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Resumen

Se evalu6 la toxicidad de un aceite contaminado con bifenilos policlorados
contemplando dos escenarios distintos: alta y baja dispersion. Para esto se emple6 como
indicador la microalga de agua dulce Scenedesmus dimorphus. Los resultados indican
que el aceite contaminado posee una toxicidad 192 veces mayor cuando se promueve su
dispersion. Las pruebas de laboratorio indican que los procedimientos de dispersion

quimica no parecen ser recomendables en eventos de derrames.

Abstract

Toxicity of PCB” s contaminated oils to freshwater algae Scenedesmus dimorphus
was analyzed considering two situations: high and low dispersion. The results indicates
that contaminated oils are 192 times more toxic when they are dispersed. Therefore, for
events where PCB”s contaminated oils are spilled, chemical dispersion procedures are

not recommended.

Introduccién

Los bifenilos policlorados (BPC) forman parte de la lista de contaminantes
organicos persistentes del Convenio de Estocolmo [1], ademas de ser considerados
contaminantes prioritarios por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
de América (EPA-USA) debido a su alta toxicidad, gran persistencia en el ambiente y
baja degradabilidad [2].

Dichos organoclorados fueron sintetizados por primera vez en 1881 y producidos a
escala industrial entre 1929 y 1993. Debido a su gran estabilidad, fueron usados como
biocidas en aceites lubricantes, fluidos hidraulicos, agentes de transferencia de calor y de
aislamiento, aditivos en plasticos, adhesivos, retardadores de fuego, pesticidas,
cobertores de cables eléctricos, aditivos de pinturas y en papel sustituto del papel
carbéon. En Venezuela, una de sus mayores aplicaciones fue la de aislante eléctrico de

transformadores, muchas veces mezclado con aceites dieléctricos.
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Los productos comerciales de BPC recibieron distintos nombres tales como

Aroclor, Clophen, y Santotherm y estaban constituidos por mezclas de hasta 50
congéneres. Se estima que durante este periodo se generaron 1,5 millones de toneladas
[3].

A partir de la década de los setenta se comprobd su alta toxicidad y persistencia
en el medio ambiente, lo que generé un decaimiento en su produccion asi como la
organizacion de camparfias de evaluacion de BPC en distintas matrices ambientales tales
como agua, suelo, biota y particulas suspendidas en aire, entre otros.

Estudios previos han comprobado su elevada dispersiéon en el medio ambiente
asociados a la materia suspendida que viaja a través de los cuerpos de agua, lluvias y
otras fuerzas fisicas, ademas de su bioconcentracién y magnificacion en distintos niveles
de la cadena tréfica [4].

A pesar de que actualmente se detuvo la produccién de BPC, a nivel mundial adn
se mantienen equipos en uso, inventarios de pasivos y ecosistemas impactados.
Venezuela no escapa de esta realidad y por eso se hace necesario investigar sobre como
mejorar la gestion de estos desechos en caso de un eventual derrame.

El interés de la comunidad cientifica en la evaluacion ecotoxicoldgica de dichos
organoclorados sigue vigente [5, 6]. Se han realizado muchos estudios sobre la toxicidad
de los BPC en sus formas comerciales puras, pero muy pocas evaluaciones han incluido al
aceite dieléctrico contaminado.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la toxicidad en agua dulce de un aceite de
transformador contaminado con BPC en dos escenarios distintos: alta y baja dispersion

quimica, mediante el método OECD 201 utilizando la microalga Scenedesmus dimorphus.

[7]
Materiales y Métodos
Se empledé como bioindicador una cepa de Scenedesmus dimorphus, aislada en

Barquisimeto, estado Lara [8], cultivada en el laboratorio en medio EPA (EPA, 2002) [9].
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La sensibilidad del bioindicador se evalu6 mediante una referencia de dicromato

de potasio con 99% de pureza, marca J. T. Baker y un patron comercial de 2000 mg/L
de Aroclor 1242 en metanol suministrado por ChemService.

Para los ensayos de toxicidad se empled una mezcla de aceite de transformador,
compuesta por 50% de aceite dieléctrico y 50% de una mezcla de los aroclores 1242,
1248, 1254 y 1260 y clorobencenos. El aceite contaminado se evalué de dos formas:
alta y baja dispersion para simular dos posibles escenarios en el ambiente. La dispersion
del aceite se realiz6 empleando n-hexano.

Para determinar la toxicidad se emple6 el método OECD 201 que consiste en la
evaluacion de la inhibicion del crecimiento de cultivos de algas expuestos a distintas
concentraciones de la mezcla de bifenilos policlorados en aceite de transformador con
respecto a cultivos control sin exposicion a los BPC.

