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RESUMEN

Durante los ultimos diez afios se han incrementado las operaciones de exploracion de
hidrocarburos costa afuera en Colombia. En este tipo de operaciones se utilizan fluidos de
perforacion que son vertidos en el océano segun su grado de toxicidad. Los estudios
toxicologicos que evaltan fluidos de perforacion con especies presentes en las costas de
Colombia y, en general para el caso de América del Sur, son pocos. Se evalué la toxicidad
aguda y cronica de la Fase Suspendida Particulada (FSP) de un fluido de perforacién de
base agua utilizando juveniles de Isognomon alatus (40-60 mm). En las pruebas de
toxicidad aguda se evalué la concentracion letal media (CLsg) durante un periodo exposicion
de 96 h. Se utilizaron cinco concentraciones (1.000.000, 500.000, 250.0000, 125.000 y
62.500 ppm), cada una con cuatro réplicas, se realizaron cinco pruebas y la CLso fue mayor
a 1.000.000 ppm para cada una de ellas. En las pruebas de toxicidad crénica se evalué la
respuesta fisioldgica (tasa de consumo de oxigeno, tasa de excrecién de amonio y tasa de
filtracién) para un periodo de exposicion de 10 d. Se utilizaron tres concentraciones
(125.000, 62.500 y 31.250 ppm), cada una con cuatro réplicas y se realizaron dos pruebas.
En general, se observé un aumento en la tasa de consumo de oxigeno y una disminucién
en las tasas de excrecion de amonio y de filtracién. De acuerdo a la clasificacion de
GESAMP para sustancias acudticas el fluido de perforacion evaluado se considera como
no toxico para las pruebas agudas y las pruebas cronicas. Sin embargo, se pudo determinar
gue las exposiciones crénicas tuvieron un efecto leve sobre la respuesta fisioldgica a pesar
de no ser letal durante las pruebas agudas. Los resultados obtenidos son los primeros para
evaluar la respuesta fisioldgica de una especie presente en la costa Caribe colombiana

expuesta a un fluido de perforacién base agua.

PALABRAS CLAVES: Costa afuera, Fluido de perforacién, Toxicidad aguda, Toxicidad

cronica, Respuesta fisiolégica
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ABSTRACT

During the last decade Colombian offshore oil and gas explorations have risen substantially.
According to their toxicity, drilling fluids from such operations could be discharged into the
ocean. Only a few number of toxicological studies evaluate the effect of drilling fluids on
marine species from Colombia and South America. Acute and chronic toxicity of the
Suspended Particulate Phase (SPP) of a Water Based Mud (WBM) was tested using
juvenile Isognomon alatus (40-60 mm). Acute toxicity tests measured the median lethal
concentration (LCso) during an exposure period of 96 h. Five test concentrations (1.000.000,
500.000, 250.000, and 62.500) with four replica were applied and LCsq results were greater
than 1.000.000 ppm for each of the five tests carried out. Chronic toxicity tests assessed the
physiological response (oxygen consumption rate, ammonia excretion rate, and filtration
rate) for a 10 d period. Two tests were performed using three concentrations (125.000,
62.500 and 31.250 ppm) with four replica. In general, oxygen consumption rates increased,
ammonia excretion and filtration rate decreased. According to GESAMP, the evaluated
drilling fluid is considered non-toxic for both the acute and chronic tests. However, it was
determined that chronic exposures had a slight effect on the physiological response despite
not lethal during acute tests. This results are the first to assess physiological response with
a marine species on the Caribbean coast of Colombia exposed to a WBM.

KEY WORDS: Offshore, Drilling mud, Acute toxicity, Chronic toxicity, Physiological

response.
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Evaluacion respuesta fisiolégica Isognomon alatus

1 INTRODUCCION

Las fuentes de energia fosil (carbén, gas y petroleo) han sido de gran importancia para el
desarrollo industrial y en general de las poblaciones en el mundo. Para poder obtener estos
recursos, se llevan a cabo operaciones de exploracion y explotacion, las cuales han ido
cambiando conforme a su disponibilidad, el acceso a nuevas tecnologias y la legislacion
vigente en los paises. En el caso particular de los hidrocarburos, la tendencia mundial hasta
mediados del siglo 19 fue de operar en tierra, realizando las primeras experiencias costa
afuera a finales del mismo siglo y empezando las operaciones en aguas profundas hacia
1970 (Shroeder, 2014). Para 2012, las reservas mundiales de petroleo estaban estimadas
en 1.669 millones de barriles, de los cuales mas del 70% serian producidas por los
miembros de la organizacion de los paises productores de petroleo (SENER, 2013).

Las operaciones que conllevan a la produccién de hidrocarburos costa afuera, han sido
consideradas, en las Ultimas décadas, como una de las principales actividades econémicas
para el aprovechamiento de recursos minerales marinos (Consoli et al., 2013). Sin embargo,
no siempre fue asi, ya que inicialmente fueron pocas las regiones exploradas (golfo de
México, golfo de Venezuela, golfo Arabico y mar Caspio), y aunque el mar del norte y el
golfo de México son consideradas como las mayores reservas de hidrocarburos costa
afuera, se sabe que mas de 40 paises en el mundo también poseen reservas de este tipo
(Pinder et al., 2001). Adicional a esto, para comienzos de la década pasada, existian
alrededor de 7.000 plataformas o instalaciones costa afuera, el golfo de México contaba
con 4.000, el sureste asiatico con 1.000 y cerca de 2.000 en Europa y América Latina
(Hamzah, 2003).

En América Latina, Colombia se ha caracterizado por ser un pais productor de petréleo,
extraido primordialmente a nivel continental desde operaciones terrestres. En este caso, se
pasé de tener en promedio 10 pozos por afio en el periodo comprendido entre 1921 a 1980
a tener 41 entre 1980 y 2012. Para una proyeccion realizada en 2013, se estimaba que
Colombia tenia una reserva de 13 mil millones de barriles para los préximos 20 afios
(UPME, 2013). Pese a ello, Colombia no ha sido ajena a los cambios para las operaciones
de hidrocarburos, y ha empleado diferentes estrategias para mejorar las condiciones de
infraestructura, seguridad, exploracion y produccion con el fin de fortalecer el sector y
propiciar una apertura econémica en el mercado nacional e internacional. A razén de lo
anterior, una de las estrategias implementadas a mediados de los afios noventa fue la

incursién en las operaciones costa afuera a través de la exploracion en Chuchupa ubicado
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en la zona costera del departamento de La Guajira, y que esta siendo explotado

actualmente.

Con la creacion de la Agencia Nacional de Hidrocarburos en el afio 2003, se fortalecio la
regulacion de las operaciones de exploracion y explotacion en Colombia, y se establecio la
Ronda Colombia, un ejercicio comercial donde compafias nacionales e internacionales
realizan ofertas para adquirir areas y bloques para explorar y explotar de hidrocarburos en
yacimientos convencionales, no convencionales y costa afuera en el territorio nacional. En
el caso de las operaciones costa afuera, para la Ronda Colombia 2012 se ofertaron 13
blogues y en la Ronda Colombia 2014 cinco areas, siendo adjudicados algunos de ellos a

diferentes operadores del sector (ANH, 2016).

Las operaciones costa afuera (exploracion y explotacion), implican el desplazamiento de
equipos, como es el caso de las plataformas petroleras, y la produccién de distintos
desechos asociados a las actividades propias de la operacion como hidrocarburos, aguas
de formacién y desechos de perforacién (cortes y fluidos de perforacién) (Holdway, 2002).
La movilizacion de estas estructuras, asi como el potencial vertimiento de algunas de estas
causa un impacto fisico y ecoldgico en las areas adyacentes a la zona donde se ubique la
plataforma, siendo la fauna bentdnica una de las mas afectadas con este tipo de
intervenciones (Grant y Briggs, 2002). Se han identificado alteraciones quimicas en la
columna de agua, fisicas producto de afiadir estructuras artificiales y biol6gicas que pueden
afectar al entorno marino. Dentro de las biol6gicas, la composiciébn de especies, la
diversidad de las comunidades, la conectividad marina y la acumulacion de metales son las
mas relevantes ante una eventual descarga de hidrocarburos, aguas de formacién y/o
desechos de perforacion: cortes y fluidos de perforacion (Raimondi et al., 1997; Shroeder y
Love, 2004; Terlizzi et al., 2008).

Los fluidos de perforacion desempefian un papel importante en las operaciones que
explotan recursos petroleros y de gas, no solamente en tierra sino costa afuera ya que
intervienen en los procesos de rotacion del taladro, siendo una de sus funciones principales
ayudar al sostenimiento de las paredes que se forman a medida que se va perforando. Un
fluido de perforacion es definido como la mezcla de todos los compuestos que intervienen
en la perforacion de un pozo y en la remocién de los cortes que se generan (Apalake et al.,
2012). Es una suspensioén de solidos que utiliza como fase liquida agua, aceites de varios
tipos, compuestos sintéticos o una combinacion de los anteriores. Contiene en su

formulacion compuestos orgénicos, inorganicos, aditivos y minerales que le aportan
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propiedades especificas segun las condiciones de la perforacion (Neff, 2005). Para su
formulacion se han utilizado diferentes componentes tanto organicos como inorganicos y
actualmente en el mundo se emplean dos tipos de fluidos de perforacion para las
operaciones petroleras, fluidos de base acuosa (WBM) y fluidos de base no acuosa (NABF)
(Dalmazzone et al., 2004). Los fluidos de perforacion de base agua se caracterizan por
utilizar como fluido liquido agua dulce o agua de mar con una mezcla de sales, minerales y
aditivos principalmente (Neff et al., 2000). De otra parte, los cortes de perforacion, son
pedazos que se forman durante la perforacion y que retornan a la superficie para ser
separados del fluido, por lo que se convierten en un desecho de perforacion ya que durante

el proceso quedan impregnados de fluido de perforacion (Melton et al., 2000).

Durante las operaciones de perforacion costa afuera los fluidos de perforacion, segun su
composicion y la legislacion vigente en el pais donde se realice la actividad, pueden ser
almacenados para ser llevados al continente para su posterior tratamiento o vertidos al
lecho marino. Debido a esto, las formulaciones han ido cambiando a través del tiempo no
solamente para suplir las exigencias técnicas de la perforacion sino con el fin de no alterar
la fauna y flora marina. Para evaluar el impacto ambiental de los fluidos de perforacion, se
realizan pruebas de toxicidad y de bioacumulacién, enfocadas en los componentes
individuales (i.e emulsificantes, dispersantes y densificantes entre otros) o en todo el fluido
0 en los cortes de perforacion y en diferentes momentos de la operacién offshore (Melton
et al., 2000).

La disciplina encargada de intervenir en este tipo de evaluaciones es la ecotoxicologia, que
estudia alteraciones fisicas y quimicas sobre poblaciones y comunidades, realizando
ensayos de toxicidad los cuales establecen predicciones de los efectos causados por
sustancias o compuestos quimicos, con el objetivo de ser elemento de juicio para tomar
decisiones y establecer medidas preventivas y de proteccion para los ecosistemas (Gray,
1999; Castillo, 2004).

