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RESUMEN

En México, la evaluacion de toxicidad de lodos de perforacion o sus componentes, cuando se lleva a
cabo, se realiza principalmente con especies de ambientes marinos. Poca o nula atencién se ha dirigido a
las especies de ambientes dulceacuicolas, susceptibles también de ser afectadas sobre todo porque, de
acuerdo con el programa emergente de gas de PEP, en breve se realizaran actividades de exploracion y
produccion en la Cuenca de Macuspana (Region Sur) entre otras, realizando la mayor parte de la
perforacion en zonas lacustres, en donde la diversidad de organismos dulceacuicolas, se pondria en
riesgo por posibles derrames de componentes de perforacion. En este trabajo, se realizaron pruebas de
toxicidad aguda (CLso-48 horas) con cuatro aditivos utilizados como inhibidores de hidratacién de arcillas,
empleando 4 especies de pulgas de agua (Daphnia magna, Daphnia pulex, Ceriodaphnia dubia y
Simocephalus vetulus) para evaluar cada aditivo. Los resultados indican que a concentraciones que van
de 10 a 6600 veces por debajo de las usadas en la formulacion de sistemas de perforacion en las que se
incluyen los aditivos probados, se registrd toxicidad con las cuatro especies seleccionadas. Se sefiala
cual fue la especie mas sensible y cual aditivo, mencionando sus componentes principales, fue el mas
toxico. Se presentan los métodos de cultivo y de prueba usados con cada especie, asi como los
resultados de sensibilidad y replicabilidad, utilizando un toxico de referencia de uso internacional.

Se recomienda también, un andlisis de toxicidad en cada componente del fluido de perforacién asi como
en todo el sistema, antes de su uso en los pozos ya que posibles efectos sinérgicos o antagonicos
pueden presentarse en su interrelacion con los organismos de prueba, y por ende, constituir un factor de
riesgo ecoldgico en las zonas lacustres en donde se pretendan realizar actividades de exploracion de
hidrocarburos.

INTRODUCCION.

En la Industria Petrolera, la fase exploratoria constituye la etapa en la que mas se pone en riesgo el
delicado equilibrio ecologico en el que se encuentran los ecosistemas terrestres y acuaticos. Desde el
punto de vista técnico, de salud, seguridad y medio ambiente, los fluidos de perforacién y los aditivos que
los componen, deben ser eficientes en la perforacion, seguros en su manejo, rapidamente
biodegradables y de baja o nula toxicidad. La industria petrolera ha tenido el propésito durante mucho
tiempo de desarrollar fluidos base agua que encuentren los criterios sefialados anteriormente con el fin

de alcanzar sustentabilidad en sus operaciones.

En lo que a aditivos de perforacién se refiere, su utilidad para las operaciones de exploracion es alta ya
gue previenen el hinchamiento de las arcillas propiciando con ello, estabilidad a la pared del pozo,
aseguran la integridad de los recortes y reducen la tendencia de la barrena al embolamiento. También

minimizan la presencia de problemas tales como los causados por la excesiva dilucion que impide
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controlar debidamente los recortes, el aumento de torsién y arrastre de la sarta, las altas presiones de

succion y de rompimiento de circulacion y el embolamiento del conjunto de fondo.

Dia con dia los aditivos se formulan con mayor complejidad quimica para promover una eficiencia
elevada en la inhibicion de hidratacion de arcillas. En el caso de un manejo inadecuado de los residuos
generados durante la perforacion (recortes) y por consiguiente un derrame en suelos o en agua, los
procesos microbianos encargados de degradarlos serian menos eficientes mientras mas complejo sea el
sustrato a degradar. Asimismo, los efectos inmediatos y a largo plazo sobre organismos terrestres y
acuaticos, son desconocidos sobre todo en latitudes tropicales como las que se tienen en nuestro pais ya
gue la evaluacién de toxicidad de los lodos de perforacion o sus componentes cuando se ha llevado a
cabo, ha sido principalmente con especies marinas. Poca o nula atencion esta dirigida a especies de

ambientes dulceacuicolas.

Por lo antes mencionado y tomando en cuenta que Pemex Exploracién y Produccion pretende realizar
importantes operaciones de perforacion en diferentes cuencas gasiferas de la plataforma continental del
territorio nacional, las cuales en la mayoria de los casos se ubican en zonas de alta precipitacion y por
consiguiente con recursos hidricos como lagunas, lagos, rios, bordos, pantanos, etc. susceptibles de ser
afectados, en este trabajo se evalud la toxicidad aguda de 4 inhibidores de hidratacién de arcillas,
utilizando cuatro especies de pulgas de agua. Tres de ellas (Daphnia pulex, Simocephalus vetulus y
Ceriodaphnia dubia), se localizan en los cuerpos de aguas interiores de nuestro pais (Mufioz-Mejia,
1997) y la cuarta (Daphnia magna), aiin cuando no se encuentra en México, es empleada como especie
de referencia toxicoldgica a nivel internacional (Environment Canada, 1990; Weber, 1993;), motivo que
origind su utilizacion en este trabajo. Asimismo se determiné la sensibilidad de estas especies a cada

inhibidor y a un toxico de referencia de uso internacional.

