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RESUMEN

Muysidopsis bahia es una especie utilizada extensivamente en bioensavos de toxicidad
aguda y cronica en la evaluacion de fluidos de perforacion o sus componentes por la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) v recientemente por parte del Instituto
Mexicano del Petroleo ya que es una especie de alta sensibilidad a contaminantes ambientales y
ademas se distribuye en nuestro Pais. En éste trabajo se empleo a dicha especie para evaluar un
fluido de perforacion base agua y recortes, generados de la perforacion del mismo pozo. a
diferentes profundidades de operacion. De acuerdo a los resultados de las pruebas agudas
ninguna de las muestras evaluadas presentaron valores por debajo del criterio de la USEPA que
se utilizo. el cual indica que una mucstra es toxica si el valor de CLs; es igual o menor al 3%+ de
la fase evaluada. Independientemente a este criterio, las muestras presentaron una tendencia al
aumento de su toxicidad con respecto a la profundidad. Siendo la de menor toxicidad el lodo de
entrada M2(usado entre 850-900m) con 15.26% y el mas toxico el lodo de salida M5
(profundidad de 1950-2000m) con un valor de 5.96%. El gradiente de toxicidad que se obruvo
fue: LEMS5>LSM6>LSM4>LEM3>LEMI>LSM2. En el caso de los recortes. se presentaron
valores de CLsy desde 8.43% a 29.59%. lo que indica que son menos toxicos que los lodos. El
gradiente de toxicidad en los recortes fue: RII>RIII>RI y no se observo relacion con respecto al
aumento de la profundidad. De cualquier modo. tanto los lodos como recortes carecen de
toxicidad aguda de acuerdo al criterio sefialado del 3% o menor.

En cuanto a las variables evaluadas en la parte de toxicidad cronica se observo que existen
afectaciones principalmente en talla, peso y produccion de juveniles en las pruebas realizadas con
concentraciones subletales de los lodos. En el caso de los recortes, solo se presento afectacion en
el recorte RII en la supervivencia de los organismos expuestos. Se asume que las diferencias
entre lodos v recortes se deben a que éstos ultimos presentan solo una parte de lodo impregnado.
por lo que hay menor cantidad de particulas suspendidas potencialmente biodisponibles que
afecten al organismo en sus procesos biologicos durante un periodo de exposicion prolongado. lo
contrario. sucede con el fluido 6 lodo de perforacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos no se puede decir que una caracterizacion toxicologica a
nivel agudo indique que cierto compuesto o material, como en este caso los lodos y recortes de
perforacion. pueda cumplir con el precepto de ** cero dafios al ambiente™ va que. como se vio en
este trabajo. existen implicaciones a largo plazo que pueden suscitarse v que posiblemente causen
desequilibrio en los ecosistemas acuaticos.

e — i _— o _—_—_— o _— o it s s _ i o i i o i o e . i o .

i



Mysidopsiy bahia

o~~~ ——— o — o~ _—_— o~ — o~ _— -

INDICE DE TABLAS.

Tabla 1. Profundidad de colecta de las muestras de fluido y recortes de perforacion, tomadas
durante la fase exploratoria.

Tabla 2. Condiciones de cultivo de Mysidopsis bahia (Tomado de Weber, 1993).

Tabla 3. Condiciones para realizar una prucba de toxicidad aguda empleando a Mysidopsis
hahia como organismo de prueba( De acuerdo a USEPA, 1980).

Tabla 4. Condiciones para realizar una prueba de toxicidad cronica empleando a Mysidopsis
hethia como organismo de prueba.

Tabla 5. Datos de pH, salinidad, conductividad y caracteristicas fisicas de las muestras tomadas
durante la fase exploratoria de fluidos y recortes de perforacion a diferentes profundidades del
POZO.

Tabla 6. Valores promedio de CLsj (en %) de fluidos y recortes, utilizando a Mysidopsis bahia ,
sc senalan los intervalos de confianza (P=0.05) y el coeficiente de variacion.

Tabla 7. Respuestas evaluadas (promedio) con los lodos y recortes de mayor y menor toxicidad
cn concentraciones subletales durante un tiempo de exposicion de 22 dias, empleando a
Mvysidopsis bahia como organismo de prueba.

Tabla 8. Resultados de reproduccion por camada de las muestras evaluadas durante los 22 dias
de exposicion, en los adultos de Mysidopsis bahia.

Tabla 9. Proporcion de sexos de los supervivientes, respecto a la inicial (100%=24 hembras: 16
machos), resultados expresados en porcentaje.
Tabla 10. Valores de CLs, para DSS en Mysidopsis bahia obtenidos en otros trabajos.



Mysidopsis bahia

e . . . B T o o o P, . . . N P i i -

INDICE DE FIGURAS

Fieura 1. Esquema que muestra la fase de perforacion de un pozo petrolero.

Froura 2. Morfologia de una hembra y un macho adultos de Mysidopsis halhia (tomados de

Weber, 1993).
Froura 3. Distribucion geogrifica de Mysidopsis hahia en el Golto de Meéxico.

Figura 4. Procedimiento para obtener la Fase de particulas suspendidas(FPS). utilizada para
evaluar la toxicidad de lodos vy recortes de perforacion.

IFigura 5. Valores promedio de CLs; de las muestras evaluadas. con sus respectivos intervalos
de comparacion(P=0.05), obtenidos por el método T para Mysidopsis bahia.

Figura 6. Valores de CLs, con el toxico de referencia DSS, obtenidos a lo largo del periodo
cxperimental de la fase aguda en juveniles de Mysidopsis halia, expuestos a 96 hrs.

Figura 7. Porcentaje de supervivencia de Mysidopsis hahia, expuesto a concentraciones
subletales de lodos y recortes de perforacion durante ¢l periodo de exposicion a 22 dias.

Figura 8. Valores promedio de talla de los organismos cxpuestos de Mysidopsis bahia a las
concentraciones subcronicas, con sus intervalos de comparacion(P=0.05) obtenidos con el
método GT-2.

Figura 9. Grafica de valores promedio de peso, al finalizar ¢l periodo de exposicion (22 dias)
a concentraciones suberonicas de lodos y recortes de perforacion. Intervalos de comparacion =
0.00004959 (P=0.05).0Obtenidos por el método GT-2

FFigura 10. Produccion promedio de juveniles por réplica/camada, obtenido durante el
periodo de exposicion subcronico en Mysidopsis bahia. Intervalos de comparacion obtenido
mediante el método T.

Frgura 11. Numero de juveniles acumulados por dia(valores promedio). de acuerdo al tiempo
de exposicion.



Mysidopsis bahia Introduccion

1. INTRODUCCION.

Cada dia es mas evidente que los mares no tienen un poder ilimitado de dilucion de los
productos residuales derivados de la actividad humana. Las arcas costeras y las de los estuarios
son particularmente sensibles a la contaminacion ya sea porque su facultad de dilucion disponible
para la eliminacion de residuos puede ser pequeia, o incluso inadecuada para ciertas clases de
contaminantes.

La prevencion de la contaminacion de los mares tiende primordialmente a proteger la
salud publica y a los organismos vivos, especialmente peces, moluscos y crusticeos.'

La regulacion y manejo de contaminantes en ambientes acuaticos estan basados en
informacion toxicologica, que incluye la cuantificacion de la respuesta biologica con una
concentracion del contaminante por algin periodo definido de exposicion. Tradicionalmente estas
respuestas se obtienen mediante bioensayos de toxicidad aguda. El periodo de exposicion de los
organismos es de 96 horas y la respuesta biologica que se mide es letalidad.” Pero este tipo de
informacion es insuficiente para determinar los niveles que no acasionan un efecto a largo plazo
en los organismos expuestos. Lo ideal es determinar la concentracion que causa efectos crénicos.’
Los estudios de toxicidad cronica sirven para evaluar los efectos de los contaminantes sobre el
crecimiento, sobrevivencia y reproduccion en largos periodos de exposicion, o frecuentemente
durante el ciclo de vida completo. Los resultados obtenidos de los bioensayos cronicos son
esenciales para el desarrollo de una prediccion que permita la extrapolacion de los datos
toxicologicos a las poblaciones naturales. Para ello las estrategias regulatorias actuales tienen que
intentar combinar datos de toxicidad aguda y cronica dentro de sus herramientas de evaluacion y
prediccion.’

Es por tanto que la toxicologia, como ciencia que se dedica al estudio de los venenos,
ayuda a comprender a las sustancias quimicas segun su grado de riesgo y consecuentemente,
establecer normas de seguridad adecuadas para un manejo seguro. * En México la Industria
Petrolera es una de las mas importantes dentro de la economia del pais, siendo las actividades de
perforacion, en las que mas contribuye al. desequilibrio del ecosistema. Las actividades de
perforacion llevadas a cabo por PEMEX en el Golfo de México y que constituyen una parte

importante de la fase de exploracion, se realiza generalmente en aguas poco profundas (< 50 m).

e e (P . e e, o e . o o . s . L . . o . . o B, P o e e e e, gl e
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Il proceso de perforacion. se realiza mediante el uso de barrena rotatoria. empleando un
fluido circulante (lodos de perforacion) que tiene funciones de: movimiento de los recortes. ¢l
enfriamiento y lubricacion de la tberia v barrena v la aplicacion de presion al vacimiento. El
lodo o fluido es bombeado por el centro de la tuberia de perforacion hasta la barrena, lugar en ¢l
cual el lodo sale en forma de jet a alta presion y alta velocidad removiendo los recortes. Ll lodo
junto con los recortes. es transportado hacia la plataforma por el espacio anular entre la tuberia de
perforacion v la tuberia de revestimiento. Cuando llega a la superficie entra en un proceso de
separacion mecdnica mediante el cual el lodo es separado de los recortes. arenas v gases. De esta
forma el lodo de perforacion mantiene durante un mayor tiempo sus propiedades (viscosidad.
densidad. porcentaje de solidos, ete.) para poder ser reciclado a la tuberia de perforacion v llevar

a cabo nuevamente. las funciones antes mencionadas(Figura 1).

Iy ccion de lubo

= Sarta de perdurag un
Y,.‘ Edirmuria srasts
'.' P,
= i = | Zarandas | -
LY i : |
[ | Yies 4
} 3 X T SUTETTE —
T Flugo de lodo impry i .| _'
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Fieura | . Esquema que muestra la fase de perforacion de un pozo petrolero, ( Tomado de Gonzalez. 1998

LLos recortes separados varian en tamano desde polvo hasta grava. éstos son separados del fTuido
mediante ¢l uso de cribas vibradoras (temblorinas) v centrifugas. Aproximadamente ¢l 80% de

los recortes son separados del fluido de perforacion en una primera etapa al ser tamizados por las

o o= p— oo o o o o o e i~ i
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cribas vibradoras; en esta etapa un sistema centrifugo logra separar del 5.1 al 10.5% de fluido 6
lodo remanente. El 20% restante se obtiene de una segunda ctapa de tamizado en las mismas
cribas vibradoras. La mezcla o lechada que se obtiene, es transportada a otra centrifuga mas
potente de la que se recupera cerca del 14.9% de fluido.”

lLos fluidos de perforacion se pueden clasificar de acuerdo a su base en tres tipos
basicos: base agua, base aceile v gaseosos. De acuerdo a la caracteristica de la formacion.
profundidad a perforar, costo, factores ambientales, etc., se deben seleccionar adecuadamente los
aditivos necesarios para preparar los fluidos. En nuestro pais, hasta hace algunos anos. los
aditivos que mas impacto ocasionaban al ambiente, contenian importantes cantidades de
lignosulfonato de ferrocromo. En un pozo tipico la cantidad de lignosulfonato de ferrocromo
utilizado podia ser del orden de 15.000 Kg. Actualmente estos aditivos ya no se emplean mas, sin
embargo el efecto cronico que su presencia pudiera ocasionar en el medio marino, no ha sido ain
cuantificado.”

Existen tres tipos de fluidos de perforacion utilizados actualmente por Petroleos
Mexicanos: 1) Emulsiones base agua, 2) Emulsiones base aceite (emulsion Inversa) y 3)

Emulsiones base aceite sintético.

Las principales caracteristicas que debe cumplir un fluido de perforacion son:

1) No ser corrosivo, ni abrasivo;

2)  Ser estable a bajas o altas temperaturas;

3) Evitar la proliferacion de microorganismos;

4) Ser compatible con aditivos especiales por ejemplo: obturantes:

S) Inerte y de facil mantenimiento (resistir contaminacion por solidos perforados.
calcio, carbonatos, yeso, sal, CO,, H,S, etc.);

6) No inferir en la interpretacion de registros eléctricos;

7)  Ser de baja toxicidad: y

8) Ser biodegradable. ’

Dentro de los componentes de un fluido de perforacion la barita es el principal componente
regulador de la densidad, ¢l uso de este quimico ha traido problemas de toxicidad debido a la

. _—_— o~ s o o i i o o o i it i i i . o i i o
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presencia de impurezas de metales pesados como el mereurio y ¢l arsénico.” Los aditivos de
perforacion, se definen como: cualquier material agregado al fludo, cuvo objetivo es cambiar
aleunas de sus caracteristicas o propiedades, como por ¢jemplo, aditivos poliméricos anionicos.
aditivos poliméricos cationicos (aminas cuaternarias), todos cllos. utilizados en la formulacion de
lodos base agua. Algunos aditivos para el control de la corrosion y emulsion contienet
alquifenol. etoxilatos v estrogenos que afectan el sistema reproductor de organismos acuaticos

LLos recortes de perforacion fueron tradicionalmente descargados en el mar desde ¢
inicio de la explotacion marina hasta la década de los 80's, formando lo que actualmente sc
conoce como "Pilas de Recortes de Perforacion". Los recortes de perforacion como tal. no
representan un problema ambiental, no asi el fluido de perforacion impregnado en ellos. A parti:
de los anos 90's practicamente en todo el mundo se prohibio la descarga de recortes de
perforacion en los mares. Esto principalmente por el impacto ambiental generado por los
quimicos presentes en la elaboracion de los fluidos de perforacion. principalmente fluidos de
emulsion inversa.

Diferentes organismos mundiales de proteccion al ambiente. se encargan de regular ©
prohibir las descargas de cualquier material que produzca fluorescencia o decoloracion en lz
superficie del agua. Tales regulaciones al respecto al medio ambiente, han forzado a diterentes
companias ., a utilizar costosos equipos lavadores de recortes o en su defecto recolectar los
recortes perforados y transportarlos a depdsitos apropiados. Nuestro pais no fue la excepcion y @
partir de 1992 los recortes de emulsion inversa y emulsion base agua han tenido que ser
transportados a tierra para su disposicion. En 1992 Estados Unidos publico las normas para las
actividades de explotacion de hidrocarburos costa-fuera.