Las pruebas de toxicidad se caracterizan por exponer organismos bajo condiciones
controladas a una sustancia especifica con el fin de determinar su potencial toxico
considerando principalmente efectos sobre su supervivencia, reproduccion, crecimiento o
fisiologia (Castillo, 2004). Se utilizan organismos de diferentes categorias taxondmicas,
utilizando principalmente invertebrados, en estadios tempranos de desarrollo ya que en esta
fase presentan un grado de sensibilidad mayor a los potenciales efectos de las sustancias

a las cuales son expuestas (Thilagam et al., 2008). Uno de los factores determinantes para
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la realizacion de este tipo de pruebas es el criterio de seleccién de la especie que se va a
utilizar como organismo de ensayo. Por ello, se debe considerar el rango de distribucién de
la especie y su disponibilidad, su manejo en laboratorio, su importancia ecolédgica y que sea

representativo del nivel tréfico escogido (ASTM, 2014)

Para realizar pruebas de toxicidad en efluentes dulceacuicolas o marinos, existen
principalmente dos alternativas, las pruebas de toxicidad aguda y las pruebas de toxicidad
cronica. En el caso de las pruebas de toxicidad aguda, estas tienen un periodo corto de
duracién (minutos, horas o dias), pueden exponer los organismos a la misma solucion de
ensayo durante todo el tiempo de exposicidn (estaticas sin renovacion), pueden realizar un
recambio de la solucién en un periodo seleccionado a criterio del investigador (estatica con
renovacién) o pueden ser de flujo continuo donde la solucion de ensayo es bombeada al
sistema de manera continua. En este tipo de pruebas se determinan efectos sobre la
mortalidad o la reproduccion con el fin de establecer la concentracion letal media (CLso) 0
la concentracion efectiva media (CEso), la cual da como resultado cuando muere el 50% de
la poblacién (EPA, 2002a). Por otro lado, las pruebas de toxicidad cronica, se caracterizan
por tener un periodo largo de duracién (dias, meses o afios), como las pruebas de toxicidad
aguda pueden ser estéticas (con o sin renovacion) o de flujo continuo y se determinan
efectos sobre la supervivencia, el crecimiento, la morfologia y la fisiologia por nombrar
algunos de ellos. A partir de esto, principalmente se establece la concentracion de efecto
observable (CEO) y la concentracién de efecto no observable (CENO) (EPA, 2002b).

Para paises que tienen operaciones costa afuera, uno de los requerimientos exigidos por
la autoridad ambiental competente para permitir la disposicion de estos fluidos en el océano
es el desarrollo de pruebas de toxicidad con los mismos (Santos et al., 2010). A partir de
los afios 80, se realizaron las primeras pruebas de toxicidad en fluidos de perforacion,
principalmente en Estados Unidos, con exposiciones agudas y utilizando organismos de
diferentes categorias taxondmicas de acuerdo con su grado de sensibilidad y entre los
cuales se encontraban copépodos, camarones, langostas, misidaceos, bivalvos, cangrejos,
anfipodos, equinodermos, gaster6podos, poliquetos e isépodos (EPA, 1984). A su vez,
utilizaron como sustancia de ensayo algunos componentes individuales de los fluidos o todo
el fluido, determinando finalmente que el fluido de perforacién debia evaluarse por medio

de concentraciones obtenidas a partir de la fase suspendida particulada (FSP) (EPA, 2011).

Posteriormente, se estableci6 como organismo modelo marino, para evaluar la posible

descarga de fluidos de perforacion costa afuera, el crustdceo Americamysis bahia,
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definiendo una prueba de toxicidad aguda a 96 h, donde evallan diferentes
concentraciones y se determina la concentracion letal media (CLso) (Jones et al., 1986). A
pesar de ello, también se han realizado pruebas de toxicidad crénica las cuales determinan
efectos subletales adversos para diferentes organismos a partir de exposiciones
prolongadas o bajas concentraciones. En este tipo de pruebas se determinan efectos sobre
la supervivencia, la reproduccion y las tasas de crecimiento por nombrar algunos de ellos
(EPA, 1996a). A razon de esto, se seleccioné el anfipodo marino Leptocheirus plumulosus
para determinar toxicidad crénica en sedimentos mezclados con fluidos de perforacion para
Estados Unidos (EPA, 2011). Por ultimo, en Europa, también existen pruebas de toxicidad
para fluidos de perforacion, utilizando como organismos modelos marinos copépodos y
algas (Skeletonema costatum Yy Phaeodactylum tricornotum), para determinar

supervivencia y crecimiento (Hindman, 2010).

En conclusién, a nivel mundial se realizan operaciones de exploracion y explotacién de
hidrocarburos costa afuera hace mas de 100 afios. Se conoce que los fluidos de perforacion
son uno de los insumos claves para la realizacion de la operacion de perforacion y la
evaluacién para establecer los efectos ante su potencial descarga al lecho marino, segun
su composicion, se realiza por medio pruebas de toxicidad agudas y/o crénicas que utilizan
especies definidas por las autoridades ambientales competentes. Bajo este contexto,
aunque Colombia es un pais cuya trayectoria de operaciones costa afuera es menor a 20
afos, en los ultimos cinco afios se han desarrollado investigaciones para evaluar la
toxicidad aguda y cronica de fluidos de perforacibn con cinco especies marinas; los
crustaceos Artemia salina y Litopenaeus vannamei (Contreras et al., 2013), el erizo de mar
Lytechinus variegatus (Cerén et al., 2014), el cnidario Hydractinia symbiolongicarpus (Paez-
Gutiérrez y Cadavid, 2014) y el bivalvo Argopecten nucleus (Rodriguez-Satizabal et al.,
2015). A su vez, estos estudios han concentrado sus esfuerzos en determinar efectos en la
supervivencia, fecundacion, crecimiento y fisiologia celular. A pesar de esto, aun el pais no
cuenta actualmente con protocolos de toxicidad aguda y/o crénica para la evaluacion de
fluidos de perforacion costa afuera con especies presentes en sus costas. Este estudio
aporta informacion para conocer los efectos subletales de un fluido de perforacion base
agua que sera utilizado en exploraciones costa afuera en el pais sobre una especie de

bivalvo (Isognomon alatus).

Esta investigacion se desarroll6 dentro del Convenio Marco No. 55832 de 2013 suscrito
entre ICP-ECOPETROL y la UTADEO, consignado en el acta de cooperacion No. 1 de 2013
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en el Proyecto “Evaluacion de la respuesta fisioldgica de Isognomon alatus (Gmelin, 1778)
ante la exposicién a un fluido de perforacion”, dentro del Grupo de Investigacion Dindmica
y Manejo de Ecosistemas Marino-Costeros (DIMARCO) de la Universidad Jorge Tadeo
Lozano Categoria A de COLCIENCIAS. Tuvo como objetivo evaluar la respuesta fisioldgica

del bivalvo Isognomon alatus expuesto a un fluido de perforacion (base agua).
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2 JUSTIFICACION

Para poder realizar operaciones de exploracion y produccién costa afuera se hace
necesario un conocimiento amplio sobre la dindmica oceénica y los efectos sobre la biota
marina. En este sentido, la legislacion vigente para cada pais es la encargada de establecer
los lineamientos que se deben seguir. En particular, en los casos especificos en donde se
requiera descargar al mar parte de los desechos producidos durante la operacién, existen
acuerdos internacionales y pruebas toxicologicas para determinar el vertimiento de fluidos

o cortes de perforacion.

En Colombia, existe normatividad para regular el manejo de residuos liquidos que establece
criterios para determinar el potencial téxico de una sustancia y por medio de la licencia
ambiental se han estipulado criterios para evaluar el potencial téxico de fluidos o cortes de
perforacion. A través de la Resolucion 1544 de 2010 y la Resolucién 0421 de 2014 para la
elaboracion del estudio de impacto ambiental para proyectos de perforacion exploratoria de
hidrocarburos, el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible (MAVD), establecio los
términos de referencia generales para el sector. Sin embargo, la legislacién ambiental para
el tratamiento y posible descarga de los fluidos o cortes de perforacion aun no ha
establecido las especies o protocolos a utilizar y esto aln esta por definirse por parte del
Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales de Colombia (IDEAM) y del
Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible.

A su vez, hasta principios de esta década empezaron a desarrollarse estudios de toxicidad
aguda y/o crénica en el pais, con miras a tener informacion de primera mano sobre el efecto
sobre la biodiversidad marina y de esta manera proponer medidas de prevencion para el
tratamiento de los fluidos y/o cortes de perforacion que puedan llegar a ser descargados en
el lecho marino. Aunque se han aunado esfuerzos para adelantar estas investigaciones,
aun no se cuenta con una metodologia estandarizada avalada por la autoridad ambiental

competente para realizar las evaluaciones toxicolédgicas en el pais.

En razon a lo anterior, las evaluaciones toxicoldgicas que se han efectuado para obtener
las licencias ambientales costa afuera en la mayoria de los casos, vienen utilizando
especies presentes en el océano Atlantico como el crustaceo Mysidopsis bahia y el erizo
Lytechinus variegatus las cuales se realizan en laboratorios certificados de paises como
Brasil y Estados Unidos (Franco y Rodriguez, 2012). En general, corresponden a pruebas
de toxicidad aguda que determinan efectos letales aunque también existen pruebas de

toxicidad cronica cuyos que determinan efectos subletales.
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3 MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

3.1 Fuentes de contaminacion marina

En la década de los afios 90, el Grupo Mixto de Expertos en Aspectos Cientificos sobre la
Contaminacion del Mar (GESAMP), realizé una serie de talleres para identificar los
problemas que afectaban a los océanos del mundo para esa época. Como principales
causas encontraron la eutrofizacion, la explotacion de recursos marinos, la contaminacién

por aguas residuales, la radioactividad y la contaminacion por quimicos (GESAMP, 1998).

Una de las causas de la contaminacién por quimicos actualmente es producto de la sintesis
de nuevas sustancias. Desde 1907, la Sociedad Estadounidense de Quimica a través del
Servicio de Resumen Quimico de Sustancias registra sustancias organicas e inorganicas y
actualmente tiene en su base de datos mas de 109 millones, de las cuales cerca de 15.000
son sintetizadas o aisladas cada dia, presentando algunas de ellas potencial toxico o de ser
vertidas al océano como resultado de acciones antropogénicas (CAS, 2016). En 1998 la
Agencia Ambiental de Estados Unidos (EPA) presento un reporte de 2.863 sustancias
producidas o importadas en Estados Unidos consideradas como quimicos producidos en
alto volumen con el fin de establecer la disponibilidad de informacién toxicolégica disponible
de cada sustancia. Los resultados mostraron que no existe informacion basica de toxicidad,
a nivel de efectos para la salud e impacto ambiental, para el 43% de los quimicos de
Estados Unidos. En el caso de Europa, para el afio 2000, la Agencia de Proteccion
Ambiental de Dinamarca realizdé un estudio para revisar la informacion disponible sobre
100.000 sustancias registradas en el Inventario Europeo de Sustancias Quimicas
Existentes (EINECS). Para ello accedieron a bases de datos toxicoldgicas especializadas
(AQUIRE y RTECS) y encargadas de recopilar informacion sobre los efectos de sustancias
quimicas, los resultados arrojaron que en el 90% de los casos hay poca informacion a partir
de pruebas toxicolégicas realizadas en animales (Tabla 1) (Binetti et al., 2008).
Tabla 1. Estudios de toxicidad para sustancias presentes en las bases de datos AQUIRE (Aquatic Toxicity

Information Retrieval) y RTECS (Registry of Toxic Effects of Chemical Substances). Tomado de Binetti et
al. (2008).

Toxicidad aguda 13,4 %
Toxicidad en la reproduccion 25%
Mutagenicidad 3.9%
Carcinogenicidad 1,8 %
Dafio al medio ambiente acuatico 3,5%
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Como se puede apreciar, la informacion toxicolégica para la mayoria de las nuevas
sustancias sintetizadas y utilizadas en los paises es minima y genera un vacio sobre el
valor minimo de toxicidad que se deberia establecer para una sustancia, como por ejemplo
efectos en la reproduccién, toxicidad crénica y ecotoxicidad entre otros. Por lo anterior, la
falta de estudios toxicolégicos utilizando sustancias con potencial de ser vertidas al
ambiente marino, dificulta entender la respuesta de los organismos marinos de diferentes
categorias taxonomicas. Inicialmente se deben establecer puntos de referencia los cuales
muestran cOmo actlan estas sustancias y posteriormente se establecen las medidas de
manejo y control para evaluar la salud y calidad del ecosistema marino (Gray, 1999; Wells,
1999).