Las pulgas de agua, taxondmicamente pertenecen al Orden Anomopoda (antes Cladocera). Son un
grupo abundante y de gran importancia ecolégica, ya que en los ecosistemas acudticos actian como el
principal flujo de energia entre los productores primarios y los niveles tréficos superiores. Son filtradores
considerados como no selectivos. En condiciones naturales se alimentan de fitoplancton, bacterias,
protozoarios y detritos finos. Estos organismos a su vez son depredados por varias especies carnivoras,
tales como juveniles de peces y zooplanctéfagos en general (Mufoz-Mejia, 1997). Este grupo, y
principalmente las especies pertenecientes a la familia Daphnidae, en la cual se encuentran las 4
especies utilizadas en este trabajo, son de amplia distribucion. Habitan las aguas dulces de latitudes
norte y sur y se encuentran en gran variedad de cuerpos de agua: lagos, reservorios artificiales, rios y
zonas de inundacion, represas, bordos, charcas temporales, y en cultivos de arroz. Estos crustaceos
pueden encontrarse en diferentes épocas del afio en planicies 0 zonas montafiosas, en aguas limpias o

con alto contenido de materia organica.



Ademas, las "pulgas de agua" tienen varios aspectos bioldgicos interesantes que las hacen ideales para
los ensayos toxicolégicos. A su corta vida (4 a 6 semanas) se suma una alta fecundidad. Una vez
alcanzada su madurez, se reproducen aproximadamente cada 48 horas. Practicamente todos los
individuos que se utilizan son genéticamente idénticos. Esto se debe a que se reproducen por
"partenogénesis" (parthenos = virgen), es decir que los huevos se desarrollan en embriones sin previa
fecundacion (Paggi, J.C. et al. 1999).

MATERIALES Y METODOS.

Los organismos fueron cultivados en el laboratorio de toxicologia acuatica del Departamento de
Perforacion, Reparacién y Mantenimiento a Pozos del Instituto Mexicano del Petroleo, de acuerdo a las
condiciones sefialadas en la Tabla 1.

Tabla 1.- Condiciones experimentales de los cultivos de D. pulex, S. vetulus, C. dubiay D. magna

FACTOR EVALUADO CONDICIONES DE CULTIVO
D. pulex y S. vetulus C. dubia |

D. magna

Tipo de Prueba Estéatica con renovacion

Recambio Si, cada tercer dia
Intensidad de Luz
(Luxes)
Fotoperiodo
(Luz:Obscuridad)

600-1000

12:12

Recipientes de cultivo
Volumen de los
recipientes (mL)

Volumen de agua
reconstituida mas

alimento (mL)

Edad de neonatos al
iniciar la prueba

Agua de diluciéon

Temperatura de prueba

Alimentacion

Vasos de precipitado de vidrio tipo Griffin

50

40

<24 horas (D. pulex)
<12 horas (S. vetulus)

Tubos de ensaye de
vidrio

10

7.5

<12 horas

Dura reconstituida

25+0.2°C

Si, cada tercer dia*

Vasos de precipitado
de vidrio tipo Griffin

100

100

<12 horas

1Las dietas y concentraciones se sefialan en la Tabla 2.

El alimento de los organismos, se preparé partiendo de lotes monoespecificos de algas cloroficeas, las
cuales fueron cultivadas de acuerdo con Stein, (1973). En la Tabla 2 se sefiala el tipo de alga

suministrada por especie, asi como la concentracion que se adiciond a cada recipiente de cultivo.

Tabla 2.- Tipo de alimento y concentracion para cada especie.

ESPECIE DE PRUEBA ALIMENTO SUMINISTRADO DOSIS cel/mL
Ceriodaphnia dubia Selenastrum capricornutum 1, 950, 000
Daphnia pulex Scenedesmus incrassatulus 650, 000
Simocephalus vetulus Scenedesmus incrassatulus 1, 950,000
Daphnia magna Ankistrodesmus falcatus 400,000