A principios de 1999 PEMEX publico el lineamiento interno No. PEP'ASIPA-L-001 99
que establece los requerimientos en materia de Seguridad Industrial v Proteccion Ambiental que
deberan cumplir las localizaciones y equipos para la perforacion de pozos, asi como el abandono

del sitio. Basados en esta normatividad y lineamiento, se lleva a cabo el “Proyecto Integral
Ecologico Cero Descargas™. con el objetivo de eliminar las descargas de contaminantes durante
las actividades de perforacion y terminacion de pozos. En éste provecto, se han manejado de

manera integral elementos como: instalacion de geomembranas. tratamiento de aguas residuales
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aguas ncgras, deshidratacion de recortes base agua, contenedores de derrames y mancjo.
tratamiento vy disposicion de recortes de perforacion base agua y aceite. A la fecha, se han
probado ofras téenicas como la incineracion y desorcion térmica con mejores resultados
ambicntales, pero con un alto costo economico.”

Un recorte altamente toxico presentaria un impacto ambiental bajo si la exposicion de
dicho recorte en el ambiente tuese reducida. De aqui la importancia en el manejo v destino de los
fluidos y recortes de perforacion, existiendo dos posibles rutas basicas de exposicion de los
recortes ante el medio ambiente: la descarga en el medio marino y/o en el medio terrestre.

La dispersion y disipacion en el ambiente marino de descargas de recortes de
perforacion esta en funcion de caracteristicas como: corrientes, profundidad, actividad pesquera,
temperatura y topografia del fondo. Una baja dispersion y baja degradacion, mantienen las
concentraciones de los contaminantes en sus niveles mas altos, causando la mayor afectacion al
ambiente.

Se han identificado tres caracteristicas basicas en los recortes de perforacion para definir
el potencial de impacto ambiental de un determinado fluido presente en los recortes: 1)
Toxicidad. 2) Bioacumulacion y 3) Biodegradacion. Mediante estas tres caracteristicas es posible
predecir el efecto toxicologico de los recortes y por ende del tluido de perforacion en las
poblaciones, comunidades y ecosistemas.

Los organismos utilizados para los bioensayos de toxicidad varian de acuerdo al sistema
receptor y a la legislacion local y puede reflejar uno u otro o solo un eslabon de la cadena trofica.
Comunmente las pruebas de toxicidad en el Mar del Norte y en la parte del Golfo de México de
Estados Unidos se realizan principalmente con especies como, el misidaceo Mvsidopsis bahia, el
copépodo Acartia tonsa que es un herbivoro pelagico, el pez (en estadio juvenil) Scopthalamus
maximus y un anfipodo bentonico (Corophium volutator ).

En el caso de los misidaceos, tienen el aspecto de pequenos camarones y puesto que
poseen un marsupio ventral, en ocasiones se les denomina camarones zarigiieya. Ellos forman
parte del bentos. meroplancton u holoplancton, aunque son tipicamente hipoplanctonicos '

Los misidaceos pertenecen al superorden Peracarida dentro de la clase Malacostraca.
Estos organismos presentan el torax cuabierto por un caparazon, pero como en todos los
peracaridos, dicho caparazon no esta unido con los cuatro Gltimos segmentos toracicos. En la

S S S N S S
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parte anterior el caparazon se extiende a menudo hacia adelante como un rostro, debajo del cual
se proyectan los ojos compuestos pedunculados. Los primeros apéndices toracicos y a veces el
segundo par también (en Mysidae), estan modificados como maxilipedos. Los seis a siete
apendices toracicos restantes son mas o menos similares y los exopoditos son filamentosos v en
ocasiones tienen setas natatorias. Los pledpodos, estan reducidos en la hembra: en los machos el
cuarto pledpodo a veces suele estar modificado y estar muy largo."

Los géneros Mysis, emplean los exopdditos tordcicos para nadar, sobre todo cuando los
pledpodos estan reducidos. Las formas bentonicas reptan por el tondo o hacen surcos en la
superficie de la arena o el cieno. Buen nimero de misidaceos son filtradores v se alimentan
mientras nadan, otros son carnivoros' 'y algunos pueden ser canibales.

Se han descrito aproximadamente 450 misidaceos. Las especies marinas viven a menudo
en grandes enjambres y forman una parte importante de la dieta de algunos peces como los
sabalos y lenguados.'” Muchas formas marinas se encuentran en algas y hierbas de la zona de
mareas.

Mysidopsis bahia es una especie utilizada extensivamente en bioensayos de toxicidad
aguda y cronica ya que presenta elevada sensibilidad a contaminantes ambientales, es facil de
mantener en cultivo y su ciclo de vida, es relativamente corto.""

Dentro de un sistema de cultivo controlado Mysidopsis bahia alcanza su madurez sexual
entre los 12 a 20 dias, dependiendo de la temperatura del agua y de la dieta. Normalmente la
hembra presenta huevecillos dentro del ovario aproximadamente a los 12 dias de edad. La camara
embrionaria o marsupio se termina de llenar a los 15 dias( Longitud cercana a los Smm respecto
al total del cuerpo). Y los embriones permanecen ahi dentro de su proceso de formacion hasta el
dia 17 a 20 del ciclo de vida de la hembra. El nimero de juveniles producidos depende también
de las condiciones ambientales y de la talla del organismo. Al eclosionar los neonatos una nueva
camara se forma nuevamente de 4 a 7 dias.

Los juveniles son plancténicos durante sus primeras 24-48hrs y permanecen en la
superficie. orientados por la corriente. Al sentirse amenazados se inmovilizan, haciéndose
susceptibles a predacion por los misidaceos adultos. Para alimentarse son predadores activos de

organismos como Artemia.
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Los adultos de Mysidopsis bahia miden de 4.4 mm a 9.4 mm, medidos desde el margen
anterior del caparazon a el final de los urépodos. La hembras madura es normalmente de mayor
longitud que los machos y los pledpodos de las hembras son menores que las del macho. Los
organismos son transparentes, pero pueden presentar una coloracion desde amarilla, café o

32
negra.

Descripcion taxonomica de Mysidopsis bahia, por Stuck 1979.

Caparazon: Margen anterior dorsal con un ancho y redondeado plato rostral extendido
hasta la base de los ojos. Margen posterior dorsal suelto, concavo delgado, presenta 8 segmentos
toracicos.

Pediinculo de la Antena (tamaiio): Mide aproximadamente 7.0 veces la longitud del
cuerpo y de ancho la mitad de lo largo, sostiene una seta a lo largo de ambos margenes, sin sutura
distal o diente lateral. Primer segmento del pedinculo aproximado a 0.7 veces la longitud del
cuerpo hasta el segundo segmento; pedunculo entero, delgado y menor que un medio del largo de
su tamaio.

Urépodos se aprecia que los ex6podos son aproximadamente 1.8 veces tan largos como el
telson y 1.3 veces tan largos como los endépodos. Sostienen una seta a lo largo de cada margen,
con 2 o 3 (raramente 4) espinas medias delgadas y un estatocisto delegado posterior.

Telson. Lingtiforme, sin fisura terminado en marginacion, longitud cercana a 1.7 veces
su ancho maximo; margenes laterales concavos delgados, con 10 a 20 espinas, apice
completamente redondeado, con 4 a 6 pares de espinas estrechamente situadas las cuales
incrementan su tamario desde el par lateral al par medio.

Otras caracteristicas: Todos los pledpodos de los machos son birramios, endépodos de
los pledpodos son rudimentarios, 4 pledpodos con una larga seta con puas sobre la extremidad de
7 segmentos del exopodo. Todos los pledpodos de las hembras se reducen a platos unirramios

Observaciones: Muchos especimenes de M. bahia examinados desde el Norte del Golfo
de México, muestran concentraciones variables de pigmentos negros a lo largo del margen
ventral comparado a la concentracion normal ventral abdominal caracteristicos de otras especies
de Mysidopsis..

Talla: Los machos adultos miden 7.0mm y las hembras 8.0mm(Figura 2),
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Distribucion: Laguna de Tamahua, Veracruz, México hasta el Canal de Buttonwood.
Cabo Sable. Florida (Stuck. 4 4. 1979) (Figura 3).
Ecologia: Estuarinos, comunmente habitan salinidades arriba de 15%o, raramente en

sahimidades bajas como 2.0%o, a menudo colectado con A g/mvra-

Florida

Golfo de
México

Tamaulipas

\feracruz
Campeche ~—*=

mm Distribucion de A7 bafhia (Stuck,1979)

Figura 3. Distnbucion geogrifica de Mysidopsis bahia en el Golfo de México.
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L ANTECEDENTES
Bioensavos de toxicidad con Mysidopsis baliia

1 uso de Misidaceos en estudios de toxicologia acuatica. principalmente las especies
pertenecientes al genero Mysidopsis, ha sido seleccionado por un gran namero de investigadores
Vit que estos organismos han demostrado alta sensibihidad a sustancias, puras o ¢n mezcla. as)
como facil cultivo en laboratorio; todo ¢llo, en comparacion con otras especics marinas . En ese
sentido durante 1977 y 1978, se describio el sistema de recirculacion y cultivo para Mysidopsis
hahia, ¢l cual ha sido usado extensivamente para bioensayos de toxicidad aguda v cronica’
Posteriormente se determind y comparé con otros organismos, ¢l efecto del Cadmio en
hioensayos de toxicidad aguda. En los resultados obtenidos en el estudio, se determmo la CL s, de
15.5 mg/LL para el Cadmio, siendo este valor ¢l mas bajo de los obtemdos. en comparacion con
otros crustaceos, equinodermos, anélidos, moluscos y algunos peces

Asi mismo se han realizado trabajos con otros metales como Niguel v Mercurio
cempleando a Mysidopsis bahia para evaluar la toxicidad cronica de estos, de manera mdividual v
¢n combinacion. Las respuestas que se evaluaron fucron: sobrevivencia, incremento poblacional
(r). valor reproductivo (Va) y fecundidad; se emplearon 4 concentraciones para ¢l Mercurio
(0.54, 0.82, 1.65, 2.51 pg/L) y 4 para el Niquel (30, 61, 141, 297 mg/L). En cuanto a los
resultados obtenidos, la mortalidad se incrementd de acuerdo a la concentracion, en el caso del
Niquel se observo mortalidad total para los organismos en la concentracion mas alta: mientras
que la madurez sexual se dio de los 12 a 21 dias para el Hg v de 10 a 17 dias para el Ni. En la
cuenta de neonatos producidos, se obtuvieron de 1 a 53 para el Hg y de 7 a 338 para el Ni: lo cual
mdico mavor sensibilidad hacia el Mercurio que al Niquel. En este trabajo se observd tambien un
decremento en la produccion de juveniles al incrementar la concentracion del toxico.

En otro estudio; también se evalud la toxicidad aguda v cronica de una seleccion de

a

metales pesados v de Cianuro, con Mysidopsis baliia, encontrando valores de CLs, desde 3.5
my 'l de mereurio hasta 3130 mg/L para ¢l plomo, obteniendo un gradiente de toxicidad de este
forma: He -Cd>Cu>Cn>Ag>Zn>Ni=As>Cr=Pb. En cuanto a los valores de toxicidad cronica
estos fueron de 1.2 mg/L. de mercurio y 893 mg/L de arsénico. Los valores cronicos tueror
caleulados de acuerdo a la sobrevivencia, tiempo de la primera reproduccion v el # de juvemles

S~~~ ——— e~ — — -
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producidos. En cuanto a la sensibilidad relativa del organismo en la parte cronica. los autores '
mdican que solo para ¢l cadmio la sobrevivencia se vio mas alectada que la reproduceion. En
cambio sobrevivencia vy reproduccion fueron igualmente sensibles para ¢l Mercurio, ¢l Zn, Nioy
A para los otros metales, la reproduccion fue la mas alectada.

Se han realizado otros trabajos evaluando la toxicidad aguda de los efluentes
municipales ¢ mdustriales del Estado de Maryland U.S. A obteniendo resultados de un ano de
pruchas. Las evaluaciones se realizaron con organismos dulceacuicolas, estuarinos (incluvendo a
Mysidopsis bahia). invertebrados y peees. Se encontro una frecuencia de toxicidad de 14% v 36%
cn las descargas industriales y municipales, respectivamente. Estos resultados indicaron la
importancia de implementar el biomonitoreo, con medicion de toxicidad en los efluentes y en los
puntos de confluencia para de esta forma, regular las descargas en las aguas del estado.'”

Se han observado cambios fisiologicos y en el metabolismo energetico de Mysidopsis
hethiic mediante una exposicion de todo el ciclo de vida a un defoliante DEF (pesticida organico).
lLos resultados obtenidos de la exposicién continua a DEF a una concentracion = 0.426 ug/L
reducen la sobrevivencia y la edad de la primera camada. También la produccion de juveniles de
cada hembra se detuvo a una concentracion de = 0.606 mgl. La exposicion crénica a
concentraciones > 0.085png_DEF/L redujeron la produccion de juveniles en la poblacion .Una
mteraccion entre la edad de los misidaceos y las concentraciones de DEF modifica el crecimiento
v L energia metabolica.'

En otro o estudio realizado con Mysidopsis bahia se observo la influencia del metroprenol
(hormona juvenil analoga) usada para el control de un mosquito, se evaluo sobrevivencia,
crecimiento y reproduccion durante la exposicion durante todo el ciclo de vida del misidaceo. Se
cncontré que a una exposicion de 125 pg/L durante 4 dias, se presenta una mortalidad total de los
organismos expuestos. Se observo que a concentraciones de 2 a § pwlL hay un decremento
stentficativo en la cantidad de juveniles producidos. Por lo tanto mencionan que el metroprenol a
hajas concentraciones puede interferir con el sistema endocrino de este crusticeo.

En estudios recientes se evalué la toxicidad de los hidrocarburos policiclicos
aronutticos. (PAH's) asumiendo que son la fraccion toxica del petroleo. utilizando Mysidopsis
harlia como orgamismo de prueba. Se obtuvieron valores Cls, de 0.32 a 5.7mg'L de PAH's. Los
resultados de este estudio demostraron que el bajo contenido de aromaticos en el acerte pueden

=~~~ — o —— . . _— . _— . _ o _— o ———
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ser altamente toxicos pero la forma de evaluacion no fue la mas optima v sugicren que se realice
destilando los aceites.™

Se han realizado trabajos evaluando ¢l toxico estandar Dodecil sulfato de sodio sobre
L sensibihidad del camaron blanco Litopenacus senferns a diferentes edades (especie que habita
Lis aguas del Golfo de Meéxico). para compararlo con Mysidopsis bahia. In estos trabajos. sc
obtuvicron valores de Cls, de 6.53%o para la edad 12 dias, 4.21 % a los 18 dias. 7.52 % a los 30
dias v 0.41 Yo a la edad de 42 dias. En este estudio se determino que L. senferus puede ser una

especie viable en estudios toxicologicos debido a su alta sensibilidad.

