del contenido de clorofila a y del pico de pigmentos asociados a
glucolipidos y monoglicéridos en Asterionella glaciales, Rhodomonas lens y
Dunaliella tertiolecta parece estar relacionado con el dafio de la estructura de
los cloroplastos y la inhibicién de la biosintesis de clorofila (Morales-Loo y
Goutx 1990).

Los resultados de la presente investigacion muestran que las microalgas
son afectadas, en cuanto a crecimiento y clorofila a, particularmente antes de
las 6 horas de exposicidn a la fraccion acuosa de petroleo, siendo la microalga
Dunaliella salina la que mostré mayor sensibilidad a esta fraccion.
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