Para la preparacién de los cultivos algales el medio se esterilizO previamente en autoclave.
Posteriormente se realizo la inoculacién del medio en condiciones de esterilidad. Ya inoculado el medio,
se utilizé aire comprimido como fuente de carbono y a la vez como fuente de agitacion. El crecimiento
algal se realizé a temperatura ambiente y con iluminacién artificial continua con lamparas fluorescentes
“luz de dia” (aprox. 4,500 luxes). La cosecha se realizé dentro de un periodo de 9-12 dias, durante la
fase de crecimiento exponencial (Enserink et al, 1990, en Mufioz-Mejia, 1997). Una vez cosechado, se
dejoé sedimentar en la oscuridad a 4°C, para decantarse y obtener el concentrado el cual se virti6 a otro
matraz mas pequefio puesto en refrigeracion. Antes de ser utilizado, se obtuvo la densidad celular del

concentrado empleando una camara de Neubauer 6 hematocitometro (APHA, 1992).
Agua de cultivo de dafnidos

El medio empleado en la totalidad de los cultivos, y en las pruebas de toxicidad fue agua reconstituida
con dureza conocida (160-180 mg L™ de CaCos;) preparada de acuerdo con Weber, (1993) y con la
adicion de 0.1 ml por litro de selenito de sodio para evitar el desprendimiento de las antenas (Winner,
1984). El agua reconstituida al término de su elaboracién y antes de ser utilizada, se sometié a una
prueba de calidad, para determinar su aptitud como medio de cultivo y de prueba para las pulgas de
agua. La calidad del agua reconstituida antes de ser utilizada en cultivos y pruebas de toxicidad, se
presenta en la tabla 3.

Tabla 3. Calidad final del agua dura reconstituida

Oxigeno disuelto. Dureza Alcalinidad pH
(mg L™ (mg CaCO; L™) (mg CaCO; L™)
5-7 160 - 180 110- 120 7.6-8.0

Pruebas de toxicidad aguda.

Se realizaron 5 pruebas de toxicidad aguda (CLsy -48horas) a diferentes tiempos (repeticiones) con cada
uno de los cuatro aditivos de perforacion. La clave asignada a cada aditivo asi como el tipo de aditivo, se

sefiala en la tabla 4.

Tabla 4.- Relacién de claves usadas en los
Inhibidores de hidratacion seleccionados.

Clave usada en el
inhibidor de TIPO
hidratacion
A Amina modificada
B Glicol polialquenilico
C Polimero Anfotérico
D Poliol

Con el fin de probar la sensibilidad de las especies de prueba y la replicabilidad de las pruebas de

toxicidad, se empled el Dodecil Sulfato de Sodio (Sigma 95% de pureza) como toxico de referencia.



Las condiciones en las que se realizaron las pruebas de toxicidad con los aditivos de perforacion
(inhibidores de hidratacion de arcillas) y el toxico de referencia Dodecill Sulfato de Sodio (DSS) se

presentan en la tabla 5.

Tabla 5.- Condiciones de las prueba de toxicidad aguda para evaluar aditivos de perforacion y toxico de referencia
con D. magna, D. pulex, C. dubiay S. vetulus.

Volumen de recipientes (mL)

Volumen de Prueba (mL)

Edad

Namero de réplicas por ensayo
Ndmero de concentraciones por ensayo
Organismos por réplica
Agua de dilucion
Alimento
Respuesta evaluada

Criterio de aceptacion de la prueba

VARIABLE CONDICIONES
Tipo de prueba Estéatica sin renovacion
Duracion (hrs.) 48 horas
Intensidad de Luz (luxes) 600-1000
pH (Unidades de pH) 7.6-8.0
Oxigeno disuelto (mg/L) 2.0-5.0
Temperatura ( 'C) 25+0.5
Fotoperiodo (Luz:Obscuridad) 12:12

100 mL.- D. magna (vasos de precipitado)
50 mL.- D. pulex y S. vetulus (vasos de precipitado)
10 mL.- C. dubia (tubos de ensayo)

80 mL D. magna
40 mL D. pulex y S. vetulus
7.5 mL C. dubia

12-24 horas.- D. magna, D. pulex y C. dubia

6-12 horas.- S. vetulus
Dos

De 5 a 7 més el control.
Diez

Dura Reconstituida
No
Mortalidad después de 48 horas de exposicion

Sobrevivencia mayor o igual al 90% en controles.

Lavado de Material

El material empleado en el mantenimiento de los cultivos y en las pruebas de toxicidad debe ser sometido
a un proceso de limpieza muy estricto, ya que cualquier residuo, puede interferir en la respuesta que se
esté buscando con el aditivo a evaluar.

El proceso de limpieza del material consisti6 en sumergirlo en una solucién al 30% de acido nitrico
durante 2 horas. Después se enjuagd abundantemente con agua de la llave y enseguida con Acetona G.
A continuacion se dejo evaporar entre 1-2 horas. Finalmente se enjuag6 con agua destilada. Antes de ser

utilizado, el material se enjuagé nuevamente con agua destilada y posteriormente con agua reconstituida.