Bioensayos de toxicidad con Mysidopsis bahia evaluando fluidos de perforacion.

La evaluacion de la toxicidad de lodos de perforacion o sus componentes, se realiza
principalmente con especies de ambientes marinos siendo Mysidopsis bahia una de ellas. Esta
especie ha sido muy estudiada en la parte noroeste del Golfo de México, en los Estados Unidos
por la United States Enviromental Protection Agency (USEPA) lo que la ha convertido en una

especie de referencia toxicologica importante.

En 1977, se realizd una recopilacion de los valores de toxicidad para Mysidopsis
haliar que se han evaluado con distintos lodos y aditivos de perforacion base agua utilizados en la
lase exploratoria de pozos petroleros, los resultados indican valores de toxicidad muyv bajos.
siendo solo dos de 51 evaluados los que no cumplian con el criterio senalado en el mismo
estudio. En este trabajo el criterio fue de: mayor a 10,000 ppm no 1oxico v muy toxico menor de
1.0 p|1m.'1"

En 1984, se evaluaron por medio de prucbas de toxicidad aguda v con AMisidopsis
haliia, 8 fluidos de perforacion genéricos. Se evalud la fase de particulas suspendida (FPS) de los
Mndos en exposiciones a 96 horas. Se obtuvo un rango de Cly, de 2.7% (fluido polimérico v
KCT) a 65.4% (Nuido lignosulfonado) y en 3 de los fluidos evaluados. no se obtuvo mortalidad.
i este trabajo se empled como toxico de referencia al Dodecil sulfato de sodio encontrando para
este. un valor de Cly, a 96 hrs de 5.4 ppm 9

B

1 ootro estudio se realizaron pruebas de toxicidad o dos Mudos genericos de

perforacion de pozos petroleros utilizando también, como toxico de referencia. al dodecil sultato
R e e e o e S S L i
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de sodio. Las pruebas se realizaron de forma independiente v combmada entre los fluidos; los
resultados obtenidos mostraron que en el caso de los fluidos L woxicidad combinada fue menor
que de forma mdependiente y en cuanto a los resultados del toxico de referencia se reportd un
valor de €1, de 4.3 2 9.2 mg/L. ™

Tambi¢n se ha estudiado la toxicidad en sedimentos icorporados con fuidos de
perforacion a 24, 96 y 168 hrs. de tiempo de exposicion, utihizando como especie de prueba a un
cordado benmtomco (Brachiostoma caribeum); se determumo la CLs, v 1C, calculada con el
nimero de organismos que no fueron encontrados dentro del sedimento contaminado. Los
resultados se compararon con un invertebrado bentonico (Mysidopsis hahia ). Los lodos que se

cvaluaron fueron PS5, P3, IX-67, P1, P3 con adicion de limo. y Barita adicionada con limo;

207

obteniendo valores de CLsy =100% para la Barita y hasta del 8% para ¢l lodo P1 a las 168h; en ¢l
caso de Mvsidopsis bahia se encontraron valores muy bajos a las 96h al incorporar el fluido al
sedimento (CLs; de 0.026%., 0.009%, 0.0026% para los fluidos P5.P3 y P1 respectivamente). En
¢l cuso de B. caribenm se obtuvieron valores de 100% para todos los lodos. excepto para el Pl
cuyo valor de CLs fue del 5%. *°

En 1997 en nuestro pais se realizo, dentro del proyvecto CDC-0402, “Estudio de la
cspecie marina Penaeus setiferus y el impacto generado sobre la misma. debido a los sistemas de
fluidos utilizados en la perforacion de pozos Costa fuera™ un estudio de toxicudad aguda a 96 hrs.
de exposicion, evaluando 8 fluidos de perforacion genéricos utilizados por la EPA, asi como
cvaluaciones de sensibilidad al toxico de referencia DSS, para lo cual se empled a Mysidopsis
halua y Penaens setiferus. De acuerdo a los resultados obtenidos en cuanto a la evaluacion de los
lodos genéricos, se tuvo que la respuesta de los organismos a los fluidos es similar ya que en los
S lodos. se presento una tendencia toxicologica parecida. Resultando solo uno 1oxico para ambas
cspecies v los 7 restantes no téxicos de acuerdo con el eriterio de la EPA. En este mismo estudio
se evaluaron 6 lodos de perforacion en uso en la Sonda de Campeche empleando a P, setiferus, 4
de cllos son base agua y 2 de emulsion inversa. Los lodos base agua no presentaron toxicidad ya
que el valor obtenido fue mayor a 30,000 ppm en la fase de Particulas suspendidas considerando
clernerio referido: mientras que los lodos de emulsion inversa resultaron ser toxicos con valores
menores @ 300 ppm: lo anterior fue atribuido a que no hay una separacion de fases y el lodo
mtesro, es el que se evalua; sin embargo se considera a estos lodos muy toxicos. En lo que

respecta al toxico de referencia para Penacus setiferus se reportd un valor de 7.28=1.10 ppm.,
e S e R e B s I S
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siendo este valor ligeramente superior a los reportados con Mysidopsis halia (Cls, entre 3.5 4
6.0 ppm). Con los resultados obtemdos, los autores mdicaron que P2 seriferus v M badua, son
espeetes con alta sensibilidad vy que la primera puede ser empleada para evaluar fluidos de
perforacion que son utilizados en la sonda de Campeche ya que los resultados son 1eualmente
confiables que otras especies de referencia, ™

En el ano 2000 se realizo un estudio de oxicdad aguda a Yohrs de o fase de
particulas suspendidas, evaluando diferentes sistemas de Nuidos, 7 fluidos cendéricos v 6 tuidos
de perforacion. Como especie de prucba se utilizo al camarén blanco Lutopeiaeus setiferus en
cstadio de postlarva, este organismo se selecciond debido a su importancia cconomica v a su
distribucion regional. Como organismo de comparacion sc utilizé a Myvsilopsis halia comao
cspecie de referencia empleada por la USEPA pero solo con la finalidad de comparar a los
resultados arrojados con el camardn blanco. De acuerdo al eriterio de la EPA se determmo la
toxicidad de los fluidos, obteniendo una respuesta similar en cuanto a sensibilidad en ambas
cspecies con los fluidos genéricos evaluados y con ¢l toxico de referencia (Dodecil sultato de
sodio reportando valores de CLg, para L. setiferus de 4.57 mg/L hasta 10.72 mg'L). y solo uno de
los Muidos genéricos fue toxico para ambas especies: mientras que los demas  tluidos
sobrepasaron el limite de toxicidad presentando valores menores al de 30,000 ppm. En ¢l caso de
los Nuidos. solo 2 fueron toxicos para L. setiferus debido a que éstos estim tormulados con base
acente. De acuerdo a estos resultados se recomendo emplear o larvas de Litopenacns secrers
como una espeeie de referencia en la Regulacion mexicana para luidos de perforacion en las
sonas de explotacion petrolera, dado que la especic presenta alta sensibilidad v replicabilidad en

las prucbas de toxicidad: respuestas similares a la manifestadas por Mvsidopsis balia. -

Biologia de la especie.

5S¢ han realizado gran cantidad de estudios referentes a Myvsidopses haliia; esta especie
fue wdentificada desde 1969 por Molenock. A la fecha, se han reportado muchos datos acerca de
st distribucion v se han hecho claves taxonomicas para su identificacion asi como de le gran
variedad de especies de musidaccos; los cuales s distribuyven principalmente en el Golro de
Mexico

En 1979 se realizo una serie de anotaciones en las claves de los nuscidaceos del Norte
central del Golfo de México: en este trabajo. sc proporciona informacion acerca de 17 especies de

i o o i L s L o " i T i o i i e o i s
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I eeneros. tlustrando a todas cllas. Se hace una deseripeion morfologica de cada una incluyendo
@ Myvsidopsis bahia.™
También en 1982 se realizaron claves taxononneas ilustradas para la identificacion de
misidiccos de aguas poco profundas de las costas de Texas, meluyendo notas sobre la ecologia
de cada especie. Se reportan 6 generos y 10 especies entre ellas Myvsidopsis bahia: ademas, se
hace una deseripeion taxonomica v se detalla la distribucion de esta especie, ¢l cual abarca desde
la Taguna de Taniahua, Veracruz, México, hasta ¢l suroeste de los Everglades en Florida. Sc
mencioni tambien que M. halia cs n{uy abundante en salimidades mayores a 20%a.”

Se han realizado otros trabajos relacionados con la biologia de la especie en los que sc
han observado las interacciones de factores como salinidad, temperatura vy edad sobre cl
crecimiento (determinado mediante la masa corporal) del misidacco, mediante prucbas de
luboratorio durante todo su ciclo de vida. Se reporta que la mavor masa corporal que cl
organismo obtuvo se presento después de 4 semanas a temperaturas entre 24 y 29°C y a

salinidades por arriba de 19%. "
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HL JUSTIFICACION

Lin México la industria petrolera ¢s muy importante para la cconomia del pais sin embargo.
s¢ le atribuye un impacto negativo de gran alcance en materia ambiental, debido al amplio
espectro de productos derivados del petroleo que pucden, accudental o fortuitamente  ser
derramados. En nuestro pais no ha sido posible cuantificar las descarcas totales producidas desde
lu lase de exploracion v explotacion, ya que hace falta informacion acerca de muchas sustancias
que son utihizadas (p.e. fluidos y aditivos empleados en la perforacion de posos) o de residuos
(por ejemplo, recortes de perforacion) que son generados durante la fase exploratoria v de los
cuales. en muchos casos, no se tiene un manejo apropiado o que ocasionalmente legan
contaminar los ambientes acuaticos.

Los flurdos de perforacion especificamente los compuestos quimicos que los constituven.
ceneralmente son importados de los Estados Unidos va que las companias comercializadoras (M-
I Drilling. Baroid, etc.) tienen su sede en ese pais. Como requisito para su comercializacion en
Mexico. ademas de cumplir con normas de eficiencia estrictas, deben de presentar un certificado
de baja o nula toxicidad realizado por un laboratorio estadounidense. La mayor parte de los
fluidos de perforacion y sus componentes o aditivos, no son evaluados en nuestro pais para
confirmar que no presentan caracteristicas toxicas a nivel letal (CLs, mayor a 30,000 ppm de
acuerdo con la normatividad ambiental de la Environment Protection Agency de Estados Unidos
(IEPA). Con el fin de confirmar la “aparente™ baja toxicidad de los productos. en este trabajo. se
evalud la calidad toxicoldgica de un fluido de perforacion vy los recortes producidos (como
producto de la fase exploratoria), de un pozo petrolero ubicado en ¢l Estado de Tabasco. Para este
lin se utilizo como organismo de prueba a Mysidopsis hahia. ¢l cual ¢s una especic de referencia.
de alta sensibilidad, habitante de las costas del Golfo de México v con antecedentes en

evaluaciones con fluidos de perforacion.
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INCOBJETIVOS

Objetivo General.

Lvaluar mediante bioensayos de toxicidad aguda v cronica, la fase de particulas
suspendidas (FPS) de un fluido base agua v recortes de perforacion de un pozo petrolero.
colectados a diferentes profundidades de operacion, empleando a Mysidopsis bahia como especie

de referencia.

Obj. Especificos.

» Obtener la CL50 de la fase de particulas suspendidas (FPS ) del fluido de perforacion y de los

recortes a diferentes profundidades de operacion del pozo.

e Realizar pruebas cronicas a concentraciones subletales (FPS ) de los lodos y recortes de mayor
v menor toxicidad evaluados en la fase aguda, para determinar respuestas biologicas como:
sobrevivencia, reproduccion, talla y peso, en juveniles de Mvsidopsis bahia, apartir de los 7

dias de edad.
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V.MATERIALES Y METODOS.

Metodologia

| OBTENCION DE MUESTRAS DE
| FLUIDO Y RECORTES,
PROVENIENTES DE UN POZO
PETROLERO, TOMADAS A
DIFERENTES PROFUNDIDADES.

i ——— o .

Vateriales v métados
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PRUEBA DE SENSIBILIDAD DE
LA sp., UTILIZANDO COMO
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D.S.5.(Dodecil sulfato de
sodio).

PRUEBAS EXPLORATORIAS
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100, 40, 10,5y 2 %

DE LA FPS DE LODOS Y RECORTES.

A
|

[

PRUEBAS AGUDAS DEFINITIVAS
( 5 REPETICIONES).
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DETERMINACION DE
CONCENTRACIONES SUBLETALES.

r
PRUEBAS CRONICAS, A 22
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DIAS DE EDAD.
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CONCLUSIONES
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La evaluacion de toxicidad reahizada con AMvsidopsis bafia se baso en la exposicion
controlada de los organismos, durante de 96 horas, utilizando la metodologia especifica para
cvaluacion de fluidos de perforacion y adaptada para evaluar recortes, descrita por la Agencia de
H T e :ll = ST . 0o - e a eyl o R - 5
Proteccion del Ambiente © En cuanto a las prucbas de toxicidad cronica se empleo la
metodologia propuesta por Weber, 1993 de la USEPA, descrita en el manual EPA/600/4-

Q0/0271° de la Seccion 14, “Prueba de toxicidad en AMvsidopsis balua, sobrevivencia, crecimiento

v fecundidad” ZT
e Obtencion de los fuidos y recortes. I s

[.as muestras de los lodos se colectaron de un pozo petrolero terrestre en perforacion
ubicado en ¢l Lstado de Tabasco Las muestras se tomaron y evaluaron a diferentes
profundidades de acuerdo a la litologia del pozo. El muestreo se efectuo durante la perforacion
del pozo v solo despues de que el fluido circulo completamente al menos dos veces despues de la
adicion de cualquier constituyente del lodo (algun aditivo). Se tomaron algunas de las
caractensticas de las muestras, como profundidad mediante la cual. se diferenciaron las muestras
Se midieron algunos parametros fisicoquimicos, como pH vy conductividad, asimismo, se
reahizaron observaciones fisicas de las muestras

Las muestras se colectaron en recipientes de plastico, opacos y herméticos con
capacidad de 1 galon, los cuales previamente se sometieron a un lavado riguroso.™
Posteriormente se transportaron al laboratorio a en donde permanecieron en refrigeracion a una
temperatura de 4° C La seleccion de las muestras del fluido se realizo de acuerdo a la profundidad
del pozo, seis del fluido de perforacion a diferentes profundidades y 3 de recortes Las
caractenisticas de las muestras v la profundidad de donde se tomaron se describen en la Tabla |

Fabla 1 Profundidad de colecta de Fas muestras de fluido v recortes de perforacion, tomadas durcante b fase exploratoria

MUESTRA PROFUNDIDAD (mts)
LODO ENTRADA (M1) 850 -1000
LODO SALIDA (M2) 850 -900 _
LODO ENTRADA (M3) 1400 -1600
LODO SALIDA (M4) 1400 - 1550
LODO ENTRADA (M5) 1950 - 2000 |
LODO SALIDA (M6) 1850 - 1900
i e MPUS
RECORTE I _(RI) B TR
RECORTE II (RII) . 1400 - 1650
RECORTE III (RIIT) 1850 - 2000
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* Metodologia para bioensayos con fluidos y recortes de perforacion.
a) Preparacion de Ia muestra.