Los fluidos de perforacibn no son ajenos a esta problemética, ya que son de radical
importancia en las operaciones de perforacion, por lo que de acuerdo a las funciones que
desempenfan en la perforacion, los tipos de fluidos que existen de acuerdo a la composicién,
la regulacién vigente para cada pais y su potencial descarga han sido objeto de pruebas de
toxicidad aguda y/o cronica, briodegradacion y bioacumulacion principalmente con el fin de

conocer su efecto sobre el medio ambiente terrestre y marino (Gagnon y Bakhtyar, 2013).

3.2 Funciones de los fluidos de perforacion

A los fluidos de perforaciéon se les atribuyen distintas tareas durante las operaciones de
perforacion segln su composicion y las caracteristicas del pozo donde van a ser utilizados.
Se nombran entre 10 y 20 funciones, siendo las principales: circular a través de la broca de
perforacion encargandose de mantenerla fria y lubricada, reducir la friccién entre la tuberia
de perforacion y el pozo, controlar la presion de formacién, mantener la estabilidad del pozo
y transportar los cortes de perforacion hacia la superficie para permitir su separacién por
procesos mecanicos (Caenn y Chillingar, 1996; Onwukwe y Nwakaudu, 2012). En este
ultimo procedimiento, se generan rocas y cortes de perforacion, los cuales son separados
del fluido de perforacion, para que este pueda ser reutilizado mientras mantenga sus

propiedades béasicas (Mojtahid et al., 2006).

3.3 Fluidos de perforacion de base agua

Como se ha mencionado anteriormente, la composicion de un fluido de perforacion varia
segun las caracteristicas especificas del lugar a perforar, sin embargo, existen algunos

componentes que comparten todos ellos siendo algunos de estos: lubricantes, viscosantes,



Evaluacion respuesta fisiolégica Isognomon alatus

biocidas, sustancias buffer y agentes de peso (Olsgard y Gray, 1995). En el caso de los
fluidos de base agua (WBM), éstos usan como su principal fluido agua dulce o agua de mar
y son una mezcla de minerales, sales y diferentes aditivos. Para los aditivos existen de
distintos tipos, segun funciones especificas que se quieran cumplir para el tipo de
perforacion a realizar. A nivel mundial existen cerca de 1000 nombres genéricos para los
aditivos y se clasifican en 18 categorias siendo algunas de ellas: bactericidas, densificantes,
inhibidores, lubricantes y viscosantes. Con el fin de prevenir la biodegradacion de los
componentes organicos se utilizan bactericidas como aldehidos o glutaraldehidos
principalmente. Un densificante como la barita se encarga de dar mayor densidad al fluido,
mientras que inhibidores como aminas o fosfatos previenen la corrosion de la sarta de
perforacion. De otra parte, lubricantes como aceites o grafito, usados en pequefas
cantidades, logran darle un mejor torque a la sarta de perforacién y viscosantes como la
bentonita, al aumentar la viscosidad del fluido, permiten la suspensién de cortes. Por ultimo,
también se adicionan metales, los cuales pueden ser afadidos directamente o en alguno
de los aditivos y entre los cuales se encuentran aluminio, arsénico, bario, cromo, cadmio,

cobre, hierro, manganeso, mercurio, niquel, plomo y zinc (Neff, 2005).

3.4 Herramientas de regulacién para fluidos de perforacién

Una de las herramientas utilizadas para evaluar el potencial impacto de las actividades
humanas sobre los ecosistemas son los estudios de impacto ambiental (EIA), metodologia
desarrollada en Estados Unidos hacia finales de 1960 y vigente para mediados de la década
pasada en mas de 100 paises del mundo (Jay et al., 2007). En el caso particular del
offshore, para determinar los efectos potenciales sobre la biota marina, los esfuerzos se
han enfocado en el andlisis de la fauna benténica (meio y macrofauna), de variables
fisicoguimicas (en la columna de agua y en el sedimento), en la normatividad ante el
abandono de las plataformas luego de su uso y la eventual descarga de desechos al océano
entre los cuales se encuentran los fluidos y cortes de perforacion por medio de pruebas

ecotoxicologicas en la macrofauna (Jorissen et al., 2009; Barker y Jones, 2013).

Dentro del estudio de impacto ambiental se deben realizar caracterizaciones ambientales y
planes de monitoreo, uno de los factores que incide en la realizacién de ambos es el area
de estudio (ubica alrededor de la plataforma), para cuya seleccion se consideran los

componentes biolégicos que se quieran estudiar y las posibles fuentes de contaminacion
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generadas por la operacion offshore (i.e desechos de perforacion) (Neff et al., 1987; Ray,
1987).

A partir del area de estudio se lleva a cabo el disefio experimental, el cual debe tener en
cuenta la distancia entre la fuente y el contaminante (Figura 1a), el transporte del
contaminante respecto a la ubicacién de la plataforma (Figura 1b) y el trasporte del
contaminante teniendo en cuenta la batimetria (Figura 1c). El disefio experimental con
patrén de simetria radial es uno de los mas utilizados ya que permite establecer estaciones
de muestreo en puntos alrededor de la plataforma a diferentes distancias (Figura 1d)
(Carney, 1987). Este tipo de modelos sirve para predecir la distancia a la cual se va a
desplazar el fluido de perforacién estableciendo el area de impacto y protegiendo zonas de
especial interés.

(@) (b)
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Figura 1. Relaciones entre el impacto del contaminante y la distancia desde la fuente. (a)
Impacto del contaminante considerando la distancia de la fuente, (b) transporte advectivo del
contaminante, (c) transporte del contaminante considerando la batimetria de la zona y (d)
disefio experimental con patrén de simetria radial. AX: cambio en el impacto, AY: cambio entre
cada par, o: plataforma y o: estacion de muestreo. Tomado de Carney (1987).

De la misma manera, desde los afios 70, se vienen gestionando las regulaciones
especificas encargadas de establecer la normatividad que rige a los fluidos de perforacion,

siendo las pruebas de toxicidad aguda y/ cronica otra de las herramientas seleccionadas
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para establecer los impactos sobre los ecosistemas marinos y determinar la descarga de
los fluidos al mar. A nivel internacional diferentes entidades gubernamentales son las
encargadas de regular el vertimiento de sustancias a ecosistemas terrestres y marino, asi
como de desarrollar los protocolos de toxicidad para fluidos de perforacion. Entre ellas se
encuentran la Organizacion para la Salud Publica Americana (APHA), la Organizacion para
la Cooperacion Econémica y el Desarrollo (OECD), la Convencién para la Proteccion del
Medio Ambiente Marino del Atlantico Nordeste (OSPAR) y la Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos (USEPA) entre otras.

En la década de 1970, la Organizacion Maritima Internacional (IMO), promovié la firma del
convenio internacional para prevenir la contaminacion por bugues y establecié bajo un
acuerdo denominado MARPOL 73/78 que “los fluidos o cortes de perforacién que no
puedan ser reutilizados seran dispuestos en el mar de acuerdo a la reglamentacion
establecida dentro del mismo” (OMI, 2002). En 1992, el Convenio de Diversidad Bioldgica
del cual hace parte Colombia, se refiri6 en el numeral 12 del articulo 14 que cada contratante
“establecera procedimientos apropiados por los que se exija la evaluacién del impacto
ambiental de sus proyectos propuestos que puedan tener efectos adversos importantes
para la diversidad biolégica con miras a evitar o reducir al minimo esos efectos” (CDB-
Naciones Unidas, 1992).

Para el caso de Colombia, el articulo 19 del Decreto 1594 de 1984 en relacién con los usos
del agua y de los residuos liquidos, establece que para determinar la toxicidad de
compuestos de interés se debe determinar la concentracion letal media a 96 h. A su vez, el
Decreto 4741 de 2005 reglamenta la prevencion y el manejo de residuos o desechos
peligrosos. Para considerar a un residuo peligroso como téxico, éste se debe clasificar,
segun criterios de toxicidad agudos, cronicos y ecotdxicos. De otra parte, la Norma Técnica
Colombiana ISO 5667 — 16, define los parametros para la evaluacion de las aguas y los
ensayos ecotoxicoldgicos, sefialando algunas variables métricas como las tasas

metabdlicas o el consumo de oxigeno (ICONTEC, 2000).

Sin embargo, el tipo de pruebas de toxicidad (aguda y/o crénica) y los protocolos
estandarizados varian dentro de un solo pais, de una misma region geografica y son para
diferentes especies lo cual dificulta el trabajo y comparacion de resultados. En razon a lo
anterior distintos biomonitores han sido utilizados para evaluar la descarga de los fluidos de
perforacion en fondo oceénico (Deyonelle et al., 2010). En el caso de Europa, utilizan el

alga marina Skeletonema costatum, el copépodo Acartia tonsa, el cordado Scophthalamus
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maximus y el anfipodo Corophium volutator. De otra parte, en Estados Unidos, se trabaja
con el crustaceo misidaceo Americamysis bahia y el anfipodo Leptocheirus plumulosus
(Dalmazzone et al., 2004). Estos ejemplos corresponden a especies cuyos protocolos de
toxicidad aguda y/o crénica se encuentran estandarizados y que ademdas determinan
efectos sobre la fase suspendida particulada (FSP) del fluido de perforacion al ser diluido
en agua o mezclado con sedimento. Sin embargo, para la Ultima década, se considera que
los estudios de toxicidad crénica de fluidos de perforacion tienen mas relevancia para los
estudios de impacto ambiental ya que las pilas formadas por los cortes de perforacion en el
lecho oceénico contienen cerca de un 10% de fluidos de perforacién y es aqui donde se
presenta una exposicion prolongada por parte de los organismos que alli habitan (Gagnon
y Bakhtyar, 2013).

Es importante resaltar que las operaciones petroleras costa afuera, tienen en su fase inicial,
mientras se determina la presencia de hidrocarburos, una duraciébn de 90 dias
aproximadamente y durante el tiempo de duracion total de la perforacion se llegan a
descargar cerca de 1000 t de cortes de perforacion al océano. Sin embargo, no todos los
fluidos de perforacién se pueden descargar directamente al mar y esto depende de la
autoridad ambiental de cada pais. La descarga de fluidos de base agua puede llegar a
permitirse desde que no se desarrolle en areas sensibles, pero para el caso de los fluidos
de base aceite y de base sintética si existe una restriccion que los limita. A través de los
ultimos veinte afios, la industria petrolera realiza un esfuerzo para evitar la descarga de
fluidos de base sintética al océano. Normalmente se han utilizado fluidos de base aceite de
diferente tipo en las perforaciones fuera de la costa, lo que ha traido consigo la integracion
de diferentes politicas y regulaciones para evitar o disminuir el impacto causado en la biota
marina. Algunas de estas herramientas incluyen el transporte de desechos hacia la costa,
la reinyeccion de los cortes y tratamiento de fluidos por medio de la extraccién de algunos

de sus componentes, entre otros (Netto et al., 2010; Bakhtyar y Gagnon, 2012).