Anadlisis Estadistico

Para determinar el valor de la CLs, en cada prueba, se utilizd el Método Probit (Stephan, 1977); sin

embargo, cuando el valor estimado registré una baja certidumbre, se emple6 el método Binomial como



alterno. Ambos métodos se calcularon mediante el software LCs, (Stephan op. cit.). Se calcularon los
valores promedio de cada serie de datos (réplicas), desviacion estandar, intervalos de confianza (P=0.05)
de cada serie y coeficiente de variacién (CV%) (Daniel, 1995), este ultimo calculo, con el fin de

determinar la variabilidad resultante en los grupos de repeticiones realizadas con cada inhibidor.

Para determinar diferencias significativas (P<0.05) o bien, el gradiente de toxicidad de cada aditivo con
cada especie, se realizd6 un analisis de varianza unifactorial. Enseguida, y con el fin de utilizar la
aproximacion grafica de Gabriel (1977, citado en Sokal y Rohlf, 1981), se empleé una prueba de
comparacion multiple entre medias, utilizando el Método T (Sokal y Rohlf, op. cit.). Lo anterior, como se
menciond, para determinar de manera grafica, el gradiente de toxicidad que resulta por especie para los
cuatro aditivos evaluados. Por udltimo y con el fin de determinar diferencias significativas (P<0.05) entre
aditivos y especies, se realizé un andlisis de varianza bifactorial y se utilizd6 también la aproximacion

grafica de Gabriel (Op. cit.) ya referida.

RESULTADOS Y DISCUSION
Daphnia magna.
Con esta especie se realizaron un total de 23 bioensayos; tres de ellos se efectuaron con DSS y 5

con cada inhibidor de hidratacion. Los resultados de las pruebas se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6.- Valores de CLso obtenidos en las pruebas de Daphnia magna con cada inhibidor de hidratacién y con DSS.

Repeticion CLso del INHIBIDOR(%) CLso de DSS
A B C D (mg/L)
R1 0.04254 0.35 0.3076 0.01481 | 11.03
R2 0.05176 0.4082 0.1999 0.01231 8.31
R3 0.05663 0.3171 0.2639 0.01259 9.41
R4 0.0314 0.1495 0.2686 0.01341
RS 0.04634 0.2193 0.2567 0.01242
Promedio 0.04573 0.28882 0.25934 0.013108 9.583
Desv. Std. 0.00963 0.10372 0.04459 0.001044 1.368
I. C. (95%) 0.00943 0.10165 0.04370 0.001023 1.548
C. V. (%) 21.0599 35.9141 17.1967 7.9707 14.277

El promedio de CLs, que resultd de los 3 ensayos con el toxico de referencia DSS fue de 9.58 + 1.36
mg/L (P=95%) con un coeficiente de variacion de 14.27%, el cual nos indica que existe poca variabilidad
en la respuesta de la especie al toxico de referencia utilizado, como lo sefialan varios autores (Berglind y
Dave, 1984; Rue, et al, 1988; Stephenson et al,1991; De Graeve, et al, 1992; Willis et al, 1995; Mufoz-
Mejia, 1997). En los trabajos referidos se considera como adecuado o bien, como una respuesta
constante (que se traduce en reproducibilidad en las pruebas) del organismo al toxico evaluado, un
coeficiente de variacion de hasta el 40%. De acuerdo con este criterio, se puede decir que todas las
evaluaciones de los aditivos A al D, realizadas con esta especie, cumplen con la reproducibilidad
recomendada ya que el rango de C. V. se encuentra entre 7.97% (aditivo D) y 35.91% (aditivo B) como

se puede ver en la Tabla 6. Si a esto se le adiciona que la respuesta de la especie al téxico de referencia



DSS también estuvo por debajo de 40% se ratifica el porqué Daphnia magna es usada como especie de

referencia toxicologica a nivel internacional (Weber, 1993; Environment Canada, 1990).

Los resultados de CLs, para cada uno de los cuatro inhibidores de hidratacién utilizando como especie de
prueba a Daphnia magna se presentan en la Fig. 1. El analisis estadistico demuestra que los inhibidores
A y D tienen en mismo efecto toxico hacia D. magna; es decir, debido a que los intervalos de
comparacion de A y D se sobreponen, aun cuando los valores promedio son diferentes, estadisticamente
no existen diferencias significativas entre ambos aditivos. La misma situacion se aprecia entre los aditivos
B y C ya que también los intervalos de comparacion se traslapan o sobreponen. Caso contrario es
observado cuando se compara el aditivo A con el B ya que, al no traslaparse los intervalos de
comparacion, existen diferencias significativas (P=4.5343E-07) que se traducen en que el inhibidor A es
mas téxico que el B, debido a que una menor cantidad de muestra (0.04573%, valor promedio) ocasiona
la mortalidad del 50% de los organismos expuestos, mientras que, para que se presente el mismo
porcentaje de mortalidad en la muestra B, se requiere de 0.2888% (valor promedio) de muestra, lo cual,
corresponderia aproximadamente a 6.3 veces mas muestra que en el caso del inhibidor A. Resumiendo
se puede afirmar que los aditivos A y D son mas toxicos que el B y el C; el gradiente de toxicidad para D.