Con ¢l fin de simular las condiciones de campo o naturales. el luido v los recortes de
perforacion son mezelados con un medio de prueba. en este caso agua marina artificial v de esta
forma obtener la separacion de fases

El primer paso es la obtencion de la fase de particulas suspendidas( FPS) de la
muestra, es decir la fase acuosa v biodisponible, se realizo a partir de una relacion volumetrica
IO (muestratagua marina), ambos se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 1L 100 mL de la
muestra v 900 ml de agua marina artificial con salimdad v temperatura de 20%o0 v 25°C
respectivamente. (La muestra del lodo previamente se homogenizo durante 10 minutos mediante
un dispersor a alta velocidad a 3000rpm. Enseguida se mezclo con un agitador magnetico durante
IS minutos. al finahzar el tiempo se midio el pH. En caso de ser necesario, se ajusto ¢l pH de la
FPS aproximando el valor obtenido, con el medio de prueba. empleando NaOH o HCI 6N segun
fuese el caso Posteriormente se dejo reposar durante | hora, transcurrido el tiempo, se-observo
una separacion de fases en el recipiente, la fase que queda en la parte superior. es la que se
conoce como fase de particulas suspendidas o FPS. Mediante una decantacion cuidadosa se
transfiere a otro recipiente. La muestra asi obtenida, presenta una concentracion de 1 000,000
ppm en la fase de particulas suspendidas, lo que corresponde al 100% de la concentracion (figura

4y Iste procedimiento se realizo de igual forma para todas las muestras

OECAHTAR
FPS (7).
I L UCIOHES
| MEZCLAR DE JAR i
| POR 16 MIN. " TSEDIMENT AR
AGITADOR 1 1R

MAGHETICO

1 PARTE IPARTES 1 s:\mr, l
DEL FLUIDO AGUA MARINA  FLUIDO ¢ AGUA MARINA
O RECORTE ( 20 ppm)

2 3
1 FASE DE PARTICULAS FASE SOLIDA (FS)
FASE LIOUIDA © SUSPENDIDAS (PP'S) HO SEUTILIS A
FASE SOLBLE LH i
AGOR AJUSTAR PHAGUA
MARINA. DILUCIONES

%

96 HiL. CL gp
iysidops:s dafer

Frewra 4. P rocedimiento parva obtener L Fase de particulas suspendidas( FPS) utilizada para evaduar la
llr\ltltl.ld de lodos v recortes de perforacion (Tomade de USEPA; 1988).

B T
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b) Obtencion de La especie de prueba: Mysidopsis bahia.

Los orgamsmos se cultvaron en el laboratorio de Toxicologia Acuatca del Instituto
Mesicano del Petroleo(IMP), provenientes de la Empresa Chesapeake Cultures Ine, Virginia,
LS A Elcultivo v manteninuiento detallado de la especie se deseribe en el Anexo | El cultivo se
tcalizo en un sistema de recireulacion continua, ¢l cual tene una combmacion de filtros
mecanicos. brologicos v quimicos. con lo cual se mantienen homogeneas las caracteristicas

Nsicoguimicas del agua marma 1 agua marina se preparara artificialmente( marca Cristal sea.
libre de fostatos). preparada en el laboratorio con una salinidad de 20+ %o, las condiciones de
cultivo se describen en la Tabla 2.

Tahla 2. Condiciones de cultivo de Mysidopsis baliia (Tomado de Weber, 1993),

CONDICION DE CULTIVO

Sistema de cultivo Recirculacion

Medio de cultivo Agua marina artificial (Cristal sea)

Salinidad _20%0

Temperatura 26+ 2°C

Aleditaisan Nauplios de :\r!'rmt'n,)‘.'f'r.m('f,\‘(:rmff_keIlogg (50
nauplios/mysidopsis/dia)

pH 8.3-8.4

(.)xigcno Disuelto (mg/L) 5

Fotoperiodo (Luz: Obscuridad) 14 :10 hrs

Intensidad de luz (Luxes) _ 1200

Velocidad flujo (Litro/min) 3 B

R_cl:ipicmcs de cultivo Acuarios de 40 y 90 Litros

Amaonio (mg/Litro) _ <0.5 B

Densidad/litro organismos

Prueba de toxicidad aguda CL<, a 96hrs.

El primer paso de la evaluacion del potencial de dano de un material. a los organismos
v los ecosistemas del medio ambiente marino, se realiza mediante un "bioensavo letal.

Una wvez obtenida la FPS mencionada con anteniondad. se realizaron pruebas
exploratoras. empleando para ello. concentraciones de 100 40, 10,5 v 2 % v como control agua

nanma artificial Después de la obtencion de la Cls,, se utilizaron concentraciones menores v

e i i o o~ o s R L i s . o i i i, s gt
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mavores de este valor (al menos 5 concentraciones) para la reahizacion de las pruebas definitivas.
Cada prueba se repitio 5 veces para determinar la varnabilidad en el metodo  Las pruebas se
realizaron de acuerdo a las condiciones que se mencionan en la Tabla 3

Fabla 3 Condiciones para realizar una praeba de toxicidad aguda empleando o Mysidopsis balvia: coma organismo
de pruchaf De acuerdo o USEPA, 198%).

CONDICIONES DE PRUEBA AGUDA

Estatica sin renovacion de la solucion de

Tipo de pruebha
prueha.

Duracion (hrs.) ' 9%
[l}ll:nsitlnd de luz (1x) 1200 —
Medio de prueba ;\gua marina artificial t(;l.'i.‘ilill seq)
I'otoperiodo 14 :10 Luz/Obscuridad
Recipentes de prueba (mL) 1500 e
]\“(l)‘lilmcn total, agua marina + muestra ( 1000
Edad de los organismos Juveniles de 4 a 6 dias
Salinidad De20a22 %
Temperatura( °C) 26+ 2

. i Si, Nauplios de Artemia franciscana kellogg(50
f\]'memacm“ ‘ naupliuslm\'s',i{dopsisr‘dia}— o
!'[I 8.3-8.4
Oxigeno Disuelto S mg/l.
f_\'n. de réplicas por concentracion 2
No. Organismos / réplica 20
No. Concentraciones de la prueba Sy 1 control
Respuesta evaluada Inmovilidad a 96 horas
Criterio de aceptabilidad de la prueba Sobrevivencia = 0 = al 90% en los testigos

Para cada prucba se emplearon un total de 240 organismos, los cuales se obtuvieron
de los lotes de cultivo, mediante una red de malla fina se colectaron adultos v juveniles v se
separaron en cristalizadores empleando una pipeta pasteur de plastico recortada Al obtener a los
iveniles. los adultos se incorporaron de nuevo al acuario de cultivo, Los juvemles se colocaron
dentro de la concentracion correspondiente dando con esto, inicio a la prueba

L monttoreo de los parametros fisicoquimicos (pH, OD. T v §%q ) se realizo cada 24

horas (0. 24,48, 72 v 96 hrs ). Para mantener la temperatura constante (20 = 2 °C) se colocaron

27
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los acuartos en bano mana v a cada acuario de prueba se e proporciono aireacion mediante

compresor de are de uso en acuarios. Cada 24 horas se reaistro el numero de animmales vivos, esto
| L

con Ta finalidad de no perder el numero real de orzanismos expuestos va que pueden morir v
descomponerse v/o mudar v contundir su exoesqueleto con un orgamismo muerto En el caso de
los controles se utilizo agua marina artificial, sin ningun toxico, la maxima mortalidad aceptada

para el control de cada prueba fue del 10%, en caso de exceder este valor la prueba se repitio

Control positivo de la prueba, Toxico de referencia. 4

Se reahizaron pruebas de sensibilidad con Mywiddopsis balia utihzando como toxico de
referencia Dodecil Sulfato de Sodio (DSS) de la marca Sigma con 95% de pureza (Formula:
C21:sNa0,S, Peso molecular 288 38), ya que se emplea como detergente v por ello, se
encuentra comunmente en sistemas acuaticos. A consecuencia de sus propiedades se reduce la
tension superticial, debido a la formacion de espumas en ciertos puntos de los cursos de agua
impidiendo con ello, los procesos de autodepuracion de los sistemas acuaticos b

Para determinar las concentraciones que se emplearon con la especie se hizo
referencia a los valores reportados por algunos autores como Parrish y Macauley (1986 ) quienes
obtuvieron un valor de CLs, para el toxico de 4.3 a 92 myg/L, de acuerdo a estos valores se
realizaron las siguientes concentraciones: 1, 5,9, 13, 17 v un control Para cada prueba se realizo
I replica La prueba se realizo | vez al mes, durante el periodo de experimentacion

Para realizar la prueba se preparé una solucion concentrada o madre de | ¢/L de DSS

| as prucbas se realizaron bajo las mismas condiciones que se describen en la Tabla 3

Bioensavos de toxicidad cronica.

Las pruebas de largo plazo, subletales o cronicas se disenan para proveer informacion
del cfecto de vanas concentraciones del toxico en la sobrevivencia, crecimiento v sucesos
reproductivos en un organismo. Por ello se emplean concentraciones que estan por debajo del
nivel de letalidad establecido mediante las pruebas agudas o CL.

Las prucbas de toxicidad cronica se realizaron posteniormente a la obtencion de la
14 a 90 hrs, obtenidas durante la fase aguda, Para ello. se empleo la cuarta parte de la CLsg de
lis muestras mas v menos toxicas de fluidos y recortes, sumando ¢stas un total de cuatro pruebas,
mas un control Las pruebas se realizaron bajo las condiciones descritas en la Tabla 4

L s s _— i o i i
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L os oreamsmos que se ocuparon para la prueba se mantuvieron desde su nacimiento

enun acuario de cultivo, apartados del resto de oreamsmos. Todos los animales presentaban la

misma edad Al leear a los 7 dias se sacaron v se separaron hembras v machos: empleando para

determmar ¢l sexo. un microscopio estereoscopico v osiguiendo el crteno deserito por la

P AGOOMA-00/02TF/1993 el cual se basa. en el caso de las hembras. en la presencia o ausencia

de huevecaillos en los oviductos o en el saco embrionano v en los machos en la observacion de

las eonadas v los granulos de aceite en la parte dorsal

]

Tabla 4. Condiciones para realizar una prucha de toxicidad cronica empleando o Mysidopyis haliia como orsanismo de

procha

CONDICIONES DE PRUEBA CRONICA

Tipo de prueba

Estitica con renovacion del 50% de la solucion de prueba,
cada 96 hrs.

Duracion

22 dias.

!_I_I_ll:llsi‘([ﬂd de luz(lx)

1200

Medio de prueba

Agua marina artificial (('l‘j§!il| seq)

Fotaperiodo

14 :10 Luz/Obscuridad

Recipentes de prueba (Volumen)

I Litro

Volumen total ( agua marina +
muestra)

8 Litros

Edad de los organismos

Juveniles de 7 dias

.‘i:lliJ::id:ltl

De 2000 22 %o

Temperatura( °C)

26+ 2"C

Renovacion de solucion de prueba

Si, cada 96 horas ( 30% (l(‘l_\_‘-t_TilllllL‘n}

Si, Nauplios de Artemia franciscana kellogg(130

Alimentacid . S
' '__'_m o in nauplios/mysidopsis/dia)
[rn 8.3-8.4 o
Oxigeno Disuelto S mg/l. i
8

No. de réplicas por concentriacion

No. Organismos / réplica

3 (3hembras v 2 machos)

No. Concentraciones de la prueba

I v | control

Criterio de aceptabilidad de la

[prucha

Sobrevivencia > 0 = al 80% en los testigos

| Respuestas evaluadas

Supervivencia, talla, peso, fecundidad (. # de juveniles
totales, proporcion hembras v machos)

o

Se reahizaron las concentraciones de cada una de las muestras ( 2 hidos v 2 recortes)

mediante ¢l mismo procedimiento senalado para la obtencion de la FPS. enseaunda se colocaron

e S g gy e Lt e it e
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ent o prueba 40 juvemles, 5 en cada réplica (2 machos v 3 hembras) Las prucbas se realizaron en
acuaros de vidrio de 101, con 8 divisiones, comunicados entre st por medio de malla fina. Para
mantener la temperatura se introdujeron a un bano maria. se les proporciono aireacton por medio
de mangueras conectadas a una bomba de aire de uso en acuarios Las pruebas dieron inicio a la
cdad de 7 dias de los organismos v tuvieron una duracion de 22 dias

Diaramente se realizo ¢l monitoreo de los parametros lisicoquimicos v el conteo de
sobrevivencia A las 96 horas de exposicion se renovo cada concentracion en un 50% del
volumen v se limpiaron las divisiones del acuario para evitar que se acumulara materia organica.
las caractenisticas del agua vy el fotoperiodo fueron similares al de las prucbas de toxicidad
avuda, siendo estaticas con renovacion y verificadas diariamente. El periodo de la prueba fue de
22 dias. Los orgamsmos de prueba fueron alimentados diariamente con naupiios de Arfenmia
fremciscanea una vez al dia; se realizo limpieza de los desechos de los oreanismos v de las
exutbias

Para determinar el numero de neonatos, cada dia se realizo un conteo de juveniles en
cada réplica y se sacaron de los acuarios de prueba para transterirse en frascos viales de 20mlL,
posteriormente fueron fijados con una solucion de glicerina v alcohol en una relacion v/v de 1/1.