3.5 Impacto ambiental de las operaciones costa afuera

Muchos de los contaminantes que son vertidos en aguas superficiales de la franja costera
se desplazan hacia el fondo del océano, donde habitan las comunidades benténicas, que
se ven directamente afectadas y en casos de contaminacion pasan a ser dominadas por
especies oportunistas o tolerantes (Denoyelle et al., 2010). Es bien conocido que las

comunidades bentdnicas son las mas afectadas durante las operaciones costa afuera, ya
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que se ven impactadas con cambios en su composicion y diversidad, alrededor de la
plataforma y hasta 6.000 m de distancia desde la misma (Grant y Briggs, 2002; Currie e
Issacs, 2005; Hess et al., 2013). A raz6n de esto, los estudios de impacto ambiental (EIA)
se concentran en investigaciones que involucren estas comunidades, utilizando como
bioindicadores de estrés o0 contaminacién organismos bentonicos como bivalvos,
crustaceos o poliquetos (Borja et al., 2003). Para realizar este tipo de estudios (EIA) en las
operaciones costa afuera, se debe considerar un gradiente espacial alrededor de la
plataforma de perforacién con el fin de conocer los efectos sobre la composicién quimica y
biol6gica de las comunidades marinas consecuencia de las actividades propias de la
operacion costa afuera, entre las que se encuentran el desplazamiento de las plataformas

y el vertimiento de desechos (Gomez y Dal Sasso, 2010; Santos et al., 2010).

Para este gradiente espacial se parte de la premisa que a medida que incrementa la
distancia disminuye el impacto desde la fuente principal (ubicacion de la plataforma). En el
caso de Europa, Olsgard y Gray (1995), reportan para Noruega el uso de simetrias radiales
en distancias de hasta 5.000 m, reportando la presencia de especies bioindicadoras entre
los 1.500 y 3.000 m. De otra parte, Carney (1987), llevo a cabo un estudio donde comparo
cinco metodologias de muestreo EIA costa afuera en Estados Unidos, encontrando que en
su mayoria se utilizaban grillas radiales alrededor de la plataforma entre 500 y 6.000 m
estableciendo de 26 a 48 estaciones en direccién de los puntos cardinales. En Brasil, donde
la operacion offshore se viene realizando desde los afios 70, Pulgati et al. (2010) reportan
la realizacion de tres cruceros para la evaluacién de calidad de agua y sedimentos asi como
de comunidades biol6gicas (meio y macrofauna) en la cuenca Campos, con grillas de
muestreo radial ubicadas entre 50 y 500 m alrededor del pozo con hasta 74 estaciones de
muestro. Por ultimo, en el caso de Colombia, la Agencia Nacional de Licencias Ambientales
adjudico a ECOPETROL, en el afio 2014, la licencia ambiental para el proyecto Area de
Perforacion Marina RC9, localizado frente al departamento de La Guajira, donde para el
estudio de comunidades marinas (plancton y bentos) y calidad de agua y de sedimentos se
utilizé una grilla radial ubicada alrededor de la plataforma a los 250, 500 y 1.000 m con 11
estaciones mas una de control teniendo en cuenta la direccion de la corriente predominante
(ANLA, 2014). A partir del andlisis obtenido por medio de este gradiente espacial se pueden
interpretar los potenciales impactos de las operaciones de exploracion y explotacién de

hidrocarburos, para las comunidades benténicas y la columna de agua (Garcia et al., 2011).
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3.6 Consecuencias de las descargas de desechos de perforacién

Durante una operacion de perforacion costa afuera, se pueden llegar a descargar al
ambiente marino en promedio de 500 a 1700 m? de fluidos de perforacién y entre 130 y 560
m?3 de cortes de perforacion por pozo, teniendo en cuenta que, debido a la rapida dilucion
de estos desechos de perforacién en el mar, los organismos estaran en contacto con la
pluma gue genera la descarga menos de 30 segundos (EPA, 1993; Melton et al., 2000).
Cuando esto sucede, normalmente los materiales mas densos como los cortes (que
incluyen los fluidos) descienden al fondo del océano adyacente a la plataforma, mientras
gue otros compuestos finos como la barita, la cual es el componente principal de los fluidos,
se desplazan a grandes distancias desde el punto de origen a través de la corriente. Por
tanto, la importancia ecolégica de los estudios realizados en fluidos de perforacion esta
asociada con el impacto que éstos puedan generar en la biota marina residente en el fondo
oceanico (Ekpubeni y Ekundayo, 2002; Tefry et al., 2013).

A razén de lo anterior, se han realizado multiples estudios utilizando organismos marinos
con el fin de establecer efectos toxicolégicos y de bioacumulacién producto de la exposicion
a fluidos y cortes de perforacion. Esto ha llevado a establecer una serie de impactos
potenciales que sufrira el lecho marino y las comunidades benténicas adyacentes a la
descarga o segun su cercania a ella. Es importante resaltar que las consecuencias de las
descargas inicialmente dependeran de la densidad y volumen de los cortes, de las

corrientes y de la profundidad de perforacion del pozo (Dalmazzone et al., 2004).

Algunos de los principales efectos causados por los desechos de perforacion implican un
aumento en la disponibilidad de compuestos organicos producto de la degradaciéon de
algunos de los componentes de los fluidos y/o cortes de perforacion los cuales a su vez
serviran como fuente de alimento para organismos oportunistas en un ambiente con
eutrofizacion, un ambiente andxico consecuencia de un aumento en la demanda bioldgica
de oxigeno que intervendra en la composicién de las comunidades y cambios en la
estructura de los sedimentos como por ejemplo los metales presentes en ellos (Jorissen et
al., 2009; Olsen et al., 2007; Gates y Jones, 2012)

3.7 Pruebas de toxicidad con fluidos de perforacion

Las pruebas de toxicidad son una de las herramientas utilizadas para evaluar el impacto de
sustancias con potencial toxico. Estas pruebas usualmente son llevadas a cabo bajo

condiciones controladas de laboratorio y su finalidad es determinar efectos de las
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sustancias en los organismos al determinar implicaciones en términos de la mortalidad o el
crecimiento, por ejemplo. Para ello se trabaja principalmente con invertebrados marinos,
preferiblemente en estadios tempranos de desarrollo a estadios posteriores. A su vez, el
uso de organismos representantes de las comunidades benténicas permite elucidar el

efecto de sustancias presentes en el medio (Picado et al., 2007; Thilagam et al., 2008).

Para evaluar la toxicidad de los fluidos de perforacidn, se vienen realizando estudios sobre
sus principales componentes, con el fin de determinar el impacto que generan, asi como
una herramienta para producir nuevas formulaciones que sean amigables con el medio
ambiente. Aungue en varios estudios se ha demostrado que en las areas que circundan las
plataformas petroleras existen especies tolerantes ante la presencia de desechos de
perforacion, no se debe dejar a un lado el hecho que los organismos expuestos a éstos
pueden presentar acumulacion de metales pesados y que a su vez estan bajo la influencia
de condiciones bidticas y abioticas particulares y pueden presentar cambios metabélicos
que afectan, entre otros, las tasas de crecimiento y la reproduccién. Por tanto, se deben
realizar estudios en organismos que habiten no solamente en el fondo, sino en la columna
de agua, para asi poder establecer las repercusiones de la descarga directa de los fluidos
de perforacion en los océanos. Para el caso de toxicidad, los efectos estan relacionados
con la formulacién que se utilice en la preparacion del fluido ya que esta puede incluir sales
inorganicas o metales como el bario, mercurio, cadmio, plomo y cromo (entre otros), los
cuales pueden ayudar a inhibir la corrosién o reducir la viscosidad como algunas de sus
funciones (Caenn y Chillingar, 1996). De otra parte, se encuentran los efectos fisicos
causados a medida que se perfora la roca y la interaccién directa que tengan con el
sedimento (King et al., 2004; Wojtanowicz, 2008).

3.7.1 Organismos modelo utilizados en pruebas de toxicidad con fluidos de
perforacion

A partir de finales de los afios 70, la EPA, desarrollo los primeros ensayos de toxicidad a
partir de experiencias previas en la evaluacién de sedimentos, utilizando de manera
paralela crusticeos, bivalvos y peces. Esta agencia en conjunto con el Cuerpo de
Ingenieros de los Estados Unidos, desarrollé un protocolo para cuantificar la cantidad de
materiales descargados al océano y basado en ésto se generd posteriormente un protocolo
en particular para evaluar los fluidos de perforacion, utilizando como organismos de prueba

un misidaceo (crustaceo), con una prueba de toxicidad aguda a 96 h. Desde este punto
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inicial se establece que para poder descargar los fluidos o cortes de perforacidn al océano,
la concentracion letal media (ClLso), debe ser de minimo 30.000 ppm, siendo esta la
concentracion minima aceptada por las politicas para el tratamiento de residuos fuera de la
costa en EE.UU desde los afios 80. Sin embargo, para principio de los afios 90 se hizo una
revision de las politicas existentes en cuanto a la descarga de fluidos de perforacion y se
establecieron cuatro criterios, que la distancia minima para descargar es 3 millas nauticas;
que la CLso debe ser minimo de 30.000 ppm, que la barita utilizada tenga una concentracion
méxima de 3 mg/Kg de Cd y 1 mg/Kg de Hg. Adicionalmente se prohibe totalmente la
descarga de aceite diésel y finalmente para la descarga de otro tipo de aceites, éstos deben
superar previamente la prueba de Sheen (EPA, 1993; EPA, 1996b). Posteriormente se
sugiri6 que lo ideal era que los ensayos fueran pruebas de toxicidad aguda y que los
resultados debieran tener una correlacion con lo evaluado en misidaceos (Wojtanowicz,
2008).

3.8 Seleccion de organismos

Los bivalvos poseen caracteristicas que los hacen Unicos para cuantificar los efectos de los
contaminantes y en particular de las zonas costeras alrededor del mundo (Goldberg y
Bertine, 2000). Los bivalvos son organismos filtradores, algunos son longevos, otros son
sésiles y en general son de facil consecucion en el medio, lo cual permite que puedan ser
facilmente relacionados con areas geograficas de interés o que han sido afectadas por
algun evento de contaminaciéon marina. En segundo lugar, se encuentra la facilidad para
analizarlos desde diferentes perspectivas. Se puede determinar la cantidad de metales
pesados en sus tejidos, se pueden observar cambios en la morfologia de los filamentos
branquiales o evaluar su respuesta fisiologica (Tabla 2). Los mejillones en particular han
sido muy utilizados como bioindicadores en Europa y Norteamérica, y se han basado
principalmente en el género Mytilus, mientras que en Suramérica se han enfocado en la

especie Perna perna (Jaffe et al., 1998; Gregory et al.,1999).

Para este estudio se selecciond el bivalvo Isognomon alatus (Figura 2), una especie
eurihalina que prefiere ambientes estuarinos y se encuentra ampliamente distribuida en el
mar Caribe, desde la Florida hasta Trinidad y Tobago (Siung, 1980). Esta especie se
encuentra normalmente adherida a las raices del mangle rojo (Rhizophora mangle) o
asociada a sustrato duro en aguas someras. La altura de los organismos es de 4 a 5 cm,

su coloracién varia tonalidades cafés en organismos juveniles a tonalidades de amarillos,
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cafés 0 negros en organismos adultos. Su ciclo de vida es de superior a un afio y alcanza

la edad adulta a los seis meses (Diaz y Puyana, 1994; Romero, 2012; Polo-Osorio, 2014).

Figura 2. Isognomon alatus

3.9 Ecofisiologia de los bivalvos

La respuesta de los bivalvos al efecto de contaminantes ha sido estudiada ampliamente
desde los afios 70, teniendo en cuenta que por sus caracteristicas estan expuestos a
cambios ambientales fisicos y bioldgicos (Bacon et al., 1998). Una de las variables mas
estudiadas para los bivalvos, es el crecimiento, y los modelos para explicarla se basan en
la influencia no solo de la cantidad y calidad del alimento, sino en la incidencia de otros
factores como la temperatura, la tasa de filtracion y la capacidad de asimilacion (Hawkins
et al., 1998).