magna quedaria entonces, de la siguiente manera:
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Fig. 1.- Valores promedio de CLso (%) e intervalos de comparaciéon (P=0.05) en inhibidores de hidratacion de
arcillas probados con D. magna



Simocephalus vetulus.
Con esta especie se realizaron un total de 23 bioensayos de toxicidad con neonatos menores a 12 horas
de edad. De las 23 pruebas, 3 se efectuaron con DSS y 5 con cada uno de los 4 inhibidores de

hidratacién, como se observa en la tabla siguiente.

Tabla 7.- Valores de CLso obtenidos en las pruebas de Simocephalus vetulus con cada inhibidor de hidratacion y con DSS.

Repeticion CLso del INHIBIDOR(%) CLso de DSS
A B C D (mg/L)
R1 0.0033 0.0277 0.00367 0.000499 | 411
R2 0.0029 0.0309 0.00261 0.000649 36
R3 0.0038 0.0276 0.00325 0.000744 2.85
R4 0.0035 0.0369 0.00218 0.000595
R5 0.0032 0.0344 0.0054 0.000536
Promedio 0.00336 0.0315 0.00342 0.000605 3.52
Desv. Std. 0.0003381 0.004119 0.001245 0.0000966 0.6337
I. C. (95%) 0.0003313 0.00403 0.001220 0.0000947 0.7171
C.V. (%) 10.0568 13.0638 36.398 15.977 18.005

El promedio de CLs, que resulté de los 3 ensayos con el téxico de referencia DSS fue de 3.52 + 0.7171
mg/L (P=95%) con un coeficiente de variacion de 18.00%, el cual indica que existe muy poca variabilidad
en la respuesta de la especie al toxico de referencia utilizado. En cuanto al C.V. obtenido para cada
inhibidor, este resultdé por debajo del 40% ya sefialado y el rango fue de 13.06% (inhibidor B) hasta
36.39% en el inhibidor C (Tabla 7). Lo anterior indica que la respuesta de la especie es considerada
como constante por lo cual, es factible su utilizacion en ensayos de toxicidad y en este preciso estudio,
CcOmo especie para caracterizar toxicolégicamente inhibidores de hidrataciéon de arcillas. Ademas, debido
a que se distribuye en la zona litoral de los cuerpos de agua dulce (Mufioz-Mejia, 1997), el riesgo al que
se encuentra expuesta es mayor que el de otras especies si se presenta un derrame de aditivos o de
recorte impregnado con éstos ya que el acarreo de contaminantes podria ser desde la zona litoral, hasta

la zona limnética de los cuerpos de agua dulce.

Los resultados de CLs, para cada uno de los cuatro inhibidores de hidratacién utilizando como especie de
prueba a Simocephalus vetulus se presentan en la Fig. 2. En este caso se puede apreciar que los
inhibidores de hidratacion A, C y D no difieren significativamente entre si ya que sus intervalos de
comparacién se traslapan mientras que, al comparar los tres aditivos mencionados con el B, existen
diferencias significativas (P=2.4231E-13) ya que sus intervalos de comparacion no se traslapan. Lo cual

indica que A, C y D son mas toxicos a S. vetulus que el aditivo B.

Si se compara el valor de CLs, promedio de B con el obtenido en A, C y D, se tiene que los tres Ultimos
son 9.3, 9.2 y 52 veces, respectivamente, mas toxicos que el B. El gradiente de toxicidad que resulté en

este caso fue de:

A,CyD>B
A=C
A=D



0.04

0.035

0.03 1

0.025

0.02

CLso (%)

0.015

0.01

0.005 T T
ol L] [ L] I
A B C D
INHIBIDOR DE HIDRATACION

Fig. 2.- Valores promedio de CLs (%) e intervalos de comparacion (P=0.05) en inhibidores de hidratacion de arcillas
probados con S. vetulus.

Daphnia pulex
Se realizaron un total 24 bioensayos de toxicidad con neonatos de D. pulex menores a 24 horas de edad,;
4 de estos bioensayos se efectuaron con DSS y 5 con cada uno de los cuatro inhibidores de hidratacion

probados. Los resultados se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8. Valores de CLs, obtenidos en las pruebas de Daphnia pulex con cada inhibidor de hidratacion y con DSS.