Transcurridos los 22 dias se realizo un conteo de todos los sobrevivientes de cada
prucha v se determino el peso hiumedo de cada organismo. empleando una balanza analitica;
posteriormente estos se midieron, empleando una regla micrometrica adaptada a un microscopio
estercoscopico, colocando a los organismos en posicion lateral, de tal forma que quedaran
1otalmente extendidos Enseguida se observo la proporcion de sexos para dar lugar por altimo, a
la fijacion y etiquetado de los organismos,

Se reahizaron tablas con todos los datos reproductivos de los orcanismos. con los
cuales se pudo determinar, el numero de neonatos totales, por camada v por oreamsmo, asi como

cdad de la Tra reproduccion

* ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar el valor de la Cls, en cada prueba, se utilizo ¢l Metodo Probit,
caleulando el valor mediante el software de CL.. " Se caleularon los valores promedio de cada
senie de datos (rephicas). intervalos de confianza (P-0.05) de cada serie v coeliciente de variacion

L e e e e e i i _— o o o o
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(ON) T este ultmo caleulo, con el fin de determinar la varabilidad resultante en los crupos de
repeticiones realizadas con cada muestra

Para determinar diferencias significativas entre tratamientos (P 005) se realizo un
analisis de vananza unifactorial (ANOVA) Ensecuida. v con el fin de determinar el gradiente de
tovicidad de cada lodo y recorte con la especie. se utilizo una prucba de comparacion multiple
cntre medias. utilizando el Método T mediante la aproximacion grafica de Gabriel.™ Finalmente
para determinar diferencias significativas (P<0.03) entre los tratanientos cronicos (talla. peso
sobrevivencia v reproduccion) y el control, se utilizo tambien un ANOVA unifactorial v la

. - ‘g - . Ain
aproximacion grafica de Gabriel

e e —— e —_— i i s
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VICRESULTADOS
Parametros Fisicoquimicos
Se tomaron algunos parametros fisicoquimicos de las muestras del fluido de entrada v
sahida o diferentes profundidades v asi mismo de los recortes de perforacion (Tabla 5) Los
resultados indican que son muestras de pH basico v de salinidades altas. mostrando un incremento

en salimdad v conductividad respecto al aumento de la profundidad.

abla 3 Datos de pH. salimdad. conductividad v caracteristicas fisicas de las mucstras tomadas durante fa
lase exploratoria de Nundos v recortes de perforacion a dilerentes profundidades del poro

LODO ENTRADA (M1) | 850 ~1000 | 34.73 | 52600 |

LODO SALIDA(M2) 850 -900 51.85 74250 Liquido
RECORTE I(R1) 850 - 1000 = - R Sélido
LODO ENTRADA(M3) | 1400 -1600 | 51.26 75300 12.27 |  Liquido
Lonosnunn(m) 1400 - 1550 34.83 52666 12.34 Liquido
RECORTE 1I(R2) 1400 - 1650 3 2 - Liquido y roca
LODO ENTRADA(MS) | 1950 - 2000 | 54.2 2173000 | 12.26 Liquido
LODO SALIDA(M6) 1850 - 1900 | 69.66 96766 12.22 Liquido
RECORTE I11(R3) 1850 - 2000 = = - Salido, chicloso

Toxicidad aguda.

Se realizaron un total de 50 pruebas, con duracion de 96 hrs, 30 de estas correspondientes
a las muestras de lwdo (lodo), 15 a los recortes y 5 al toxico de referencia Dodecil Sulfato de
Sadio Los resultados promedio de CLsq se pueden observar en la Tabla 5

De acuerdo con el criterio de la EPAY relativo a que un lodo de perforacion, evaluado en
s fase de particulas suspendidas, se considera como toxico a valores de Cls, = 30,000 ppm o 3%,
en nineunoe de los casos evaluados en este trabajo, resultaron ser toxicas va que estan por arriba del
limite senalado. Sin embargo esto no significa que no lo sean, por ello en este trabajo se maneja el

criterio de mavor o menor toxicidad de acuerdo a los valores de CL.. que se obtuvieron

o — o e s i o i i i o i i s, e
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Fably o Valores promedio de CLy, (en "0y de Mdos v recortes, niilizando o Vostdopsas baliia. se
semalan los miervalos de conlnza (P=0 03) v el coeliciente de vanacion

Cocliciente, Varis

=

Muest LG P05

LODO ENTRADA (M1) 7.27+ 0.8858 | 11.922

o e

5

LODO SALIDA (M2) s 15.26+ 0,355',} C 8s70 T
l REEETE— (_RIJ_ ﬂg . 29.59+« 5.?;3:;; 1&.907 ]
[Lopo ENfﬁIEi(M?.) 5 7.458+ 1.1119 o 14.{2_2 '_ o

LODO SALIDA (M4) 5 7.05+ 0.6893 | 12.??6_L_ - .

RECORTE (RII) 5 8.43+ 1.5340 - 19.3252

LODO ENTRADA (M5) 5 5.696+ 0.6998 | o 13.7

LODO SALIDA (M6) 5 5.986+ 0.5383 | ' 10.04

RECORTE (RIID) 5 13.228+ 2.4802 17.5695

Iin el caso de los lodos de perforacion se observo un gradiente de toxicidad

proporcional a la profundidad de operacion a la que se tomaron las muestras ( de 850-9000m a
[950-2000m que fue la maxima). Mostrandose asi: LEMS-LSMO6-LSM4-LEM3 -LEM1>LSM2

En el caso de los recortes esta relacion no es notoria va que los valores de toxicidad
obtenidos se relacionan mas con las caracteristicas fisicas de las muestras. que con la profundidad,
presentando el recorte RI( tomado a 1400-1650m) el valor mas alto de toxicidad v teniendo mavor
cantidad de lodo impregnado que los recortes R1(850-1000m) y R (1850-2000m) cuvo aspecto es
mas compacto y con menor cantidad de fluido, por lo tanto con menos particulas disueltas

Del analisis de varianza realizado a estos datos y el subsecuente calculo de intervalos de
comparacion se elaboro la Fig 5, en ella se puede observar que hay notables diferencias
stienificativas (P=1 932E-106) en el recorte Rl respecto a todas las muestras, siendo el menos toxico
con un valor de CLsy de 2959 % El lodo M2 tambien presenta diferencias significativas con
respecto a todas las muestras, exceptuando el Recorte 11 con el cual se sobreponen los intervalos de
comparacion. siendo el menos toxico de los lodos con un valor promedio de Cls, de 1526 "o Entre
todas las muestras restantes (M1, M3 M4 MS, M6 Y R2) no se encontraron diferencias significativas
v que los itervalos de comparacion se sobreponen, lo cual indica que no hav mucha varabilidad
conrespecto a la toxicidad de las muestras

e — i~~~ — i o o o it ot i o s s o .
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LODO M1 LODO M2 LODOM3 LODO M4 LODO M5 LODO M6 RECORTE RECORTE RECORTE
| 1] 1

MUESTRA

Figura 5 Valores promedio de CLs, de las muestras evaluadas. con sus respectivos inlervalos de
comparacion(P=0.03). obtenidos por ¢l método T. para Mvsidopsix halia

De acuerdo a los valores promedio de cada muestra, las mas toxicas relativamente
resultaron ser el lodo M5 con un valor de CLs, de 5.696 y el recorte RII con una CL:= 843 y en
cuanto a el menos toxicos es el y el recorte RI, ya mencionados anteriormente sus valores. Es
importante resaltar estas muestras ya que se ocuparon para realizar las pruebas subcronicas

En cuanto al toxico de referencia DSS, se realizaron 5 pruebas aproximadamente una por
mes ( de Julio a Octubre de 2001) durante el tiempo en que se realizaron los bioensayos de la fase
experimental aguda, obteniendo un valor promedio de 7.272 mg/L, la tendencia que tuvieron los

valores de CLs, se pueden observar en la Figura 6.

CL50(mglL)

(1) Julio (2) Agosto (3) Agosto (4) Sept. (5) Octubre

Repeticion
Figura 6. Valores de CL., con ¢l toxico de referencia DSS. obtemido o 1o largo del periodo

experimental de a fase aguda en juvenitles de Muvsichopsis halna, cxpuestos a Y6hrs

e — i~ o i s o o s i s s
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Todos los valores que se obtuvieron con DSS se encuentran dentro de los rangos ya
ieportados para este toxico con Mysidopsis bahia,  por lo tanto el valor promedio obtenido
determina que el estado de la poblacion en cuanto a sensibilidad durante todo el periodo
experimental, fue estable y las condiciones de cultivo adecuadas; por ello se garantizan los

resultados de todo el trabajo experimental.

Toxicidad cronica. ;

Se realizaron 4 pruebas cronicas a 22 dias con organismos de una sola cohorte y con edad
de 7 dias, corriendo al mismo tiempo de prueba un Control.

Los resultados de las respuestas evaluadas: sobrevivencia, talla, peso, numero de
camadas y produccion de neonatos, se observan en la Tabla 7. Ademas se tomaron en cuenta otros
factores como el porcentaje de sexos.

Las condiciones fisicoquimicas registradas diariamente durante el transcurso de las
pruebas fueron:

pH=8.240.5
0D = 4.8+1
T°C=27+2
S¥%o= 20+ 1

Tabla 7. Respuestas evaluadas (promedio) con los lodos v recortes de mavor v menor toxicidad en concentracioncs
subletales durante un tiempo de exposicion de 22 dias, empleando a Mysidopsis baltia como orgamsmo de prucba.

CONTROL - 85 6.694 0.0029 3 184
LODO M2 4 62.5 6.041 0.0022 5 130
LODO M5 1.5 42.5 5.918 0.0024 5 146
RECORTE 1 7.5 525 6.54 0.0028 5 248
RECORTE IT 2 3715 6.056 0.0026 5 170

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede decir que la sobrevivencia del Control fue
aceptable ya que solo en el 15 % se dio mortalidad (85% de sobrevivencia), mientras que en el RII

csta alcanzo el 72.5% aunque en todos los casos se presento una sobrevivencia baja.
R e B e A e e e e et Sk
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LLa sobrevivencia de Mysidopsis hahia se puede observar claramente en la Figura 7,

durante la exposicion a los lodos y recortes.

o
‘o
E
o

=

% Sobrev

Figura 7. Porcentaje de sobrevivencia de Mysidopsis bahia, expuesto a concentraciones subletales
de lodos vy recortes de perforacion durante el periodo de exposicion a 22 dias.

En cuanto a los resultados de talla, el Control presentd un valor de 6.694 mm el cual
difiere significativamente de los lodos (P=1.6622E-08) y no de los recortes, como se puede observar
en la Fig. 8 | ya que los intervalos de comparacion de control y recortes no se sobreponen mientras

que los del control y recortes si.

INTERVALOS DE COMPARACION EN PRUEBAS CRONICAS EVALUANDO TALLA

CON M. bahia

75

70 '
‘g |
E 65
[-4
=
2 60
o

55

50

CONTROL M2 L. Salida M5 L. Entrada Recorte | Recorte Il
MUESTRA

Figura 8 Valores promedio de talla de los organismos expuestos de AMvwidopsis hahia a la
concentraciones subcronicas. con sus intervalos de comparacion(P=0.05) obtenidos con ¢l método GT-2.
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Lo anterior se traduce en que los lodos evaiuados tienen un efecto a nivel crénico que s¢
manifiesta en una disminucion de la talla de los organismos expuestos; mientras que este efecio no
se identifica en los recortes

Ein cuanto a los resultados de peso de los organismos (Fig 9), se observan diferencizs
sienificativas (P=5.963475E-08) en el Control, (peso promedio de 0.29mgs) respecto a las muestrzs
de lodos (M2 v MS con peso promedio de 0.2191mg v 24 41mg, respectivaniente), mientras que los
Recortes R v RII se sobreponen en sus intervalos de comparacion respecto al Control, por le tant2
no hay diferencias significativas. Lo anterior indica, igual que en el caso de la variable talla. que he:
un efecto de disminucion de peso en los organismos expuestos a los lodos, mientras que en les
recortes no se evidencia esta situacion ya que el peso de los animales expuestos es similar al de ios

controles
INTERVALO DE COMPARACION EN PRUEBAS CRONICAS
RESPECTO A PESO EMPLEANDO A M. bahia.

emm: pmeoRsen: o

0.45 =

Peso(mag)

CONTROL M2 L. Salida M5 L. Entrada RECORTE | Recorte 1l

Muestra

Figura 9 Grafica de valores promedio de peso. al finalizar ¢l periodo de exposicion (22 diasy a
concentractones subcromcas de lodos v recortes de perforacion. Intervalos de comparacion = (100004939
(P=0.03).0btenidos por ¢l método GT-2
In cuanto a los resultados de reproduccion se tomaron en consideracion 5 camadas en todas
las prucbas. Los resultados obtenidos durante la prueba cronica se observan en la tabla
considerando el namero de juveniles por réplica v por camada. En el caso del Control, este presento

i promedio de 23 neonatos por réplica/camada, el cual difiere significativamente (P=0 52095) ¢e
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fae dos muestras de lodos (M2 y MS) y de recortes En el caso de los lodos, las diferencias

sianificativas indican que estos tienen un efecto sobre la reproduccion de M. hahia ya que ocasionan

una disminucion en su potencial reproductivo; esta misma situacion se identifico tambien con el
Recorte RI1 como se aprecia en la Fig 10, ya que no hay traslape en los intervalos de comparacion
Sm embargo, en el caso del recorte RI se aprecia que promueve el potencial reproductivo de los
oreanismos  ya que se registraron los valores mas elevados de neonatos promedio  por

replica/camada, siendo éstos de 31, valor superior al reportado en los controles

35

30

25

20

# ORGANISMOS

15

10

CONTROL M2 MS R R 1l

Figura 10, Produccion promedio de juveniles por replica/camada. obtenido durante el periodo de
exposicion subcronico en Mysidopsis bahia  Intervalos de comparacion obtenido mediante el método T.

En la Tabla 8 se presentan los resultados de reproduccion por camadas, durante los 22
has que duraron las pruebas cronicas, se puede apreciar que las muestras de lodos presentaron
valores muy bajos en la primer camada la cual se dio entre los dias 8 y 9 de exposicion, respecto a
los recortes se observa un valor mayor de juveniles a comparacion del Control en el se obtuvieron
0 organismos. El valor mayor registrado fue de 429 v 3 5 organismos por hembra en el Rl vy
Control respectivamente, durante la camada de maxima produccion

Durante la camada 2 se observo en el Control, la mayor produccion de juveniles
obteniendo 84 individuos v con respecto a las muestras la camada de mayor produccion fue la
tercera con valores de 58, 48,103 y 37 para M2 M5 .RI1 y RII respectivamente, a partir de esta
camada se dio una disminucion paulatina en la produccion

L e — o~~~ ——_— o ——— o~ _—— o _ o it ot i . .
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Fabla 8 Resultados de reproduccion por camadas de las muesiras evaluadas duranie los 22 dias de exposicion
I

MUESTRA CONTROL M5 R

" < sovenies poventen | g faiventent | o [ovenies m—y
| cAMADA [vene (7 nlu::.;dro ueniie por | PrOmee J“v;:ri_'? - .';@;.:dia .luu::rue por | Promede |
camada "f;"“' hembra (3) “‘:’;'l“ hembra (3)| camada Anembra (1] camada '"ré’:" hembra (3

1 | a0 | 5 |ie666 3 1 .2'.;{}416': 66 | 825 | 275

84 10.5 3.5 4 §1.3333 32 4 [11.3333

35 ||4.375([1.4583 6 2 37 || 4.625[1.5416

21 || 2.625| 0.875 3 1 21 || 2.625| 0.875

14 1.75 [0.5833 225 | 075 14 1.75 |0.5833

Y con respecto a la proporcion de sexos resultante al concluir la prueba con los
sobrevivientes se puede observar en porcentajes en la Tabla 9. Partiendo de una proporcion de 3
hembras: 2 machos en cada una de las 8 replicas, con un total de 24 hembras x 16 machos en cada

prueba

Tabla Y. Proporcion de sexos de los sobrevivientes. respecto a la micial (100%=24 hembras:
16 machos). resultados expresados en porcentije.