Los bivalvos vienen siendo utilizados para evaluar el potencial toxico de diversas sustancias
en pruebas de toxicidad aguda o crénica. Para el caso de estas Ultimas, se han usado
diferentes especies que incluyen los géneros Macoma, Donax, Perna y Mytilus
principalmente. La mayoria de estudios se han realizado con metales entre los que se
encuentran el cadmio, el cobre y el mercurio (Sobral y Widdows, 1997; Gregory et al., 2002;
Espinoza et al.,, 2003). También se han llevado a cabo estudios para la evaluacién de
sedimentos (Din y Abu, 1992), aguas de formacion, fluidos de perforacion y de sus
componentes principales como la barita. En las pruebas de toxicidad cronica se pueden
tener en cuenta variables como la supervivencia, la tasa de crecimiento, la bioacumulacion
de metales en el tejido y la respuesta fisiolégica (Nipper y Roper, 1995; Cranford et al.,
1999) (Tabla 2). En este ultimo caso, se pueden determinar las tasas de filtracion, de

respiracion o de excrecion. Sin embargo, también se puede determinar la eficiencia en
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absorcion del alimento o cambios en la morfologia del organismo (e.g alteraciones en los

filamentos branquiales).

La tasa de respiracion depende de factores como el tamafio corporal, la temperatura y en
algunos casos actividades relacionadas con la reproduccion. Para evaluar la tasa de
respiracién en bivalvos, usualmente se utilizan camaras cerradas con agua de mar y las
mediciones se realizan en un tiempo no superior a una hora. A su vez, los bivalvos que se
alimentan por suspension de alimento, retienen las particulas que han sido filtradas de la
columna de agua en sus branquias. Es por eso, que las tasas de respiracion y de filtracion
estan relacionadas ya que la primera depende de la segunda (Bougrier et al., 1998;
Scholten y Smaal, 1998). La tasa de filtracion se entiende como el volumen de agua que ha
sido filtrado en un tiempo determinado y que se encuentra libre de particulas. Por ello para
su determinacién se mide la disminucién de una concentracién de particulas conocidas en
el agua (Morrillo y Belandria, 2006). Para la captacién de energia, influye la seleccion
preingestiva y la produccion de pseudoheces los cuales completan la labor realizada al

determinar las tasas de filtracién y de aclaramiento (Filgueira et al., 2009).
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Tabla 2. Condiciones de ensayo para estudios de toxicidad crénica en bivalvos.
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Eficiencia en la alimentacion, tasa de
Donax faba Aguas de formacion 12 20 - 3 3 aclaramiento, tasa de respiracion y 1
tasa de excrecion
Supervivencia; crecimiento (talla y

Macomona liliana Sedimentos (mezcla arena y lodos) 14; 28 20 0,7-2 Si Si b5 1 peso) 2
. . . Acumulacién de metales, tasa de
Ruditapes decussatus Cobre 20 35 32+0,32 Si Si 1 " aclaramiento y tasa de respiracion 3
Placopecten Lodos de perforacion (base agua y . Crecimiento, bioacumulacion, tasa de
. - 37-72 100 - - Si 2 - - ., S - 4
magellanicus base aceite) filtracion, respiracion y excrecion
Cerastoderma edule . . 20-30 TSi -
Barita para preparar fluidos de
perforacion 12 10 3 indice de condicién ciliar 5
Macoma balthica 9-13 - Si -
Tridacna gigas Cobre 12 24 16,4+0,4 - - 1 - Acumulacion del metal y tasa de 6
Hippoppus hippoppus 1 20 153+1,4 - - respiracion
Perna perna Acumulacién del metal, tasa de
Mercurio 24 400 43-63 Si Si 1 - filtracion y morfologia de los 7
filamentos branquiales
Perna viridis indice gonosomatico, dafio en
Sedimentos (sélidos suspendidos) 28 15 65-73 Si Si b5 2 filamentos branquiles, tasas de 8
respiracion y de filtracion
Perumytilus purpuratus Cadmio 7 - - - - 5 3 Supervivencia y tasa de crecimiento 9
Aulocomya ater Cobre 7 - - - - 5 -
Macoma balthica Actividad de filtracion, indice de
Cadmio 35 30 110-90 Si - 4 3 condicion ciliar y concentracion de 10
glicégeno

(1) Din 'y Abu (1992); (2) Nipper y Roper (1995); (3) Sobral y Widows (1997); (4) Cranford et al. (1999); (5) Barlow y Kingston (2001); (6) Elfwing et al. (2002); (7) Gregory
et al. (2002); (8) Shin et al. (2002); (9) Espinoza et al. (2003) y (10) Duquesne et al. (2004).
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4 PROBLEMA DE INVESTIGACION

4.1 Problema de investigacion

Ante los pocos estudios de toxicidad cronica realizados para fluidos de perforacién
empleados en operaciones de exploracion y/o perforacibn petrolera en el Caribe
colombiano con especies de la region y en ausencia de protocolos estandarizados bajo
regulaciones nacionales, se busca ampliar la informacion de efectos subletales observables
utilizando el bivalvo, Isognomon alatus. Bajo este contexto, esta tesis buscoé resolver la
siguiente pregunta:

¢Las variaciones de las tasas fisioldgicas en I. alatus ante la exposicion cronica a un fluido

de perforacién evidencian una respuesta de su potencial toxico?

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivos

5.1.1 General

Establecer el potencial téxico de un fluido de perforacion base agua a través de la

determinacion de efectos subletales (crénicos) en I. alatus.

5.1.2 Especificos

Definir por medio de pruebas de toxicidad aguda, las concentraciones subletales a utilizar

durante las pruebas de toxicidad crénica.

Determinar la supervivencia de |. alatus a largo plazo por medio de un ensayo Unicamente

con agua de mar.

Evaluar la respuesta fisiol6gica en términos de la tasa de consumo de oxigeno, de excrecion

de amonio y de filtracion de |. alatus ante la exposicion a un fluido base agua.
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6 HIPOTESIS

Las concentraciones subletales evaluadas en el fluido de perforacion se encontraran por

debajo de las 30.000 ppm.

Las variaciones en la respuesta fisiologica (e.g tasa de consumo de oxigeno, excrecion de

amonio Y filtracién) de I. alatus serdn minimas debido a su condicion de especie eurihalina.
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7 METODOLOGIA

7.1 Permiso de investigacién

Teniendo en cuenta que para esta investigacion se requirié extraer organismos del medio
natural y bajo las normas que regulan la obtencién de un permiso ambiental en Colombia,
se tramité el permiso de investigacion ante la Corporacion Autbnoma Regional del
Magdalena (Resolucion 2916 de 2014).

7.2 Fase de campo

Los individuos de |. alatus fueron extraidos del medio natural en el muelle de la Escollera,
ubicado dentro del predio de la discoteca La Escollera (Rodadero), en los 11°12°32,32” N y
los 74°13°30,54” O (Figura 3).

(d)

Figura 3. Area de extraccion de individuos de 1. alatus. (a) Muelle de la Escollera, Rodadero
(Santa Marta), (b) pilotes del muelle de la Escollera donde se adhieren los individuos de I. alatus,
(c) los bivalvos fueron colectados manualmente y puestos en baldes con agua de mar y (d)
transporte hacia el laboratorio de la UTADEO en nevera (Fotografia: Contreras Ledn;
Rodriguez-Satizabal).
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Durante la recoleccién de los mismos, se hizo una selecciéon de talla (40 a 80 mm de
longitud) y se retird la mayor cantidad de epibiontes con el uso de una espétula. A su vez,
se determinaron variables fisicoquimicas como temperatura, pH, salinidad y conductividad
con sondas paramétricas. Para su traslado hacia las instalaciones de la Universidad de
Bogotd Jorge Tadeo Lozano (UTADEO) — sede Santa Marta, los individuos fueron
transportados en cavas térmicas, con espuma, hielo y en condiciones controladas de
salinidad y temperatura.

La recoleccion de los organismos y desarrollo de las pruebas tuvo lugar en el afio 2014. En
total se recolectaron 7.101 individuos de |. alatus; de los cuales 3.400 se usaron el
desarrollo de las pruebas; 1.200 en las pruebas de toxicidad aguda (240 en cada una de
las cinco pruebas), 600 en la prueba de supervivencia y 1.600 en la prueba de toxicidad

cronica.

7.3 Fase de laboratorio

Los bioensayos se llevaron a cabo en su totalidad en los laboratorios de la UTADEO sede
Santa Marta (Figura 4). Para el desarrollo de las pruebas de toxicidad aguda, crénica y los

ensayos de supervivencia se tuvieron en cuenta las siguientes condiciones.

Figura 4. Bateria de acuarios para las pruebas de toxicidad ubicadas en el Laboratorio de
Procesos de UTADEO (Fotografia: Contreras Ledn).
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7.3.1 Aguade mar

El agua de mar que se utilizé6 fue bombeada desde la ensenada de Gaira, prefiltrada a
través de cuatro terrazas de grava y almacenada en tanques de 500 y 1000 L previo a su
uso en el laboratorio (Figura 5). La salinidad fue controlada en un rango de 36 a 37, por
medio de la adicion de agua dulce. Posteriormente paso por un sistema de filtracion
compuesto por cartuchos de 1y 20 um, de carbén activado y por ultimo luz ultravioleta, lo

cual permitié controlar la calidad del agua a lo largo de los experimentos.

(@)

Figura 5. Sistema de filtracion y almacenamiento del agua de mar. (a) Filtro fisico con grava,
(b) tanque de almacenamiento de 1000 L, (c) tuberia hacia el laboratorio y tanque de
almacenamiento de 500 L y (d) sistema de filtracién al interior del laboratorio de procesos: (st)
sistema de tuberia interna, (cl) cartucho de 1 um, (c2) cartucho de 20 um, (ca) cartucho de
carbén activado y (lu) lampara de luz ultravioleta (Fotografia: Contreras Leon).
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7.3.2 Periodo de aclimatacion de |. alatus

Antes de ser usados en los ensayos, los individuos utilizados para las pruebas de toxicidad
fueron aclimatados por un periodo entre 10 y 15 dias. La diferencia en los tiempos se debi6
a factores como la disponibilidad de los materiales para la realizacién de las pruebas o
ajustes en el cronograma. Los animales fueron mantenidos en acuarios de vidrio de 60 L,
con temperatura controlada (25 ° C), con aireacidén constante, a una densidad de 250 a 300
individuos por acuario y sin alimentacion. Los animales se mantuvieron con un fotoperiodo
de 12 hluz/ 12 h oscuridad, se les realizé un recambio del 60 % del volumen total del acuario
a diario y se controlaron las variables fisicoquimicas temperatura, pH, salinidad y

conductividad (Figura 6).

(€)

Figura 6. Periodo de aclimatacion de I. alatus. (a) Acuarios de mantenimiento, (b) ejemplares
de I. alatus sin limpiar, (c) acuarios durante un recambio y (d) equipos de medicién de variables
fisicoquimicas: (spH) sonda WTW pH 3110 SET 2 y (so) sonda WTW oxi 330i/SET 1 (Fotografia:
Contreras Leon).
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Para el desarrollo de las pruebas se utilizaron lotes de organismos en los que la mortalidad

no superara el 10% en los acuarios de aclimatacion.

7.3.3 Tratamiento inicial de los organismos

Teniendo en cuenta los resultados preliminares de algunas de las pruebas de toxicidad
aguda, asi como la disponibilidad de talla en el medio, se ajustd el rango de seleccion de
40 a 60 mm. Al menos cinco dias antes del inicio de cada prueba y con la ayuda de una
espétula, se removieron los epibiontes presentes en los organismos que hubiesen quedado
de la fase de campo (Figura 8), y posteriormente se registré la talla por medio de un

calibrador plastico.