Repeticion CLso del INHIBIDOR(%) ClLs, de DSS
A B C D (mg/L)
R1 0.0359 0.0783* 0.0661 0.00275 [ 5.04
R2 0.0485 0.0728* 0.1214* 0.00248 4.31
R3 0.0449* 0.0236* 0.130* 0.00257 4.77
R4 0.0401 0.0392 0.1234* 0.00344 4.32
R5 0.0428* 0.0805* 0.0833 0.00254
Promedio 0.0424 0.0588 0.10484 0.00276 4.61
Desv. Std. 0.00477 0.02583 0.02835 0.000395 0.35805
I. C. (95%) 0.00468 0.02532 0.02778 0.0003876 0.4051
C. V. (%) 11.246 43.881 27.047 14.329 7.766

*La CLso se calculé empleando el Método Binomial.

El promedio de CLsy que resulté de los 4 ensayos efectuados con el téxico de referencia (DSS) fue de
4.61 £ 0.4051 mg/L (P=95%) con un coeficiente de variacion de 7.76%, el cual fue el méas bajo que se
obtuvo con las cuatro especies probadas. Lo anterior, indica que existe muy poca variabilidad en la
respuesta de Daphnia pulex al toxico de referencia utilizado. En cuanto a los C. V. obtenidos en cada
inhibidor, todos a excepcion del B, reflejaron respuestas constantes de acuerdo al criterio ya sefialado. El
inhibidor B cuyo valor de 43.88% apenas sale del criterio mencionado, pudiera indicar una baja

estabilidad en solucion de compuesto, sin embargo, es necesario en este caso, realizar mas



evaluaciones que confirmen este supuesto. De cualquier modo, y al igual que para S. vetulus, D. pulex
podria ser considerada como candidato a la caracterizacion toxicologica de inhibidores de hidratacion de
arcillas debido a la alta reproducibilidad que manifesté en cuatro de los cinco compuestos evaluados

(incluido el téxico de referencia DSS).

En la Fig. 3 se representan los resultados del analisis comparativo realizado entre los diferentes
inhibidores de hidratacion con D. pulex. Se aprecia que el inhibidor D, al no traslapar su intervalo de
comparacion con los de los otros tres inhibidores, presento diferencias significativas (P=3.77E-06) y por
ende, fue el mas téxico ya que solo se requiri6 de 0.00276% de este, para ocasionar la mortalidad en el
50% de los organismos expuestos. Una situacién opuesta se dio con el inhibidor C, ya que fue el menos

toxico de los cuatro. El gradiente de toxicidad que result6 en este caso fue:
A,ByD>C
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Fig. 3.- Valores promedio de CLsy (%) e intervalos de comparacion (P=0.05) en inhibidores de hidratacion de
arcillas probados con D. pulex.

Ceriodaphnia dubia
Se realizaron en total 23 bioensayos de toxicidad con neonatos de C. dubia cuya edad fue menor
a 24 horas; 3 de estos se efectuaron con DSS y 5 con cada uno de los cuatro inhibidores de hidratacion

seleccionados. En la tabla 9 se presentan los resultados obtenidos.



Tabla 9. Valores de CLs, obtenidos en las pruebas de Ceriodaphnia dubia con cada inhibidor de hidratacién y con DSS.

Replica CLso del INHIBIDOR(%) ClLs, de DSS
A B C D (mg/L)
R1 0.0436 0.0873 0.1366 0.00174 7.98
R2 0.0332 0.0880 0.0848 0.00211 6.58
R3 0.0342 0.1014 0.1041 0.00273 6.58
R4 0.0383 0.1054 0.1578 0.00108
R5 0.0315 0.1069 0.1338 0.00164
Promedio 0.0362 0.0978 0.1234 0.00186 7.046
Desv. Std. 0.004849 0.009484 0.02884 0.000610 0.8082
I. C. (95%) 0.004751 0.00929 0.02826 0.000598 0.9146
C. V. (%) 13.392 9.697 23.371 32.819 11.47

El valor promedio de CLso obtenido con DSS fue de 7.04 £ 0.914 (P=95%), con un C. V. de 11.47%, el
cual también es muy bajo y denota una elevada reproducibilidad en las pruebas con el DSS. En lo que se
refiere al mismo coeficiente, pero obtenido con los cuatro inhibidores, el rango estuvo entre 9.69% (para
el inhibidor B) y 32.81% (inhibidor D). Lo cual también indica que C. dubia mantiene una respuesta
constante a los inhibidores utilizados lo que finalmente se traduce en una elevada reproducibilidad en las
pruebas realizadas con esta especie y por ende es susceptible de ser empleada como especie de
referencia en caracterizaciones toxicolégicas de inhibidores de hidratacion de arcillas en nuestro pais, ya
que al igual que D. magna también se emplea en otras latitudes (Weber, 1993; Environment Canada,
1992).