CoNTROL || 16 | 666 | 16 100
LODO M2 17 70.83 13 81.25
LODO M5 9 37.5 8 a0
RECORTE I 10 41.66 11 68.95
RECORTE II 9 315 7 43.75

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede decir que hubo mavor monandad en las
hembras. siendo las muestras MS y RI1 las que mayor mortalidad presentaron secundas del R1y MII

I control presento una mortalidad de 33 3% en las hembras al termino de la prueba (22 dias). En el
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caso de los machos, la muestra RID tuvo la mortalidad mas alta seeuida de Ta M5, REy M2 El

control no presento mortahidad de machos durante toda la prucba

35

[
=5

Ty

# organismos

Figura 11 Namero de juveniles acumulados por dia(valores promedio). de acuerdo al ticmpo de exposicion.

En la grafica |1 se puede observar, que hay un incremento en la produccion de juveniles
a partir del dia 8 de exposicion a las concentraciones sub-letales, este incremento se observa en
todos los casos. La camada | se dio entre el dia 8-10 de exposicion para el control v las muestras
M2, M5 v RI, exceptuando a la muestra RIL, quien tuvo un retraso en la ler camada de un dia. Asi
mismo se puede ver un incremento abrupto en el Recorte RI, a partir del dia 13 hasta el dia 18 de
exposicion; esta muestra, es en la que se presenta el mayor pico de reproduccion  durante toda la
lase experimental (respecto al control y las muestras).

Posterior al dia 18 se puede ver un ligera estabilidad en el namero acumulado, para
finalizar con un promedio de 31 juveniles por réplica En cuanto al control ¢l pico mas alto de
produccion se dio del dia 12 al 15 con un niimero promedio de progenie por replica igual a 23
Como se puede observar el nimero de organismos del Recorte RII es mayor al del control y con
respecto a todas las muestras. En cuanto al lodo M2 se observa un menor numero de juveniles al
transcurrir la prueba, ast como el pico de mayor produccion se da entre los dias 13-16; mostrando al
limal de la evaluacion un promedio de juveniles por réplica de 1625, siendo esta la muestra de

menor produccion

L —— o s o o i i i i i o oo
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En cuanto al lodo MS se puede observar poca produccion con un promedio de neonatos
por organismo de 18.25. No se observa, como en el caso de los otros grupos de datos, un incremento

de juventles en alguna etapa de la prueba. Finalmente el recorte RIL presenta un comportamiento

simitlar al del control, pero con un pico de produccion mas marcado. durante los dias 10-13 de
exposicion, en donde se ve un incremento abrupto en el numero de juveniles, y con una tendencia a
la poca produccion al final de la prueba, obteniendo un promedio de 2125 juveniles, un valor

cercano al del control (23 0 juveniles)
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VIL DISCUSION

Toxicidad aguda.

Mysidopsis bahia es una especie ampliamente utilizada en los Estados Unidos como
una especte de referencia en pruebas toxicologicas, debido a su clevada sensibilidad, facil
manejo, reproducibilidad en cuanto a resultados y a su amplia distribucion en ambientes marinos,
especificamente en gran parte de la zona costera del Golfo de Meéxico. De acuerdo a estas
caracteristicas esta especie ha sido empleada para evaluar lodos de perforacion y se han
establecido criterios o limites permisibles de toxicidad para estos compuestos, se maneja como
limite permisible un valor > 6 = a 30,000 ppm, para la fase de particulas suspendidas (FPS) de los
lodos " en el caso de los recortes en este estudio se manejo el mismo criterio debido a que como
va se explico anteriormente el recorte es la roca impregnada con el fluido de perforacion y por lo
tanto lo que queda disuelto practicamente es el fluido. Lo cual indica que valores iguales o
superiores al mencionado, no se consideran toxicos para los organismos expuestos. El criterio
para que esta clasificacion halla sido aceptada se basa en que el lodo de perforacion al ser vertido
al mar va a ser rapidamente diluido en una porcion y otra se va a sedimentar ( por lo cual no se
puede evaluar en su totalidad) y sobre la fase que se forma del agua de mar y lodo diluido se
establecio el limite, ya que no se consideraria el factor de dilucion que en condiciones naturales
se presenta v el veredicto establecido, estaria totalmente fuera de lugar’’.

En cuanto a las muestras de lodos y recortes que fueron tomadas en campo a
diferentes profundidades de operacion de un pozo petrolero, hay que tomar en cuenta que las
muestras pueden ser de diferentes estratos debido a la profundidad en que se obtuvieron, y que
pueden pertenecer a estratos diferentes y estos de alguna forma alterar la composicion del lodo,
asi como la presion y las temperaturas a las que se somete el lodo pueden causar cambios o
reacciones que alteren la toxicidad del fluido.

De acuerdo a los resultados de la tabla 4 anteriormente presentada, se puede observar
que los valores de CLs, obtenidos para los lodos v recortes no rebasan el limite de toxicidad por
lo tanto de acuerdo a este criterio se sefalan como no toxicos, los coeficientes de variacion de
todas las muestras son aceptables, pues son valores inferiores a 20%  esto indica poca

P - - . ~ X =
vanabilidad entre los datos. De acuerdo a los criterios establecidos por De Gracve ™, mencionan
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que el mtervalo de variacion en las téenicas analiticas que es aceptado por ¢l Programa Nacional
de Eliminacion de descargas Contaminantes (NPDES) de los Estados Unidos de América, es del
20 al 40 % Por otra parte, otros autores consideran que el intervalo mas adecuado es el de 30 al
40% " Esto indica que si en pruebas analiticas. cuyos resultados estan dados por equipos de alta
precision, se consideran adecuadas las variaciones hasta de un 40%, en los seres vivos es de
esperarse (ue se presente una variacion similar o aun mayor, dado que su respuesta esta
mfluenciada por caracteristicas tales como® tipo de clon. nutricion, genéticas. calidad de agua
ete "

Sin embargo hay variaciones en cuanto a los valores de CLs; que quedan por explicar
Para que nos sea mas facil entender lo que esta sucediendo con las muestras evaluadas se
acruparon de acuerdo a la profundidad. El primer bloque comprende la profundidad de 850 -
1000mts encontrando que el Lodo de entrada M1 presento un valor de CLs, de 7.27 %. esto
pudiera indicar que el lodo esta integro al ser la primera fase de perforacion. Por otra pane, al
salir del pozo se evaluo el lodo M2 en el cual, la toxicidad disminuye aproximadamente a la
mitad del valor de el Lodo M1 (valor de CLs; de 15.26%), causado posiblemente, por la perdida
de compuestos del lodo o bien la degradacion del mismo Finalmente el Recorte 1. registro la
menor toxicidad en este estrato (CLsg de 29.59%), debido a que solo presenta una parte minima
de Nuido, el cual esta impregnado en la roca pulverizada que se extrae de la formacion. ademas.
al realizase la prueba, es minima la cantidad de particulas que quedan disueltas en la fase
evaluada

En la profundidad de 1400-1650mts, los lodos M3 (CLs, de 7. 58%) de entrada v M4
(Clsy de 7.05%) de salida presentaron valores de toxicidad muy parecidos considerando que no
hav alteracion del fluido a su paso. En cuanto al recorte RII (CLs de 8.43%) presenta el valor
mas alto en toxicidad respecto a los recortes, sin embargo el valor no difiere en gran medida con
respecto a los lodos de la nmisma profundidad. A este respecto, durante el proceso de preparacion
v evaluacion del recorte RI1, se observo mayor cantidad de lodo impregnado en la roca, siendo
esta tambien de mayor tamano que los otros recortes: ademas su estado fue tendiente en mavor a
medida a ser hiquido que solido, por lo que mayor cantidad de lodo quedo disuelto en la FPS

posiblemente. origine mayor toxicidad a los organismos expuestos.
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Por ultimo las muestras de la profundidad 1850-2000 mis. presentaron los valores mas

altos de toxieidad: de eéstas el MS de entrada fue el mas toxico con un valor de Cls, de 5.696%
Il Todo de salida M6 presento un valor de CLs, de 5.986%; el cual por cierto no presento
stentficancia estadistica (P=0 05) con respecto al anterior. Estos resultados pueden deberse a que
se esta perforando a una mavor profundidad y aumenta la presion y la temperatura de operacion
dentro del pozo, ademas, es posible que sea otro tipo de estrato en el que se este trabajando y que
por lo tanto. el fluido sufra alteraciones en cuanto a su composicion; va scan inducidas, por la
adicion dti algun aditivo especifico para el tipo de roca o indirectamente debido a factores propios
de operacion

Los valores de CLs; mencionados, estan cercanos al valor limite de toxicidad ", sin
cembargo no se consideran toxicos de acuerdo con ese criterio.

En cuanto al recorte RI presenta un valor muy bajo de toxicidad, también debido a
la poca cantidad de lodo que qued6 impregnado a la roca. Esta muestra presento una consistencia
compacta, dificil de disolver, y con gran cantidad de roca de tamano fino, lo que dificulto su
mezclado ocasionando que una porcion minima quedara disuelta en la FPS.

[En cuanto a la evaluacion fisicoquimica de los fluidos (pH. salinidad v conductividad
(imhos/cm) estos valores no tienen un efecto significativo respecto al valor de toxicidad debido a
que ¢l agua marina actia naturalmente como un sistema buffer, dirigido hacia a condiciones
basicas (pH de8 0 -8 5 en agua marina)

De acuerdo a otros trabajos realizados con Mysidopsis  halia con fluidos de
pertoracion base agua, se han reportado valores no toxicos en 49 muestras de lodos y aditivos,
con esta cspccicn El Instituto Mexicano del Petroleo (IMP) vy Petroleos Mexicanos (PEMEX)
reportaron valores bajos de toxicidad aguda evaluando fluidos base agua que son empleados en la
perforacion de pozos dentro de la Sonda de Campeche™. Estos resultados coinciden en cuanto a
la baja toxicidad que presenta el lodo evaluado en este trabajo.

Los lodos base agua son ampliamente utilizados a nivel mundial en la industria de la
perforacion v se recomiendan debido a su composicion en la cual el agua es la base del fluido; se
le adicionan aditivos quimicos, como arcillas, polimeros. densificantes, los cuales ayudan a
controlar diversas propiedades del lodo como el filtrado, el pH, la viscosidad v la gelatinosidad
Desde el punto de vista de toxicidad aguda y tomando en cuenta el criterio de la EPA va

i — o o i s o o i o
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mencionado, los lodos y recortes evaluados cumplen con la normatividad norteamericana va que
no rebasan dicho limite; sin embargo, no se sabe que danos pueden causar estas sustancias a las

poblaciones naturales a largo plazo y que cantidad es biodegradada en el ambiente acuatico

Taoxico de referencia D.S.S.

En cuanto a la evaluacion con el toxico de referencia Dodecil sulfato de sodio. se
presentaron los valores en la tabla 5, obteniéndose un valor promedio de Cls, 7272 me/l Los
valores obtenidos son congruentes con estudios realizados por otros autores como Parrish v
Macauley (Tabla 8), quienes obtuvieron un rango de CL+, de 4.3 a 9.2 mg/L (. igualmente Duke.
P R obtuvo un valor con el toxico de referencia a 96 hrs de 54 ppm  También valores muy

parecidos son reportados por el IMP y PEMEX quienes indicaron CL<, entre 5 5y 6.6 mg/l

Tabla 10, Valores de CLs, para DSS en Mysidopsis bahia obtemdos en otros trabajos

Autor, aiio CLsy

Duke, P. R. et al,(1984) S 4 ppm

Parrish y Macauley, (1986) |43 a 9 2mg/L

IMP y PEMEX,(1997) 55v06.06ppm
Este trabajo,(2001) 5.29-9 63mg/L

El coeficiente de variacion (CV) que se obtuvo en nuestro trabajo, fue de 19 054 De
acuerdo al criterio de Willis (1995) en donde consideran que en pruebas de toxicidad, valores del
cocficiente de variacion entre 16 v 24% revisten elevada precision en las pruebas™, el valor de
'\ senalado, indica que efectivamente hay reproducibilidad en los datos obtenmidos v que la
poblacion se mantuvo estable durante la fase experimental, ademas de que ¢l control en la edad
de los organismo se fue adecuado y las condiciones de mantenimiento constantes; ademas. indica
que la reproducibilidad en la respuesta de M. bahia se da a nivel intra e inter laboratorios v esto

aumenta la importancia de la utilizacion de la especie en bioensayos toxicologicos.
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Toxicidad cronica.

La regulacion y el manejo de los contaminantes dentro de ambientes acuaticos esta
basada en informacion toxicologica obtenida en la cuantificacion de las respuestas biologicas
como la concentracion de un contammante durante un tiempo definido de exposicion
Fradicionalmente. la toma de decisiones se hace utihizando datos de toxicidad aguda con periodos
de exposicion a 96 horas y la respuesta biologica evaluada es mortalidad,” sin embargo, éste tipo
de informacion es insuticiente para considerar a una sustancia como no-toxica. lo ideal es realizar
tambieén, estudios de toxicidad cronica los cuales evaltan el efecto del toxico sobre crecimiento,
sobrevivencia y reproduccion bajo periodos prolongados de exposicion o sobre el ciclo de vida
completo del organismo de prueba

La seleccion de las muestras para la realizacion de las pruebas subcronicas con
Vivsiclopsis bahia, se dio a razon de los valores de toxicidad aguda de fluidos y recortes de
perforacion, seleccionando los mas toxicos (Lodo entrada M5 y Recorte R2) v los menos toxicos
(lodo de salida M2 y ¢l Recorte R1). Se eligieron estas muestras para determinar el efecto que
causan a largo plazo con la especie de estudio evaluando la afectacion de estas sustancias en
cuanto a sobrevivencia, talla, peso y reproduccion (nimero de neonatos).

[Las concentraciones subcronicas se obtuvieron a partir del valor de CLs, tomando una
cuarta parte de este valor Todos los datos obtenidos de las pruebas realizadas se compararon
respecto al Control. De los resultados obtenidos, el analisis se realizara detallando cada respuesta

por separado

Sobrevivencia

El numero de organismos que se sometieron a la prueba tue de 40 juveniles con edad
de 7 dias, con el fin de identificar diferenciacion morfologica de hembras v machos' En esta
prueba el dia 1 corresponde al septimo del ciclo de vida del organismo y en el cual se incorporo a
L prueba De acuerdo a la Tabla 3 de resultados se puede observar el porcentaje de sobrevivencia
hasta la culminacion de la prueba (22 dias); en este caso el Control obtuvo un 85% de
sobrevivientes  Algunos criterios establecidos para M. bahia™. sefalan que una prucba de
tovicidad cronica es aceptable siempre y cuando se cumplan los siguientes supuestos a) la
sobrevivencia en el control sea = 80%; b) El peso del control sea: » 20mg =0 .0020grs. ¢) Por lo
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menos el 60% de los misidaceos del control hallan alcanzado la madurez sexual, v d) en por lo
menos el 30% de las hembras se observe la presencia de huevecaillos en el oviducto o en el saco
embrionario Todos estos supuestos se presentaron cn el Control, por ende los resultados de
nuestras pruebas son aceptables.