Figura 7. Limpieza a los individuos de I. alatus para remover epibiontes

7.3.4 Lavado de material

La totalidad del material de laboratorio (i.e probetas, pipetas y vasos de precipitado entre
otros) utilizado para el desarrollo de las pruebas, se someti6é a un lavado previo, teniendo
en cuentas las recomendaciones establecidas por la EPA (2002c) y Castillo et al. (2004). EI
material nuevo, se dej6 por 12 h en una solucién de HCI al 10%. De otra parte, el material
usado, se dej6 remojar por 15 min con detergente e hipoclorito de sodio comercial, posterior
a esto se lavé vigorosamente y se enjuag6 con agua de la llave minimo tres veces. Luego,
se enjuago con una solucién al 10% de HCI. Por ultimo, se enjuagd minimo tres veces con

agua destilada.

7.3.5 Fluido de perforacion base agua

La muestra de fluido que se utilizé en las pruebas de toxicidad fue preparada por la empresa

MISWACO en Bogota y enviada en dos lotes por medio terrestre en condiciones
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controladas, se mantuvo almacenada en refrigeracion entre 0 y 4 °C, por dos meses

maximo.
7.3.5.1 Obtencién de la fase suspendida particulada (FSP)

La obtencién de la fase suspendida particulada (FSP) se basé en lo propuesto por Duke et
al. (1984), Jones et al. (1986) y EPA (1993).

e El fluido fue homogenizado segun el volumen requerido (balde plastico o vaso de
precipitado), con un mezclador, aproximadamente a 1600 RPM, por un periodo de
10 min.

e La fase suspendida particulada (FSP), se obtuvo al mezclar volumétricamente una
parte del fluido con nueve partes de agua de mar (1:9). Posterior a esto, la mezcla
fue agitada de manera constante por un periodo de 30 min y finalmente se dejé

sedimentar por una hora (Figura 8).

Figura 8. Montaje para la obtencion de la fase suspendida particulada (FSP) del fluido de
perforacion de base agua. (a) Agitacion de lodo puro: (me) mezclador, (ba) balde plastico 12 L
y (fp) fluido de perforacion, (b) mezcla fluido de perforaciéon y agua de mar: (me) mezclador,
(ba) balde plastico de 80 L y (mv1:9) mezcla volumétrica 1:9 (Fotografia: Contreras Ledn).
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e Se formaron tres capas en la mezcla; la fase sélida (FS), la fase suspendida
particulada (FSP) y la fase acuosa (FA). La FSP fue sifoneada sin aspirar sedimento
y fue recuperada en un recipiente adecuado.

e LaFSP, fue considerada como el 100% de la muestra (1.000.000 ppm) y a partir de
esta se prepararon las concentraciones de ensayo.

7.3.6 Sondas para medicion de variables fisicoquimicas

Inicialmente se utilizaron las sondas; WTW pH 3110 SET 2 (precision + 1x101° M) para la
determinacién de pH, WTW Cond 3110 SET 1 (precision = 0,1 UPS y £ 0,1 °C) para las
mediciones de conductividad, salinidad y temperatura y WTW Oxi 330i/SET 1 (precision +
0,01 mg L?) para el oxigeno disuelto. En el caso de los ensayos finales (pruebas de
toxicidad cronica), se utilizo la sonda multiparametrica VWR Symphony H30 PDC para las

mediciones de pH, conductividad, salinidad, temperatura y oxigeno disuelto.

7.4 Pruebas de toxicidad aguda

Durante cuatro meses (mayo — agosto de 2014), se llevaron a cabo pruebas de toxicidad
aguda, con el fluido de perforacion de base agua. La metodologia utilizada en las pruebas
de toxicidad aguda, se bas6 en los métodos propuestos por Duke et al. (1984) y ABNT
(2005).

7.4.1 Disefio experimental

Debido que ya se habia trabajado con el fluido de base agua en investigaciones anteriores
(Contreras et al., 2014; Rodriguez-Satizabal et al., 2015), ya que se conocian los intervalos
de las concentraciones a utilizar. El tiempo de exposicién de la prueba fue de 96 h, con una
renovacion estatica de las soluciones cada 24 h, con el fin de determinar la concentraciéon
letal media (CLso) Yy establecer las concentraciones para las pruebas de toxicidad crénica.
El procedimiento descrito a continuacion aplica también si se desconocen las
concentraciones a utilizar, la Unica diferencia es que en este Ultimo caso, se deben preparar
las concentraciones iniciales por medio de diluciones decimales de la muestra (i.e 1.000,
100, 10, 1 y 0,1). El lodo en cada uno de los cinco ensayos fue evaluado a cinco
concentraciones (1.000.000, 500.000, 250.000, 125.000 y 62.500 ppm) y un control
negativo (agua de mar) por cuadriplicado (Figura 9), con 40 organismos sembrados de

manera aleatoria en cada concentracion (10 por cada réplica). Se utilizaron acuarios de 10
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L, con 8 L de solucion de ensayo, con aireacion constante, sin alimentacion y se realizé un
recambio (60%) cada 24 h. Se registraron las variables fisicoquimicas al inicio y al final de

cada prueba para una réplica de cada concentracion.

Las concentraciones utilizadas para las pruebas de letalidad se prepararon a partir de
diluciones de la fase suspendida particulada (FSP). Esta debio estar lista al menos con una
hora de anterioridad previo al ensayo realizando este procedimiento a diario. Una vez
iniciado el ensayo, al menos una vez al dia, se reviso la supervivencia en los tratamientos,
estimulando los organismos por medio de una aguja y en caso de no haber respuesta se
considerd que el organismo estaba muerto siendo removido por medio de una cuchara

plastica. Se considero valido cuando la mortalidad en el control negativo fue igual o menor

al 10% (ABNT, 2005).
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Figura 9. Bateria de acuarios para prueba de toxicidad aguda con un fluido de perforacion de
base agua. (c-) Control con agua de mar, (c5) concentracion de 62.500, (c4) concentracién de
125.000, (c3) concentracién de 250.000, (c2) concentracién de 500.000 y (c1) concentracién
de 1.000.000. Las unidades se encuentran expresadas en ppm (Fotografia: Contreras Ledn).

7.4.2 Expresion de los resultados

El resultado de toxicidad aguda fue expresado en términos de la concentraciéon media letal
(CLso) (EPA, 2002a). Este se determin0 a través de los programas de libre acceso de la
EPA, versién 1.5, Probit o Trimmed Spearman Karber (USEPA, 1990). A su vez, los
resultados fueron expresados como la concentracion letal media de la FSP del fluido de

perforacion en partes por millon (ppm).

7.5 Pruebade supervivencia

Con el fin de garantizar la supervivencia de los individuos de I. alatus a largo plazo, se

expusieron a una solucién de ensayo compuesta Unicamente por agua de mar.
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7.5.1 Disefio experimental

Se realiz6 una prueba de renovacion estética por 20 d para determinar la supervivencia de
los individuos a largo plazo. Se utilizaron cuatro tratamientos (A, B, C y D) por triplicado,
con 200 organismos ubicados de manera aleatoria en cada tratamiento (50 por cada
réplica), se utilizaron acuarios de 10 L, con 4 L de agua de mar, aireacion constante, sin
alimentacién y se realiz6 un recambio (60%) cada 24 h. Se registraron las variables
fisicoguimicas al inicio y al final de cada prueba para una réplica de cada tratamiento con
agua de mar. Al menos una vez al dia, se revisé la supervivencia en los tratamientos,
estimulando los organismos por medio de una aguja y en caso de no haber respuesta se
considerd que el individuo estaba muerto siendo removido por medio de una cuchara

plastica. Finalmente se evalud la supervivencia al final del experimento.

7.6 Pruebas de toxicidad crénica

7.6.1 Disefio experimental

Se hicieron dos ensayos; en el primero se evalué la tasa de consumo de oxigeno (TCO) y

en el segundo se evaluaron las tasas de excrecién de amonio (TEA) y de filtracién (TF).

Se realizaron pruebas de renovacion estatica a 10 d para evaluar la respuesta fisiolégica
de I. alatus ante la exposicion a un fluido de perforacion de base agua. El lodo en cada una
de las pruebas fue evaluado a tres concentraciones (125.000, 62.500 y 31.250 ppm) y un
control (agua de mar) cada una por triplicado, dejando una réplica adicional de reserva en
caso que se necesitara completar organismos. Se ubicaron 200 organismos de manera
aleatoria en cada concentracion (50 por cada réplica), se utilizaron acuarios de 10 L, con 4
L de solucién de ensayo, aireacién constante, sin alimentacion y se realizé un recambio
(60%) cada 24 h. Se registraron las variables fisicoquimicas al inicio y al final de cada
prueba con una réplica para cada concentracion. Las concentraciones utilizadas se
prepararon a partir de diluciones de la fase suspendida particulada (FSP), la cual debi6
estar lista al menos con una hora de anterioridad al ensayo realizando este procedimiento
a diario. Almenos una vez al dia, se reviso la supervivencia en los tratamientos, estimulando
los organismos por medio de una aguja y en caso de no haber respuesta se considero el

organismo como muerto siendo removido por medio de una cuchara plastica.
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Las evaluaciones de la respuesta fisiol6gica se llevaron a cabo en los dias uno, cuatro, siete
y diez. Para cada uno de estos dias, en cada una de las concentraciones y el control
negativo, se extrajeron nueve organismos por cada una de las tres réplicas, es decir 27
organismos por dia y 108 en los cuatro dias, con el fin de garantizar la repetitividad y
reproducibilidad de los experimentos. Se realizaron mediciones durante cinco horas y media
distribuidas a los: 0, 30, 90, 150, 210, 270 y 330 minutos. Con estas mediciones se
establecieron seis intervalos de tiempo: 1 (30-0 min), 2 (90-30 min), 3 (150-90 min), 4 (210-
150 min), 5 (270-210 min) y 6 (330-270 min). Las variables determinadas fueron las tasas
de consumo de oxigeno, de excrecion de amonio y de filtracion.

7.6.1.1 Tasade consumo de oxigeno (TCO)

Las camaras respirométricas se adaptaron de recipientes plasticos de cierre hermético de
750 ml de volumen. A éstos se les adaptaron dos mangueras (parte superior de la tapa y
parte posterior del recipiente). La velocidad de entrada del agua se controlé con una llave
de paso y el agua saliente se recibi6 en botellas de Winkler. El disefio se basé en lo
propuesto por Hanke et al (1977) (Figura 10a). Se utilizaron nueve contenedores plasticos
con 20 L de agua de mar aireados por 5 min previo a la prueba conectados a nueve cadmaras

respirométricas (Figura 10b).

(b)

Figura 10. Determinacién de la tasa de respiracion en |. alatus expuestos a un fluido de
perforacion de base agua. (a) Materiales: (ta) tapdn para sostener las mangueras que llevan el
agua del botellon a la camara respirometrica, (ai) aireador para suministro de aire antes de
empezar la prueba de toxicidad crénica, (bo) botellon para suministro de agua, (su) soporte
universal para sostener pinzas y aros, (eac) manguera de entrada de agua hacia la camara
respirométrica, (sa) manguera de salida de agua hacia la botella Winkler, (ba) balde plastico
para sostener botellon de agua, (cf) control de flujo del agua que entra hacia la camara, (cr)
camara respirométrica, (ar) aro para sostener camara respirométrica y (bw) botella de winkler.
(b) Montaje final.
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Antes de iniciar la prueba, se midio la longitud de los animales, se ubicaron de manera
aleatoria en grupos de tres en las nueve cdmaras y se control6 el flujo de agua (17 o 18
ml/min). Posterior a esto, se dio inicio a la prueba de toxicidad cronica realizando las

mediciones en los intervalos descritos anteriormente.