2.1. Andélisis quimico:

Se realizd la caracterizacion quimica del aceite dieléctrico contaminado con los
BPC y de los medios de exposicion de alta y baja dispersion. Para todas las muestras se
realizé un proceso de purificacion empleando como fase estacionaria florisil, mediante el
procedimiento descrito en el método EPA 3620C [10]. Para los medios de exposicion,
se realizd la separacion fisica de las fases y la posterior extraccion de los compuestos
organicos siguiendo el procedimiento 3510C EPA [11]. El analisis quimico se llevo a cabo
mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas segun el método
8270 EPA para determinacion de semivolatiles [12].

2.2. Preparacion de las soluciones de exposicion para los ensayos de referencia con
cromo (VI):

A partir de una solucion nominal de 1000 mg/l de cromo (VI) preparada a partir

de K,Cr,0; y agua destilada. Se prepararon cinco concentraciones distintas en medio de

cultivo.
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2.3. Preparacion de los medios de exposicion para los ensayos de referencia con aroclor

1242:

Se prepararon cinco distintas concentraciones en el medio de cultivo colocando el
volumen necesario del patron de aroclor sobre cada fiola y permitiendo la evaporacion
total del metanol previo a la colocacion del medio de cultivo. Cada uno de los medios de
exposicion se sometié a 80 r.p.m. de agitacion durante 4 horas a 25°C.

2.4. Preparacion de los medios de exposicion para los ensayos de baja y alta dispersion:

Para los medios de baja dispersion se diluy6 el aceite contaminado en aceite no
contaminado, empleando este ultimo como diluente; a partir de esta solucion se
prepararon cinco distintas concentraciones segun el siguiente procedimiento: se coloco
un volumen dado de la mezcla de aceite y aroclores en cada fiola permitiendo la
evaporacion total de los clorobencenos previo a la colocacién del medio de cultivo. Cada
uno de los medios de exposicién se sometié a 80 r.p.m. de agitacién durante 24 horas
con una temperatura promedio de 28°C. Para la preparacion de la mezcla de alta
dispersion e empled n-hexano como diluente. El resto del procedimiento fue similar al
descrito para la mezcla de baja dispersion. Se prepararon controles de s6lo medio de
cultivo, medio de cultivo y aceite dieléctrico y medio de cultivo y hexano.

2.5. Ensayos de exposicion:

Para los ensayos de exposicién se sembré 1 ml de medio con una densidad de

Scenedesmus dimorphus de 10 * cel/ml en cada uno de los medios de exposicién y

controles. Las condiciones para los ensayos de exposicion se muestran en la Tabla 1.

Resultados y Discusion
3.1. Ensayos de referencia:

Tal como se muestra en las tablas 2 y 3 respectivamente, los ensayos de
referencia indican que la especie Scenedesmus dimorphus posee muy buena sensibilidad
frente a un toxico inorganico como el cromo hexavalente y al patron comercial de BPC

Aroclor 1242.
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3.2. Ensayos de exposicion

En la Tabla 4 se observa que en la evaluacion del aceite de transformador
contaminado con BPC, la toxicidad aumenta 192 veces al ser dispersado por un solvente
organico como hexano. Los controles con y sin solvente (hexano o metanol) muestran
incrementos en las densidades celulares de acuerdo a la norma OECD. No se evidencian
efectos por adicion del solvente en las tasas de crecimiento instantaneas (1) (Tabla 5).
En la figura 1 se muestran los cromatogramas relativos a 10 mg/l de los aceites
contaminados con bifenilos policlorados previo a su interaccion con el medio acuoso. En
la misma se observan 2 clorobencenos, que por ser volatiles se eliminan durante la
preparacion de las fracciones acuosas. En la figura 2 se observan los cromatogramas
correspondientes a los ensayos de baja y alta dispersion. En ambas muestras se aprecian
los mismos bifenilos policlorados. Sin embargo, se puede ver que para el ensayo de alta
dispersion la abundancia de los bifenilos es mucho mayor que para el ensayo de baja
dispersion. Esto demuestra que el uso de solventes durante la preparacion de los medios
de exposicién promueve la migracion de los BPC hacia la fraccién acuosa probablemente

en forma de suspension.

Conclusiones

1. La microalga de agua dulce Scenedesmus dimorphus se cultivé facilmente en
condiciones de laboratorio empleando el medio EPA.

2. Scenedesmus dimorphus presentd una excelente sensibilidad al Cr (VI), lo que indica
que puede ser utilizado como indicador de toxicidad en ambientes de agua dulce.

3. Scenedesmus dimorphus presentdé una sensibilidad para el Aroclor 1242 similar a la
reportada en la bibliografia empleando otras especies de algas.