En los resultados de las muestras evaluadas. se puede observar que en donde hav
menos mortandad es en aquellas que resultaron ser menos toxicas durante la fase aguda (Lodo
salida M2 v el Recorte RI) como era de esperarse. ademas se observo un descenso en la
poblacion de todas las muestras, aproximadamente a partir del dia 17 de ux;;nxicihn al 1oxico o
del dia 24 de edad del organismo (ver Figura 0). Por otra parte, en el Control, se dio una
disminucion a la misma edad, aunque en menor porcentaje de mortandad En el caso de las
muestras M5 y RII se observo un decremento paulatino desde el inicio de la prueba. lo cual
indica que el toxico pudo acumularse en el tejido del orgamsmo y finalmente causar mortahdad.
esto podria estar relacionado con la aparicion de una franja obscura a lo largo del cuerpo del
orzanismo en la parte dorsal, causada posiblemente por la acumulacion del toxico en el tejido de
este durante el transcurso de la prueba Esta condicion no se observo en los controles va que
durante toda la prueba presentaron una coloracion traslucida en todo el cuerpo Se cree que el
tiempo de exposicion esta relacionado con los efectos que causan los contaminantes, como p. e
acclerar la mortalidad y retardar el desarrollo de los organismos™, lo cual fue observado en este
trabajo como consecuencias a largo plazo de exposicion; ademas, al darse un aumento en la
mortalidad del organismo respecto al tiempo, es posible que estos se encuentren dentro del limite
de la compensacion fisiologica, en donde su sobrevivencia depende del tiempo de exposicion a

los toxicos

Talla

El factor talla se vio afectado principalmente en ambos lodos ( M2 con un valor
promedio de 6.04Imm y 5.918mm para el lodo M5) vy en el Recorte RII (6.056 mm). las
diferencias fueron significativas con respecto al Control cuvo valor promedio fue de 6 694 mm
La reduccion de talla en los organismos se adjudica a la influencia del toxico principalmente en el

lodo M3, en donde la cantidad de particulas siempre fue mayor v por tanto la alectacion al
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orsanismo se dio en mayor grado. Esto se relaciona con el alcance para el indice de crecimiento,
que es el numero de calorias requeridas para asimilar el alimento despucs de la demanda
metabohica de un organismo. De acuerdo a trabajos respecto a este punto, indican que el alcance
del indice de crecimiento expuesto en larvas de langosta v en misidaceos juveniles se redujo en
un 37% v 306%. respectivamente. Por lo tanto el mecanismo de accion del toxico puede diferir en
estas dos especies de crustaceos. En ambas mostro una declinacion en las calorias disponibles
para crecimiento. Hhstopatologicamente los fluidos de perforacion han mostrado causar danos al
s1stema digcsii\-‘(; de crustaceos y causar reduccion en la asimilacion.™ lo cual se pudo observar a
partir del dia 16 de la prueba. ya que hubo una baja en la ingesta del alimento. Lo anterior, puede
tambien estar relacionado con la reduccion de talla en los organismos expuestos a los lodos. Es
probable que en los misidaceos expuestos a los lodos y recortes, se halla dado una alteracion de
los mecanmismos responsables de la asimilacion de la eficiencia en la absorcion del alimento y en
consecuencia de la asimilacion del alimento ingerido. La disminucion en las tasas de ingestion y
asimilacion contribuyven a limitar el suministro de energia del organismo y en consecuencia estas
alteraciones nutricionales reducen la energia disponible para sus funciones metabolicas y en

ultima instancia disminuyen la capacidad de crecimiento en los organismos.

Peso

In cuanto a peso se encontraron diferencia significativas principalmente en el Lodo
M5 respecto al Control obteniendo valores de 0.0024 y 0.0029grs, respectivamente. El peso
recomendado para el control es > 0.0020grs, por lo tanto nuestra prueba cumple con este
criterio.”” En cuanto a los recortes se puede decir que no hay un efecto directo del toxico en
cuanto a la reduccion de masa corporal, en peso humedo, (como tue medido). El peso en los
lodos se vio claramente afectado por el fluido, suponiendo que se redujo la energia util para
crecimiento somatico. Los fluidos de perforacion pueden causar reduccion en el peso del
oreanismo tal como lo menciona Carr ¢f al., 1980.** quienes observaron en AMisidopsis v en

lirvas de langosta una reduccion en peso seco. encontrando que el valor del control en

Vivsicopsis tue dos veces mas grande que el de los organismos expuestos a 30¢/L de un fluido de
perforacion v a 7 dias de duracion de la prueba. Ast mismo se ha demostrado que la temperatura

vl salinidad influyen directamente sobre el crecimiento y subsecuentemente en la masa corporal
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del misidaceo ™ De hecho la interaccion de la salinidad v la temperatura han mostrado modificar
¢l crecimiento de crustaceos estuarinos. Sin embargo en este trabajo no se puede atribuir la

disminucion del peso de los organismos a estos factores, va que las condiciones se mantuvieron

controladas mediante el recambio de la concentracion cada 90 hrs, con la tinalidad de evitar la
concentracion de sales v de amonio en el agua, tactores que de alguna forma pudieran mfluir en
lis respuestas. También al retardarse la tasa de crecimiento se observan disrupciones energéticas.
lo cual puede mostrar valores bajos en cuanto a la eficiencia de crecimiento ¢ inducir a un
mcremento en la demanda metabolica y reduciendo la capacidad de asimilacion de la energia
disponible para la formacion de tejido nuevo. '

El peso v la talla estan directamente relacionados con el crecimiento del organismo. v
por tanto la eficiencia de crecimiento se refiere a la capacidad del organismo de transformar el
alimento ingerido y utilizarlo como fuente de materiales v enerzia en la sintesis de tejido
somatico, asi la eficiencia sera alta si con un minimo de la energia contenida en el alimento

2 " S i . . 44
ineerido o asimilado, el crecimiento del organismo es optimo

Reproduccion

Al inicio de la prueba se colocaron hembras con oosteogitos (huevecillos) en los
oviductos v con el marsupio ya formado, esto garantizo la adecuada seleccion en la proporcion
de hembras v machos fértiles.

Durante el transcurso de la prueba el numero de camadas que se consideraron fue de 3
para todos los casos. El dia de la primera reproduccion fue entre el octavo y noveno de
exposicion, sin haber mucha diferencia entre las muestras y con poca produccion de juveniles
I'sto es un comportamiento normal de acuerdo con el estadio reproductivo del oreanismo'”. el
cual tambien se registro en el control.

El Control, presento un nimero total de 184 juveniles (ver figura 9) durante la prueba.
miciando a la primer camada con un nimero de 40 juveniles. ocurriendo esta entre ¢l dia 9 de
exposicion v mostrando un incremento de juveniles durante la sceunda camada, obteniendo un
promedio por hembra de 3 5 individuos, este valor tue el mas alto durante la prueba para el

control. Dentro de las camadas posteriores se observo un decremento paulatino en la produccion.
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sin embargo es un comportamiento normal, va que de acuerdo a la edad del organismo hay una
tendencia al decremento de la progenie. El punto maximo de tecundidad s¢ obtuvo durante la
seeunda camada

Como se observa en la figura 9, respecto a la produccion promedio de juveniles por
replica observa que el control presento un numero promedio de 23 juvemles, no encontrando
diferencias significativas entre las muestras.

De acuerdo a los resultados obtemdos el Lodo M2 presento solo 130 neonatos (ver
I'abla 6). en este caso si se observo un decremento en el namero de juveniles, comparado con el
control, asi como tambien, influyo en un disminucion en cuanto a la cantidad de neonatos por
hembra EI nimero maximo fué de 2.4 en la tercer camada, siendo en esta donde se observa
mavor produccion de juveniles durante la prueba, aqui se observa la influencia del toxico
directamente en la reproduccion, ya que relacionado con la sobrevivencia esta no se vio afectada.
S embargo el peso y la talla tienden a ser menores. esto indica que la cantidad de energia y el
clecto del toxico influyo en una baja reproduccion y el gasto energético del organismo se
mantfesto en su subsistencia, ademas la talla y el peso son un factor importante, va que esto
tambien implica un menor tamano del marsupio y por ende una menor cantidad de embriones
viables. Lo que también puede deberse a una estrategia reproductiva la cual implica tener un
indice de natalidad bajo, pero con un elevado nivel de sobrevivencia y acrecentar el
reclutamiento

Un comportamiento similar lo presento el Lodo M5 con un total de 146 organismos,
tambien por debajo del Control, pero en esta prueba se observo mavor afectacion en los
oreanismos. va que la mortalidad fue alta; en cuanto a peso y talla. se obtuvieron valores muy por
debajo del Control. Sin embargo el numero de juveniles fue bajando un poco después del pico
mas alto de produccion dado durante la 3er camada. La reduccion en la progenie puede estar
causada no solo por las particulas suspendidas provenientes del agua que atrofian la actividad
hiologica de los organismos, también se ha senalado que algunos aditivos para el control de la
corrosion voemulsion contienen alquifenol, etoxilatos v estrogenos que afectan el sistema
reproductor de organismos acuaticos’, estos aditivos son constituyentes muchas veces de los

Mndos de perforacion
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El Recorte RI presento un numero de juvenmles mayor al del Control v no se vio
alectado en ninguna de las respuestas observadas, va que no solo no se dieron alteraciones
debidas al efecto del toxico, como resultado de su exposicion en la fase aguda. sino que ademas
durante la exposicion subcronica, presento los valores mas elevados en reproduccion v las
chterencias en la talla v peso no fueron significativas al compararse con el control Lo anterior
puede deberse a la elevada cantidad de roca y su aparente. poca disolucion al preparar la fase de
particulas cual nos puede indicar que hay una alteracion vy los organismos pudieron dedicar su
taza energetica a la reproduccion, empleando esta como una estrategia reproductiva | sin embargo
¢l costo es una disminucion en la longevidad del organismo, de acuerdo a la teoria del costo
reproductivo existe una correlacion negativa entre los recursos dedicados a la reproduccion v los
destinados a crecimiento y sobrevivencia. ™ También cabe sefalar que el desequilibrio en las
poblaciones acuaticas, ocasionado por los contaminantes, puede inducir el aumento de ciertas
especies y causar el desplazamiento de unas o la sobrepoblacion de otras

En estudios realizados con copépodos, se ha observado que al evaluar fluidos de
perforacion estos causan un decremento significativo en la fecundidad. También se establece que
existe una marcada relacion entre la fecundidad y la densidad alimenticia, lo cual quiere decir que
a mavor cantidad de alimento mayor fecundidad, aunque la longevidad tiende a reducirse,** esto
por una parte explica algunos supuestos de estos resultados va que los organismos se
mantuvieron en condiciones alimenticias controladas en cuanto a la cantidad requerida por el
oreanismo. sin embargo se pudo observar que en todas las pruebas que parte del alimento no se
consumia y quedaban los restos depositados en el fondo.

Por ultimo el Recorte 11 presento valores muy parecidos respecto al control en el
numero de juveniles, presento una menor talla y sin diferencias significativas en cuanto al peso,
ademas una mortalidad muy elevada. También se observo que durante la primer camada se dio la
mavor cantidad de progenie v paulatinamente decrecio en numero de acuerdo al tiempo de
exposicion. Tal parece que el efecto del Recorte se dio directamente sobre la integridad
fisiologica del organismo reduciendo su ciclo vital Este hecho puede deberse a la acumulacion
de ciertas sustancias en el organismo. debido a que se pudo observar en la parte dorsal del
oreanismo una linea obscura, causada tal vez, por la acumulacion de algunos metales o de otros
compuestos. En este trabajo solo se pueden manejar supuestos en cuanto a que sustancia o
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clemento es el que esta causando afectacion al organismo, puesto que no se tiene conocimiento
de la formulacion del lodo vy por ende de los recortes, sin embargo bibliograficamente se conoce
que los fluidos de perforacion presentan ciertos metales pesados. muchos de estos pueden estar
disuclos en el agua y quedar a disposicion del organismo de prueba. Sm embargo se sabe que la
toxicidad de los metales pesados en los orgamismos acuaticos esta relacionada con los
mecamsmos de mcorporacion y de excrecion, los cuales determman la bioacumulacion de los
toxicos, por lo tanto las alteraciones biologicas (a mvel bioquimico, celular o fisiologico) v en
ultima instancia la muerte de los individuos es el resultado directo de la acumulacion de los

; % . 3 e SN |
mctales debido al deterioro de los procesos de desintoxicacion y excrecion

Proporcion de Hembras y Machos

En cuanto a este dato se pudo observar una reduccion en el numero de hembras
respecto al namero original de cada prueba, se colocaron 24 hembras con 16 machos en todos los
casos respecto al control; se dio una reduccion considerable en el nimero de progenitoras, debido
posiblemente al gasto energético mayor, utilizado en la reproduccion; las hembras sean las mas
afectadas y su tiempo de vida se acorte y sean a la ves mas sensibles bajo condiciones adversas.
I.o cual implica una disminucion en el potencial reproductivo de la especie

La mayoria de los estudios de toxicidad con muestras provenientes de fluidos de
perforacion que circularon por el pozo, no estan correlacionados con la profundidad de
perforacion; sin embargo, a mayores profundidades es necesario emplear otro tipo de
componentes o aditivos que permitan perforar de manera eficiente y no tnicamente bentonita o
barita, que presenta muy baja toxicidad.™ Estos componentes pueden ser compuestos que le
proporcionen estabilidad al fluido (emulsificantes, inhibidores de hidratacion de arcillas, etc.) que
se componen de sustancias organicas complejas (aminas cuaternarias, alquiltenoles, etocilatos,
imidazolinas modificadas, ésteres de tosfato y polimeros de pnliasparlam}q Muchas de ellas con
probada toxicidad de manera individual o en mezcla” Es posible que en las muestras evaluadas
en este trabajo provenientes de estratos profundos, el uso de aditivos halla ocasionado que los
niveles de toxicidad se imcrementaran con relacion a las muestras evaluadas en estratos sub-

supeticiales
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La toxicidad de los recortes y lodos de perforacion en el medio ambiente esta
duwectamente relacionada con la composicion quimica de los fluidos de perforacion (lodos)
utihzados durante la actividad de perforacion, se sabe que los aditivos quimicos por st solos son
mas 1oxicos que al constituir el fluido. ™ Asi mismo se corrobora que la cantidad de particulas
disucltas de acuerdo a la concentracion del lodo causan alteraciones a los orcanismos Trabajos
en los que se ha evaluado la bentonita y la barita, han resultado ser no toxicos en comparacion
con el fluido de perforacion™. También se ha observado que el decremento en los componentes
rpm'liculados de los fluidos, producen una reduccion en la toxicidad. Hav otros factores que
reducen la toxicidad, estos pueden incluir la pérdida de absorcion de componentes organicos. con
la renovacion o adicion de componentes de arcillas y una pérdida de compuestos volatiles a
traves del proceso de perforacion.