La determinacion de oxigeno disuelto se hizo por el método de Winkler siguiendo la
metodologia propuesta por Garay et al. (2003). Al inicio de cada set de mediciones se

calcul6 la verdadera normalidad del yodato de potasio (KIOs), segun la ecuacion:

N =10 ml x N kios/ V>

Nkios = 0,01N
V> = promedio del volumen de tiosulfato gastado durante la calibracién

Para la determinacién del oxigeno disuelto se utilizé la siguiente ecuacion:

Mg OD/I = 8000 X (V1) X V X Nt/ (V = 4) X Vim

V = volumen del frasco (50 ml)
V1 = volumen del tiosulfato 0.01 N gastado para titular la muestra
Vm = volumen de la alicuota tomada (50 ml)
N: = normalidad del tiosulfato de sodio
V — 4 = volumen corregido, teniendo en cuenta la adicion de los dos primeros reactivos
Se dividieron los resultados en mg-Od/L por 1,4285 y se obtuvieron en ml/L

Para el consumo de oxigeno en ml/min se utilizé la ecuacién propuesta por Hanke et al.
(1977):

V = (Ci = C)*vit

Ci = concentracion inicial
Cf = concentracion final
v = volumen que pasa por la cdmara (20 L)
t = intervalo de tiempo de la medicién

Con el valor de oxigeno disuelto se estimo la tasa de consumo de oxigeno para cada réplica
(cadmara respirométrica) en los intervalos de tiempo (1, 2, 3, 4, 5y 6) equivalente a los
tiempos de medicion (0, 30, 90, 150, 210, 270 y 330 min) y se saco6 el promedio de las
nueve réplicas. Los resultados presentados corresponden a la diferencia entre el intervalo
uno y el intervalo seis, a su vez fueron divididos por 3 (numero de individuos por camara)
para obtener el consumo por individuo. El ensayo se consideré valido cuando la mortalidad

en los acuarios de control fue igual o menor al 10% (ABNT, 2005).
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7.6.1.2 Tasade filtraciéon (TF) y tasa de excrecion de amonio (TEA)

Para evaluar la tasa de filtracion y la tasa de excrecion de amonio, el montaje consistié en
nueve recipientes de vidrio cilindricos de 2 L con agua de mar, aireacion individual constante
para cada recipiente (Figura 11) y una dilucion de tinta china con agua destilada en una
proporcion de 1,4 ml de tinta/ 2 L de agua de mar. Antes de iniciar la prueba, se midio6 la
longitud de los organismos, se distribuyeron de manera aleatoria en grupos de tres en los
recipientes de vidrio, se afadié tinta china y se dio inicio a la prueba realizando las

mediciones en los intervalos descritos anteriormente.

La determinacion de amonio se realizo a través del método del azul de indofenol y para

calcular el amonio se utilizé la siguiente ecuacion (Garay et al., 2003):

C=Abs-b/m
C = concentracion de la muestra en pg-atN/L

Para realizar la curva de calibracion, se utilizé la siguiente ecuacion.

Abs=Cxm+b

Y = abs = valor absorbancia del estandar
X = C = concentracion del estandar
b = intercepto

Figura 11. Montajes para evaluar las tasas de filtracion y de excrecién de amonio en un fluido
de perforacion de base agua en una prueba de toxicidad crénica.

En el caso de la tasa de filtracion y de manera simultanea para evaluar la tasa de excrecion
de amonio, se extrajo una muestra de 50 ml, la cual fue filtrada antes de realizar las

determinaciones de turbidez por espectrometria.
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Para la determinacién de la tasa de filtracion se calcul6 la cantidad de agua que pasa por

las branquias de un bivalvo en un tiempo determinado:

f=v X 2,303 (log Co—log C))/n X (ti —to)

f = tasa de filtracion L/h
v = volumen del medio en L
Ci = concentracion inicial
Cs = concentracion en el tiempo t
n = nimero de organismos
ti —t, = tiempo en horas

Con los datos de excrecién de amonio (ug/L) se estimé la tasa de excreciébn de amonio
(ug/min) de cada réplica para cada intervalo de tiempo (1, 2, 3, 4, 5y 6) equivalentes a los
tiempos de medicién (0, 30, 90, 150, 210, 270 y 330 min) y se calculé el promedio de las
nueve réplicas. Los resultados presentados corresponden a la diferencia entre el intervalo
uno y el intervalo seis. Estas mismas consideraciones se tuvieron en cuenta para
determinar la tasa de filtracion (L/h). En el caso de la tasa de excrecién de amonio, los
resultados fueron divididos por 3 (nUmero de individuos por camara) para obtener la tasa
por individuo. El ensayo se consideré valido cuando la mortalidad en los acuarios de control
fue igual o menor al 10% (ABNT, 2005).

7.7 Andlisis estadistico

Para determinar la concentracion letal media a partir de la cual se escogieron las
concentraciones subletales, se utilizaron los programas de libre acceso de la EPA,
programa Probit v.1.5 y Trimmed Spearman Karber v.1.5 (USEPA, 1990).

Para el analisis estadistico de la tasa de consumo de oxigeno, tasa de excrecién de amonio
y la tasa de filtracion se compararon los dias de muestreo y tratamientos. Las pruebas se
realizaron con el programa STATGRAPHICS ® Centurion v. XVI. Se llevaron a cabo
pruebas de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y de homegeneidad de varianzas (Levene).
Se utilizé6 un analisis de varianza a una via (ANOVA) seguido de una prueba de
comparaciones multiples (LSD de Fisher) y se establecié como nivel significativo p < 0,05
(Quinn y Keough, 2002).
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8 RESULTADOS

8.1 Tallapromedio de I. alatus durante las pruebas de toxicidad

La talla promedio de los 3400 individuos utilizados en las pruebas de toxicidad fue de 52,25
+ 8,38 mm. El promedio de talla para las pruebas de toxicidad aguda (1200 individuos) fue
de 57,07 £ 10,70 mm y en la prueba de supervivencia (600 individuos) fue de 50,29 + 5,22
mm. Durante la prueba de toxicidad crénica la talla promedio fue de 49,76 + 5,21 mm para
la tasa de consumo de oxigeno (800 individuos) y de 48,96 + 4,93 mm para la tasa de

excrecion de amonio y de filtracion (800 individuos).

8.2 Pruebas de toxicidad aguda

8.2.1 Supervivencia

Para los cinco ensayos, la supervivencia fue superior al 95% para el control y las
concentraciones bajas (62.500 y 125.000 ppm) al cabo del tiempo de exposicion (96 h). De
otra parte, para las concentraciones intermedias y altas (250.000, 500.000 y 1.000.000
ppm) se presentaron valores supervivencia entre 70 y 80% para (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de supervivencia promedio (+ o) de I. alatus en las pruebas de toxicidad
aguda con un fluido de perforacion de base agua.
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8.2.2 Concentracion letal media

Los resultados en el caso de todas las pruebas obtuvieron una CLso = 1.000.000 ppm, con
estos valores se determinaron las concentraciones evaluadas durante la prueba de
toxicidad cronica.

8.3 Pruebade supervivencia de |. alatus

Para garantizar la supervivencia de |. alatus en las pruebas de toxicidad crénica, que fueron
de mayor tiempo de exposicién, se ubicaron 600 organismos en tratamientos Unicamente
con agua de mar. El porcentaje de supervivencia hasta el dia 10 fue minimo 90% para todos

los tratamientos y para el dia 20 estuvo entre 52 y 68% (Figura 13).
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Figura 13. Porcentaje de supervivencia de |. alatus durante los 20 d de exposicion a
tratamientos Unicamente con agua de mar.

8.4 Pruebas de toxicidad crénica

Teniendo en cuenta los resultados de las pruebas de toxicidad aguda se evaluaron tres
concentraciones del fluido de perforacién base agua: 125.000, 62.500 y 31.250 ppm. El
tiempo de exposicion de la prueba fue de 10 d determinando la tasa de consumo de oxigeno
(TOC), la tasa de excrecién de amonio (TEA) y la tasa de filtracion (TF).

8.4.1 Tasade consumo de oxigeno (TCO)

En la concentracion de 125.000 ppm, el consumo de oxigeno medido aumento
considerablemente entre el dia uno y el dia cuatro pasando de 6 a 13 ml-mintind?,

manteniendo este Ultimo valor para el dia siete y disminuyendo el consumo de oxigeno
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hasta 8 ml-min*-ind* para el dia diez (Figura 14a). Como consecuencia de estar expuestos
a la concentracion mas alta, se pudo establecer que el consumo de oxigeno fue mayor al
control, ya que los organismos permanecieron con las valvas cerradas en los primeros
intervalos (1 y 2) para cada uno de los dias evaluados y posteriormente se pudo presentar
una hiperventilacion con la apertura de las valvas para oxigenar de nuevo los tejidos lo cual

llevo a un mayor consumo de oxigeno.
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Figura 14. Tasa de consumo de oxigeno promedio por individuo (ml-mint-ind! + o) en las
pruebas de toxicidad crénica con el fluido de perforacién de base agua durante los dias
evaluados (1, 4, 7 y 10). (a) Concentracion de 125.000 ppm, (b) concentracion de 62.500 ppm
y (c) concentracion de 31.250 ppm.
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Para la concentracién intermedia (62.500 ppm) el consumo de oxigeno medido fue superior
al control para todos los dias, determinandose un rango de valores de 5 a 10 ml-min-ind*
(Figura 14b). Este incremento fue consecuencia del efecto leve del fluido en la
disponibilidad de oxigeno en la solucién, el cual fue contrarrestado por el oxigeno presente
en el agua de mar de las cAmaras respirométricas y que posibilito una pronta apertura de
las valvas al comenzar el intervalo 2. Por dltimo, en la concentracion baja (31.250 ppm), el
consumo de oxigeno medido fue superior al control para los dias uno, siete y diez; con
valores entre 6 y 9 ml-mint.ind?, mientras que en el dia cuatro disminuyo hasta 5 ml-min-
Lind? (Figura 4c). En este caso, los animales asumieron una actividad ventilatoria continua
como consecuencia de tener sus valvas abiertas desde antes de terminar el primer intervalo
durante los dias evaluados y al estar relativamente acostumbradas a hacerlo en las
condiciones del experimento debido a ser la concentracibn baja evaluada, logrando
estabilizar el consumo, aungue con un gasto energético elevado. En el caso del control, el
consumo de oxigeno medido para el dia uno fue bajo para los dias uno y diez (3 y 4 ml-min
Lind? respectivamente), mientras que en los dias cuatro y siete estuvo entre 6 y 7 ml-min-
Lind?. ElI consumo de oxigeno fue estable y presento un comportamiento similar lo cual
indica que los individuos estuvieron en condiciones 6ptimas durante el tiempo de duracion

de la prueba estando expuestos a agua de mar Unicamente.

8.4.1.1 Andlisis estadistico

Al realizar las comparaciones entre las tasas de consumo de oxigeno para los dias
evaluados (Tabla 3a) y entre las tasas de consumo de oxigeno para las concentraciones
no se presentaron diferencias significativas (Tabla 3b).

Tabla 3. Analisis de varianza a una via y prueba de mdultiples rangos (LSD) para la tasa de
consumo de oxigeno durante las pruebas de toxicidad crénica con el fluido de perforacién de
base agua. (a) Comparacion por dia y (b) comparacién por concentracion.