En lo que concierne a la toxicidad entre inhibidores, en la Fig. 4 se aprecia que, de nueva cuenta, el
inhibidor de hidratacion de arcillas D resulté ser el mas téxico de los cuatro ya que se obtuvieron
diferencias altamente significativas (P=3.30E-09), las cuales se corroboran con la ausencia de
traslapamiento entre intervalos de comparacion. La diferencia en toxicidad entre el aditivo D y el C, por

ejemplo, seria de 66 veces, si se emplea la CLs, promedio.

En el caso de los inhibidores B y C se puede apreciar también en la Fig.4, que si hay traslape entre los
intervalos de comparacion lo cual indica que a pesar de que los valores promedio son diferentes, la
respuesta del organismo es la misma con uno u otro aditivo. El aditivo A por su parte, registré6 una
toxicidad intermedia. Finalmente, el gradiente de toxicidad de esta especie con los inhibidores probados
fue:

D>A,ByC

A>ByC

B=C
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Fig. 4.- Valores promedio de CLs, (%) e intervalos de comparacion (P=0.05) en inhibidores de hidratacion de

arcillas probados con C. dubia.

Comparacion entre especies y aditivos.

En la Fig. 5, se representa a todas las especies y a todos los inhibidores con el fin de determinar
diferencias significativas (P<0.05) entre las primeras y los segundos. En este grafico, al igual que los ya
sefialados para cada especie, se pretende identificar diferencias en sensibilidad entre especies y
diferencias en toxicidad de los aditivos a las cuatro especies, de ahi que el analisis estadistico utilizado
halla sido una varianza bifactorial como ya se sefial6 en los métodos. De este modo, al comparar un
inhibidor con las cuatro especies, se puede determinar cual fue la mas o menos sensible y cual inhibidor

fue el mas téxico para las cuatro especies utilizadas.

» Sensibilidad de los organismos de prueba hacia el inhibidor A:

En el caso de este inhibidor, se encontré que existen diferencias significativas (P=3.5798E-21) solo entre
Simocephalus vetulus y las tres especies restantes. Diferencias que indican que la especie mas sensible
fue precisamente S. vetulus, mientras que las otras tres reflejaron una sensibilidad similar entre si. Lo
antes mencionado se deriva de que el intervalo de comparacion de S. vetulus no se traslapa con ninguno
de los otros, mientras que en D. magna, D. pulex y C. dubia si se da el traslape de los intervalos de
comparacion con el inhibidor en cuestion. El gradiente de sensibilidad interespecifico (es decir, entre

especies) para el inhibidor A, queda entonces de la siguiente manera:

S. vetulus > D.magna, D. pulex y C. dubia

D. magna = D. pulex = C. dubia

» Sensibilidad de los organismos de prueba hacia el inhibidor B:
Al comparar al inhibidor B con las cuatro especies de prueba, se encontraron diferencia significativas

entre especies, lo que indicé que S. vetulus fue, de nueva cuenta, la especie mas sensible ya que el valor



promedio de CLs, fue de 0.03153%, mientras que la menos sensible fue D. magna con un valor promedio
de 0.28882%, es decir, 8 veces menos que S. vetulus. En la figura 5 se puede apreciar, para el caso de
este inhibidor, que en ninguna de las cuatro especies se traslapan los intervalos de comparacion, lo cual

indica que el gradiente de sensibilidad es el siguiente:

S. vetulus > D. pulex > C. dubia > D.magna

» Sensibilidad de los organismos de prueba hacia el inhibidor C:

En el caso de este inhibidor, las diferencias significativas que se registraron (P=3.57985E-21) indican que
la especie mas sensible fue S. vetulus con un valor de ClLsy promedio de 0.003422% mientras que la
menos, resultd ser de nueva cuenta D. magna con un valor promedio de CLs, igual a 0.25934%. El

gradiente de sensibilidad de estas especies al inhibidor C, fue el siguiente:

S. vetulus > D. pulex y C. dubia > D. magna
D. pulex = C. dubia

» Sensibilidad de los organismos de prueba hacia el inhibidor D:

Con este inhibidor no se presentan diferencias significativas entre especies ya que, como se aprecia en la
Fig. 5, los intervalos de comparacion de las cuatro especies, se traslapan entre si. Lo cual indica que
todas las especies reflejaron la misma sensibilidad al aditivo referido. Por ello el gradiente de sensibilidad

gueda de la siguiente manera:

D. magna = S. vetulus = D. pulex = C. dubia

Por otra parte no se identifica, estadisticamente, que un aditivo sea mas o menos toxico hacia las cuatro
especies utilizadas sin embargo, en términos generales, el aditivo D podria considerarse como el de
mayor toxicidad promedio, ya que se tuvieron los valores mas bajos de CLs, en este, comparado con los
tres restantes. En cuanto a Simocephalus vetulus, esta especie resultd ser la mas sensible ya que en tres
de los cuatro inhibidores utilizados, se tuvieron los valores més bajos de CLs,. Daphnia magna por su
parte, reflejé la menor sensibilidad ya que en dos de los cuatro inhibidores, se tuvieron los valores mas
altos de CLso como se puede apreciar en la Fig. 5. En el caso de D. pulex y C. dubia, la sensibilidad

resultante estuvo entre S. vetulus y D. magna.