La toxicidad del fluido y recortes de perforacion también esta relacionada con factores
como la dispersion y disipacion en el ambiente marino de estos ya que al ser descargados su
toxicidad esta en funcion de caracteristicas como: corrientes, profundidad, actividad pesquera,
temperatura y topografia del fondo. Una baja dispersion y baja degradacion, mantienen las
concentraciones de los contaminantes en sus niveles mas altos, causando la mayor afectacion al
ambiente

De acuerdo a los resultados obtenidos las principales afectaciones durante las pruebas
cronicas se dieron en sobrevivencia, y reproduccion. AMysidopsis bahia es un importante
componente de la cadena trofica marina y estuarina debido a que constituye parte de la dieta de
aleunos peces como los sabalos y el lenguado, y ademas tiene una amplia distribucion dentro del
Golfo de Meéxico ocupando zonas costeras importantes de actividad petrolera, es por esto que
radica su importancia a nivel ecologico y toxicolologico En los estudios ecotoxicologicos. el
objetivo fundamental es evaluar y predecir los efectos causados por las substancias quimicas y
otros estresores ambientales en el ecosistema, considerando que los efectos acumulados a nivel
organismo tienen proyeccion a nivel de poblaciones, comunidades v ecosistemas Asi una
condicion en la cual los organismos sobreviven pero se reduce la efectividad de sus tunciones.
repercute en fa dinamica de organizacion biologica inmediata, esto es a mvel de poblaciones,”"

por lo tanto la alteracion en el equilibrio energético de los organismos puede tener efecto a largo
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plazo en la estabilidad de las poblaciones al modificarse el potencial de la especie en terminos de
crecimiento vy de reproduccion.

Para finalizar v ya que durante este estudio los lodos resultaron ser. tanto a nivel de
exposicion letal y subcronica, mas toxicos que los recortes. es probable que el nivel de toxicidad
dependa en este caso, de la cantidad de particulas que se encuentran disueltas en el agua marina.
I'n suestudio, Nimmo er af. (1979) expusieron a varias concentraciones de sedimentos a M.
balne. observando durante todo el ciclo de vida del organismo los efectos mecanicos y fisicos
causados por la turbiedad; los resultados indicaron que la turbiedad puede afectar la
sobrevivencia y los sucesos reproductivos de la especie’’, ademas de otros componentes que
pudieran estar presentes en los lodos (metales pesados incorporados en el lodo por corrosion de la
barrena o adicionados por la formacion) y que bajo ciertas condiciones pudieran estar
biodisponibles  En los crustaceos acuaticos la pérdida de la integridad fisiologica de los
oreanismos por efecto de los toxicos, esta relacionada por una parte con la alteracion de procesos
respiratorios como la ventilacion y la perfusion, el intercambio respiratorio. el transporte de
oxizeno y la respiracion celular. *' Asi como también se puede dar el deterioro estructural y
funcional de las branquias, las cuales desempenan un papel fundamental en el intercambio
waseoso, el intercambio i1onico, el balance acido-base, la excrecion nitrogenada v la regulacion
corporal del agua. ™ 'ZT

L]

En México, hasta hace algunos anos, no se habia contemplado a las actividades
petroleras de perforacion dentro de los ramos industriales regulados  Esto trajo como
consecuencia el diseno de tecnologias y actividades de perforacion que no tomaron en cuenta el
impacto ocasionado al ambiente. En la actualidad, existen lineamientos que regulan las
actividades de perforacion en zonas vanaderas agricolas y eriales’ y criterios de descarea para
recortes impregnados de fluidos de perforacion de emulsion inversa’' Sin embargo es necesario
realizar un mayor namero de investigaciones y crear nuevas tecnologias para el manejo de estos
residuos en el ambiente En este trabajo se pudo observar la importancia de la ecotoxicologia
acuatica a mvel azudo v con mayor relevancia a nivel cronico, va que se observaron afectaciones
en las respuestas evaluadas (talla, peso, sobrevivencia y reproduccion), causadas principalmente

por los lodos, ast que un manejo inadecuado de estas sustanglas.podria causar danos en la

poblaciones naturales
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Lis de suma importancia realizar otros estudios a nivel cronico. con los fluidos v otras
sustancias gue se emplean en la perforacion utilizando a Afvsidopsis halie, va que es una especie
de alta confiabilidad a nivel toxicologico e implementar nuevas metodologias en otras especies de
distribucion nacional v endémicas. Lo cual traeria consigo una nueva regulacion v normatividad

para ¢l uso v manejo de los fluidos y recortes de perforacion en Mexico
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VI CONCLUSIONES

Los lodos v recortes de perforacion cumplen de acuerdo a sus valores de toxicidad
aguda, con el requisito de baja o nula toxicidad senalado por ¢l criterio de la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA). A pesar de ello. los juveniles de Mysidopsis
hathia son mas sensibles a los lodos evaluados, lo cual se relaciona con la cantidad de particulas
suspendidas que quedan a disposicion de los organismos y que alteran su actividad biologica; en
¢l caso de los recortes, la disposicion de particulas suspendidas y de compuestos toxicos que

estan disponibles en menor cantidad y por lo tanto muestran menor toxicidad.

A nivel agudo en este estudio el lodo mas toxico fue el de entrada o M5 (5.696+
0.6998); mientras que en los recortes fue el RII ( 8.43+ 1.53). El lodo de salida M2

(15.26+£0.3252). v ¢l recorte RI (29.59+ 5.7844), fueron los menos toxicos.

En todas las muestras evaluadas, se observo una leve tendencia al aumento de
toxicidad respecto a la profundidad de perforacion; esta puede estar influenciada por la formacion
rocosa o a la adicion de algun aditivo.

Las pruebas realizadas con el téxico de referencia indican que la sensibilidad de la
especie se mantuvo estable durante toda la fase experimental por lo tanto. los valores aqui
presentados son confiables y reproducibles.

En concentraciones subletales (toxicidad cronica) se puede concluir, que, los
organismos sometidos a las muestras de lodos M2 ( 4%) y M5 ( 1.5 %) presentaron disminucion
en todas las variables evaluadas (talla, peso, nimero de juveniles producidos y sobrevivencia),
causado por la gran cantidad de particulas suspendidas, las cuales interficren en los procesos
hiologicos de los organismos expuestos.

Y en cuanto a los recortes de perforacion no se observo una afectacion considerable
respecto al control, esto también atribuido a baja cantidad de particulas suspendidas disueltas vy
que por tanto no causaron ningin dano durante el periodo de exposicion.

En cuanto a los recortes se concluye que debido a la poca cantidad de particulas
suspendidas que quedan en el agua, no influyen en los organismos al menos hasta ¢l tiempo de
cxposicion al que se someticron (22 dias) ya que al parccer una cantidad muy baja de compuestos
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quedan a su disposicion; sin embargo, puede causar que ¢l ciclo de vida del organismo se reduzca
o hien, altere algunas respucstas biologicas

Los lodos de perforacion con todos sus compuestos deben ser tratados v no ser
desechados a cuerpos de agua, pues gran cantidad de particulas quedan en suspencion y causan
alteraciones biologicas en los organismos, principalmente en aquellos que son filtradores v o que
e desplazan dentro de la columna de agua. Ademas los compuestos que constituyen a los fluidos
no se sabe si son de calidad biodegradable y por tanto pueden permanecer en ¢l cuerpo de agua v
reaccionar formando otras sustancias.

Lo anterior presupone que la menor toxicidad de los recortes de perforacion.
comparados con los lodos, se debe a que en su mayoria son roca, provenientes de la formacion en
donde se esta perforando, y quedan con muy poco fluido impregnado por tanto, al entrar en
contacto con un medio acuoso no hay gran disolucion de los compuestos que lo conforman
disminuyendo el grado de afectacion a los organismos. Ademas sc cree que el tipo de lodo
empleado para perforar el pozo muestreado, fue exclusivamente base agua por lo cual. pudo
haber sido ¢l mismo el que sc empled en la perforacion de todo el pozo, solo que
reacondicionado. Por ello, al ser menor cantidad de particulas en suspension en la mezcla lodo-
recorte, su toxicidad se vio reducida.

Por tiltimo se recomienda realizar pruebas de toxicidad cronica con Mysidopsis bahia
durante todo ¢l ciclo de vida y evaluar bioacumulacion de compuestos provenientes de los fluidos

v recortes de perforacion y determinar cuales son los elementos que causan mortalidad.
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INNGLOSARIO

Bioensavo de toxicidad: Prueba en la que se utilizan organismos acudticos, para cvaluar los
clectos de sustancias puras o combinadas, contaminantes v lactores ambientales, sobre el

desarrollo v la sobrevivencia de los organismos

Camada: Organismos que se desarrollan simultancamente en la camara mcubatriz o saco
cmbrionario de la hembra y que eclosionaron una vez que completaron su desarrollo larvario,

mediante movimientos del postabdomen de la hembra.

Concentracion Letal (CL): Concentracion de una sustancia (pura o combinada), que produce

i muerte del organismo.

Concentracion Metal Media(CLsg): Concentracion de una sustancia (pura o combinada), que

produce un efecto letal en el 50% de los organismos expuestos, en un tiempo determinado.

Confiabilidad: Calidad inherente de una prucba con respecto a la metodologia a seguir, el

desempeno de la prueba y los resultados descritos.

Control: Organismos de prueba expuestos a agua de dilucion solos v/o con ¢l solvente que se

utthza.

Cultivo: Grupo de organismos mantenidos bajo condiciones controladas de laboratorio. con la

linahidad de obtener un lote de organismos sanos.

Dosis: Cantidad de toxico que entra en ¢l organismo.

Iifecto: Is todo cambio que se puede producir en un organismo o una umidad biologica de una
poblacion determinada, como resultado de la exposicion a una sustancia y la interaceion de

cstitcon los sistemas bioldgicos del organismo.
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Electo eronico: Is la respuesta a un estimulo que se produce durante una gran parte del ciclo

de vida del organismo expuesto, generalmente se manifiesta en su crecimiento y reproduceion.

Efecto toxico agudo: Aquel que se manifiesta en una respucsta immediata(en invertebrados
acuaticos se refiere comunmente a 24,48 y 96 hrs.) del organismo al toxico o 16x1cos a los que
ha sido expuesto. Generalmente produce inmovilidad o muerte. El valor de CLy se refiere a la
concentracion(ppm. desechos, particulas y compuestos contaminantes). necesaria para matar el
50% de los orgamsmos bajo prueba, en un tiempo determinado. Un alto valor de CLsy

significa baja toxicidad.

Efecto toxico subagudo: Es aquel que se manifiesta como alteraciones en ¢l crecimiento,
reproduccion y ciclo de vida y que solo es susceptible de reconocerse en periodos de

exposicion prolongados.

Exposicion: Se define como el contacto de una sustancia con los limites de intercambio de un

oreanismo.

Fluido de perforacion: El uso de un fluido de perforacion es sacar los recortes del agujero.
lLos fluidos pueden ser aire, gas natural, agua, aceite o una combinacion de liquidos usados
con aditivos quimicos especiales. Los fluidos de perforacion estan dischados para resolver o
minimizar muchos problemas de la perforacion. Tienen diferentes propositos: enfriar y
lubricar la sarta de perforacion y la barrena, controlar las presiones de formacion, limpiar el
fondo del agujero, levar los recortes a la superficie, mantener la integridad del agujero, ayudar

a la toma de registros geofisicos y mejorar la velocidad de perforacion,

IFluido base agua: En este sistema la fase continua es el agua, pero puede contener un poco de
aceite (emulsion directa) o aire (lodo aireado) como fases discontinuas. Por lo general el agua
dulee es la base de este fluido a la cual se le adicionan”aditivos quimicos tales como arcillas,
polimeros. densificantes y aditivos para controlar algunas variables. El sistema de lodos base

agua es el mas usado mundialmente en la industria de la perforacion.
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Medio de cultivo: Medio que contiene las cantidades requeridas de cada uno de los nutrientes
neeesarios para el desarrollo, crecimiento y reproduccion adecuados de los mdividuos.

Organismo de prueba: Ejemplar de una especic que se emplean como material bioldgico
vivo para evaluar efectos toxicos y efectos adversos de factores ambientales. Los hay

cultivados v colectados.

Prucha de toxicidad (Bioensayos de toxicidad): Exposicion controlada de organismos a

sustancias puras, combinadas y aguas provenientes de cuerpos de agua, para evaluar su etecto.

Prucha estatica: Ensayo en el cual las soluciones v los organismos de prucha se colocan en

sus recipientes v permanecen ahi durante el tiempo que dure la prucba.

spuesta: Indica la proporcid : acion de inada de organi que manifie
Respuesta: Indica la proporcion de una poblacion determinada de organismos que mantifiestan

un efecto biologico definido, es decir, es la tasa o frecuencia de incidencia del efecto buscado.

Recorte de perforacion: Trozo de roca proveniente de la formacion impregnado con fluido
de perforacion.
Tiempo de exposicion: Periodo al que se someten los organismos a las soluciones de prueba

cn un bioensayo de toxicidad.

Toxicidad aguda: Efecto letal que se produce después de exponer a los organismos  de

prucha a sustancias (puras o combinadas) una sola vez, durante un periodo de iempo corto.

Taxico de referencia: Sustancia quimica de alta solubilidad utilizada en bioensavos de
toxicidad. cuyo efecto en los organismos a determinadas concentraciones es conocido. v por
tanto, permite establecer el estado de respuesta de los organismos de prucha empleados. asi
como comparar los resultados intra ¢ Inter. Laboratorios. El uso de cslos toxico, proporcions
también una evaluacion general de la precision (estabilidad v repetibilidad) del método a

traves del tempo.
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Toxicidad: Efccto adverso causado por un contanmunante a un organismo de prueba. La
toxicidad es el resultado de la concentracion y el tiempo, es modificable por variables como la

temperatura, forma quimica y disponibilidad.

‘Taxico: Cualquier sustancia(pura o combinada) que al entrar en contacto con el organismo
produzca danos estructurales, alteraciones bioquimicas o fisiologicas ¢ incluso la muerte,

dependiendo de la concentracion v del tiempo de exposicion.
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