4. El aceite contaminado con BPC posee una toxicidad 192 veces mayor cuando es
dispersado por el hexano. Esto indica que frente a un derrame accidental de este

producto no debe utilizarse ningln agente dispersante.
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Tabla 1 Condiciones para la ejecucion de los ensayos de exposicion de
microalgas Scenedesmus dimorphus al aceite de transformador contaminado
con BPC y controles

Parametro Condicién
Temperatura (25 +/- 2) °C
Tipo de luz Fluorescente

Fotoperiodo e intensidad
Envases de prueba

Volumen de exposicion

N° de réplicas por concentracion

Agua de dilucion
Duracién del bioensayo
Tipo de ensayo

Efecto medido

Luz continua, 8000 lux

Fiolas de 125 ml

100 ml

3

Medio de cultivo

72 horas

Estatico sin renovacion

Crecimiento poblacional (ECso)

Tabla 2 Sensibilidad de algunas microalgas de agua dulce al cromo (V1)

ECso (Mg/l) Intervalo (p<0,05)
Referencia
Scenedesmus dimorphus 0,33 (0,33-0,34)
Este estudio
Scenedesmus subspicatus 0,53 (0,2-0,8) 1SO, 2004 [13]
Selenastrum capricomutum 0,84 (0,6-1,0) 1SO, 2004 [13]
Chlorella pyrenoidosa 1,6* - Horesic & Balogh, 2002 [14]

* Concentracion efecto 50 a las 96 h

Tabla 3 Sensibilidad de algunas microalgas de agua dulce al Aroclor 1242

Intervalo .
Efecto (ng/1) (p<0,05) Referencia
Scenedesmus dimorphus ECso 97,5«  (88,7-100) Este estudio
Selenastrum capricomutum ECso 43,8 - Mayer et al., 1998 [15].
. Inhibicién del Hawes et al.,
Clorella pyrenoidosa crecimiento 100 - 1976 [16].
Euglena gracilis Inhibicion del 1000 - Bryan & Olaffson, 1978 [17].

crecimiento
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Tabla 4. Sensibilidad del Scenedesmus dimorphus a la mezcla de aceite de
transformador contaminado con BPC y aroclores segun su dispersion

ECso™ (Hg/1)

72 h NOEC** LOEC*** \/CHH*x Clasificacion
Intervalo (na/) (na/l) (na/l) GESAMP 2002 [18]
(p<0,05)
Aceite d_e transforma_ldor 19.200 10.000 100.000 31.6 Moder’ad_amente
contaminado poco disperso téxico
Aceite de transformador 102 50 100 70,7 Altamente t6xico
contaminado disperso
Aroclor 1242 97,5 50 100 70,7 Altamente téxico

*  Concentracion efecto 50 a las 72 h método Spearman-Karber
**  Concentracién de efectos no observados

*** Concentraciéon menor de efectos observados

**** Valor critico o concentracion maxima permisible

Tabla 5. Tasas de crecimiento instantaneas obtenidas en los controles de los
ensayos para la evaluacién de la toxicidad de las mezclas de aceite dieléctrico
no contaminado, aroclores y cromo hexavalente

Factor de
incremento de (cél/ml/h)
densidad celular en 72 h In (densidad final — densidad inicial
72 h

Norma OECD 201 > 16 -
Aroclor 1242

Control sin metanol 22,10 0,0400

Control con metanol 36,14 0,0498
Aceite dieléctrico puro poco disperso

Control sin aceite 79,37 0,0608

Control con aceite 64,55 0,0579
Aceite dieléctrico puro disperso

Control sin hexano 58,51 0,0567

Control con hexano 55,43 0,0557
Cromo hexavalente

Control 52,38 0,0550
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Fig. 1 Cromatograma para los bifenilos policlorados extraidos de la matriz de
aceite contaminado con BPC™ s.

sofuRyiguo|cedaH ap BUaF

BOJIUSHGOID|IEXSH S0 BUDT

e Rmma

SO|URYYOI0|IEUS S 8P BUOT

S0|Uayqo.Io0|JBIE | ap BUOY

|,

3h
Tiempo (minutos)

~ [®
S0USOUBGDI0|Y A SOJIUSJIGOIDIDI] 3P BUOZ [
B
aUaIUagoIn|D I
[1a
oUBILBGOID|D
IIIIérIIrIIIII[IIIE1IIIr'I TTrTTTT TR TeETTTeET T
o g
E|aUEpUINgy

RETEL Sertox © Copyright 2003




revista de toxicologia an linea
Fig. 2 Cromatograma de la fraccién acuosa para los bifenilos policlorados en
baja y alta dispersion (a) y (b) respectivamente
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