En este trabajo se ha hecho hincapié, en la utilidad que tienen los organismos acuaticos para ser
utilizados como especies de referencia toxicolégica para evaluar aditivos de perforacion. De hecho,
nuestros resultados indican que las tres especies que se distribuyen en nuestro pais (S. vetulus, D. pulex
y C. dubia), son susceptibles de ser empleadas con este fin; sin embargo lo anterior aunque importante,

no es lo méas relevante.



De acuerdo con Stamatakis et al, (1995), las concentraciones de los inhibidores de hidratacién que se
recomienda sean agregadas a un lodo de perforacion, van del 3 al 4%, es decir de 3 a 4 mL por cada 100
mL de lodo. Si en nuestros resultados se tiene que el valor de CLsg mas alto (es decir, la cantidad de
inhibidor que ocasiond la mortalidad del 50% de la poblacion expuesta) fue de 0.2888% (con Daphnia
magna empleando el aditivo B), entonces las concentraciones que se emplean de los aditivos son entre
10.3 y 13.8 veces mas toxicas para D. magna (especie que como ya se ha mencionado, no se distribuye
en las aguas interiores mexicanas y que su uso en este trabajo, fue con fines netamente comparativos).
Ahora bien, si por el contrario, se compara el valor de CLsy mas bajo, (es decir, el que ejercié el mayor
efecto toxico), el cual fue de 0.000605% (obtenido con S. vetulus empleando el aditivo D), las
concentraciones que se emplean de este aditivo en la formulacion de lodos son entre 4958.6 y 6611.5
veces mas toxicas para S. vetulus. En el supuesto caso de que se tuviera un derrame accidental o fortuito
de aditivos o de recortes de perforacion impregnados con aditivos, el riesgo en el que se pondria a los
ecosistemas acuaticos seria realmente alto. Esto, desde el punto de vista de los autores, es lo mas
relevante, es decir, es la principal utilidad de los ensayos toxicologicos, ya que fungen como una
herramienta para evaluar el riesgo que tienen las operaciones de exploracion en el ambiente. Por ello, se
recomienda que el manejo de los aditivos usados en la perforacion de pozos y en general de todos los
materiales peligrosos, se haga siempre, con estricto apego a las medidas de seguridad y proteccion
ambiental para evitar impactos que le impidan alcanzar la sustentabilidad a las operaciones de

exploracion y produccion que realiza Pemex.
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Fig. 5.- Valores promedio de CLso (%) e intervalos de comparacién multiple (P=0.05) para inhibidores de hidratacion de arcillas
probados con D.magna, S. vetulus, D. pulex y C. dubia



CONCLUSIONES

En este trabajo se encontrdé que las cuatro especies seleccionadas, mostraron alta reproducibilidad
en las pruebas tanto con los inhibidores de hidratacion de arcillas como con el toxico de referencia
Dodecil Sulfato de Sodio (DSS). Por ello, se recomienda ampliamente su uso como especies de
referencia toxicologica.

La especie que mostr6 mayor sensibilidad a los aditivos probados fue Simocephalus vetulus,
mientras que la mas resistente o menos sensible fue Daphnia magna.

En términos generales, el inhibidor de hidratacién de arcillas que resultd ser el mas téxico para las
cuatro especies fue el D, el cual correspondio al tipo POLIOL..

Los inhibidores menos toxicos, también en términos generales, fueron dos: el B y el C, los cuales
corresponden a los tipos de GLICOL POLIALQUENILICO y POLIMERO ANFOTERICO,
respectivamente.

Dado que la cantidad empleada de los inhibidores de hidratacién en la formulacion de los lodos de
perforacién se encuentra aproximadamente entre 3 y 4%, los valores de toxicidad obtenidos estan
muy por debajo de dichas concentraciones (de 10 a 6800 veces, dependiendo del inhibidor y la
especie de prueba) lo cual indica que son muy toxicos; por lo tanto, su posible derrame accidental o
fortuito en los cuerpos de agua, representa un alto riesgo para las poblaciones acuaticas y por ende,

atentaria contra el equilibrio ecoldgico de los cuerpos de agua dulce.
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