(@) Contraste *=3,* =8 (b) Contraste *x=D * =9
Dial-4 rxk 125.000 - 31.250 rxk
Dial-7 ok 125.000 — 62.500 rkk
Dial-10 ok 31.250 — 62.500 rkk
Diad4-7 i
Dia4-10 rxk
Dia7-10 rxk
* d.f entre grupos, * d.f dentro grupos, ™ no existen diferencias y ™ diferencias

significativas (p < 0,05).
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8.4.2 Tasade excrecion de amonio (TEA)

Los resultados de la tasa de excrecion de amonio promedio en |. alatus presentaron en
general un cambio similar obteniendo tasas menores que el control (excepto el dia 1 de la
concentraciéon 31.250 ppm vy el dia 10 en las concentraciones 62.500 y 31.250 ppm). Para
la concentracién alta (125.000 ppm), la tasa medida estuvo en un rango de 0,06 a 0,13
ug-mint-ind?. A su vez, la mayor diferencia respecto al control se presentd en la tasa
obtenida para el dia 4 (Figura 15a).
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Figura 15. Tasa de excrecion de amonio promedio por individuo (ug-mint-ind! + o) en las
pruebas de toxicidad cronica con el fluido de perforacion de base agua durante los dias
evaluados (1, 4, 7 y 10). (a) Concentracion de 125.000 ppm, (b) concentracién de 62.500 ppm
y (c) concentracién de 31.250 ppm.
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Para la concentracion de 62.500 ppm, en los dias evaluados uno, cuatro y siete las tasas
medidas se encontraron por debajo del control con un valor de 0,12 pg-min=-ind? para los
tres dias. De otra parte, en el dia diez se presentd la mayor tasa de la concentraciéon con
un valor de 0,17 pg-min?-ind* (Figura 15b). En el caso de la concentracién baja (31.250
ppm), la tasa de excrecioén de amonio medida para los dias 4 y 7 la tasa fue menor respecto
al control, mientras que al inicio y al final de la prueba la tasa fue superior, los valores para
la concentracion se encontraron entre 0,15 y 0,18 pg-mint-ind* (Figura 15c¢). Las diferentes
concentraciones evaluadas pudieren presentar un efecto del fluido de perforacién que les
obligo a disminuir el metabolismo de las proteinas para el mantenimiento de energia lo cual

derivé en una menor excrecion de amonio.
8.4.2.1 Andlisis estadistico

Al realizar las comparaciones entre las tasas de excrecion de amonio para los dias
evaluados no se presentaron diferencias significativas (Tabla 4a), mientras que en el caso
de las comparaciones entre las tasas de excrecién de amonio para las concentraciones se
detectaron diferencias significativas inicamente entre la concentracion alta (125.00 ppm) y
la concentracion de 31.250 ppm (Tabla 4b).

Tabla 4. Analisis de varianza a una via y prueba de mdultiples rangos (LSD) para la tasa de

excrecion de amonio durante las pruebas de toxicidad crénica con el fluido de perforacién de
base agua. (a) Comparacion por dia y (b) comparacién por concentracion.

(@) Contraste x=3 #=g (b) Contraste *=2,7*=9
Dial-4 o 125.000 — 31.250 *hkk
Dial-7 Kok 125.000 - 62.500 -
Dial-10 Kk 31.250 — 62.500 *hk
Dia4-7 Kk
Dia4-10 -
Dia7-10 *okk

*kk Fkkk

* d.f entre grupos, ™ d.f dentro grupos,
significativas (p < 0,05).

no existen diferencias y hay diferencias

8.4.3 Tasa de filtraciéon (TF)

8.4.3.1 Concentracion 125.000 ppm

La tasa de filtracién promedio de I. alatus ante la exposicion al fluido de perforacién de base

agua para la concentracion alta (125.000 ppm), fue inferior al control en los dias uno, cuatro
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y diez con valores entre 0,07 y 0,2 L-h*.ind. De otra parte, para el dia siete el valor
obtenido fue el méas alto de toda la prueba de toxicidad crénica con un valor de 1,02 L-h
Lind*(Figura 16a). En el caso de esta concentracién, se observé que el agua se volvié
transparente entre el primer y el segundo intervalo del experimento para los dias evaluados,
lo cual evidencia que a pesar del choque presentado por pasar de un ambiente con la

concentracion a uno con agua de mar limpia los organismos mantienen una filtracién activa.
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Figura 16. Tasa de filtracion promedio por individuo (L-h-1-ind* £ @) en las pruebas de toxicidad
cronica con el fluido de perforacion de base agua durante los dias evaluados (1, 4, 7 y 10). (a)
Concentracion de 125.000 ppm, (b) concentracion de 62.500 ppm y (c) concentracion de 31.250

ppm.
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En el caso de la concentracion intermedia (62.500 ppm), la tasa de filtracion promedio para
los dias uno y diez fue superior al control inicamente con valores de 0,25y 0,15 L-h*-ind*
respectivamente, mientras que para el resto de la evaluacién los valores de la tasa fueron
inferiores (0,10 y 0,15 L-h'-ind?') (Figura 16b). Se observé que el agua se volvi6
transparente entre los intervalos cinco y seis de cada uno de los dias. Esto podria
interpretarse como una respuesta mecénica ante una situacion de estrés a través del
tiempo. Este comportamiento se mantuvo para cada uno de los dias de muestreo (1, 4, 7y
10). Por ultimo, para la concentracion baja (31.250 ppm), en los dias uno, cuatro y siete se
presentaron valores inferiores al control en un rango de 0,14 a 0,22 L-ht.ind%. De otra parte,

el décimo dia fue superior al control con 0,18 L-h*-ind* (Figura 16c).
8.4.3.2 Analisis estadistico

Al realizar las comparaciones entre las tasas filtracion para los dias evaluados (Tabla 5a) y
entre las tasas de filtracibn para las concentraciones no se presentaron diferencias
significativas (Tabla 5b).

Tabla 5. Analisis de varianza a una via y prueba de mdltiples rangos (LSD) para la tasa de

filtracion durante las pruebas de toxicidad crénica con el fluido de perforacion de base agua. (a)
Comparacion por dia y (b) comparacién por concentracion.

(a) Contraste x=3 =g (b) Contraste *x=2,%=9
Dial-4 — 125.000 - 31.250 *okk
Dial-7 Kk 125.000 — 62.500 *okk
Dial-10 *hk 31.250 - 62.500 *okk
Dia4d4-7 Kk
Dia4-10 *kk
Dia7-10 *kk

Hkk Fkkk

* d.f entre grupos, ™ d.f dentro grupos, diferencias

significativas (p < 0,05).

no existen diferencias y
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9 DISCUSION DE RESULTADOS

La especie utilizada en la presente investigacion mostré un buen comportamiento en
condiciones controladas de laboratorio, con un porcentaje de supervivencia durante el
periodo de aclimatacién (10 a 15 dias) superior al 80%, siendo el periodo de aclimatacion
inferior a lo reportado por Polo-Osorio (2014) quien trabajo con la misma especie, pero
utilizando 30 dias. El rango de los individuos seleccionados fue escogido segun la
disponibilidad de los mismos en el medio, la estructura de tallas sugerida por Siung (1980)
y lo reportado por Polo-Osorio (2014). Teniendo en cuenta lo anterior, el rango de talla
seleccionado fue de 40 a 60 mm y en el caso de las pruebas de toxicidad crénica no se

observaron diferencias significativas entre las pruebas.

La prueba de toxicidad aguda en el fluido de perforacion de base agua permitio establecer
las concentraciones utilizadas para la prueba de toxicidad cronica. Los resultados de las
pruebas de toxicidad aguda mostraron que la concentracion letal media (CLso) del fluido
evaluado obtuvieron un valor por encima de 1.000.000 ppm el cual se consideré como no
téxico segun la clasificacion de la GESAMP (2002) para sustancias acuaticas vertidas al
océano, y segun el limite de concentracion letal media que aplica para Estados Unidos para
fluidos de base agua podria ser descargado al ambiente marino. El organismo mas utilizado
a nivel mundial para realizar pruebas de toxicidad aguda con fluidos de perforacion, es el

crustaceo Americamysis bahia.

Duke et al. (1984) llevaron a cabo estudios de toxicidad en ocho fluidos de perforacién con
una CLso entre 27.000 y 1.000.000 ppm. A su vez, Melton et al. (2000), report6 que la CLso
de la fase suspendida particulada (FSP), para el 99.9% de 10.937 fluidos usados en el Golfo
de México es superior a 1.000.000 ppm. Soegianto et al. (2008) reportaron una CLso con un
rango de 30.000 a 80.000 ppm. Para el Caribe colombiano, Contreras et al. (2013)
realizaron un estudio para evaluar la toxicidad aguda con seis lodos de perforacién en
Litopenaeus vannamei en términos de mortalidad; entre ellos tres de base agua, cuya
toxicidad se determino entre 4.000 y 6.000 ppm. De otra parte, Cerdn et al. (2014) evaluaron
la toxicidad aguda de un fluido de perforacién de base agua, en el erizo Lytechinus
variegatus en términos de la fecundidad; obteniendo una CLse de 4.000 ppm. Por ultimo,
Rodriguez-Satizabal et al. (2015), evaluaron la toxicidad aguda para tres fluidos de
perforacion de base agua en el bivalvo Argopecten nucleus, reportando valores entre 9.000
y 50.000 ppm (Tabla 6).
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Tabla 6. Pruebas de toxicidad aguda (CLso) en invertebrados marinos para fluidos de
perforacion. Las unidades se expresan como ppm de la fase suspendida particulada (FSP) del
fluido de perforacion.

Especie Tipo de lodo CLso Referencia

(ppm)
KCL (polimero) 27.000
Lignosulfato agua marina 516.000

Americamysis bahia . Con c_al 163.000 1

Polimero no dispersado > 1.000.0000

Lignosulfato (ligero) 654.000
Lignosulfato agua dulce 293.000

Artemia salina Lignosulfato 3.953 2

Penaeus monodon Desechos de perforacién 30.740 - 78.271 3
Base agua E1 24.841

Litopenaeus vannamei Base agua E2 4.224 4
Base agua E3 26.635

Lytechinus variegatus Base agua 3.649 5

Litopenaeus vannamei Base agua 34.000 — 1.000.0000 6
Base agua E1 50.446

Argopecten nucleus Base agua E2 9.978 7
Base agua E3 41.243

Isognomon alatus Base agua > 1.000.000 Presente estudio

1 Duke et al. (1984); 2 Terzaghi et al. (1998); 3 Soegianto et al. (2008); 4 Contreras et al. (2013); 5

Cerdn et al. (2014); 6 Garcia et al. (2014) y 7 Rodriguez-Satizabal et al. (2015).
Existen diversos métodos que permiten estudiar la respuesta fisiolégica en bivalvos en
particular para las tasas de respiracion, excrecion y filtracion (Cranford, 2001). Entre las
metodologias existentes se encuentran la observacion directa (en la que se separay analiza
el agua exhalada), por camara de flujo continuo (utilizando concentraciones de algas para
determinar la tasa de aclaramiento o el paso constante de la sustancia evaluada), por el
método de succién (en el que se inyecta y separa el agua inhalada y exhalada), por el
método de aclaramiento (en el que se adicionan sélidos en suspension para ver la filtracion
del agua), o por el método de fotoacuario, en el que un equipo especial mantiene el flujo
constante de algas para determinar la filtracion, entre varios (Riisgard, 2001, Widdows et
al., 2001; Petersen et al., 2004 ). Teniendo en cuenta lo anterior, se seleccionaron las
metodologias del presente estudio con el fin de evitar interferencia en los resultados:
utiizando camaras cerradas de flujo continuo (tasa de respiracion) y método de

aclaramiento (tasa de filtracion).

Los fluidos de perforacion base agua tienen cinco componentes principales: arcillas,
lignosulfatos, lignitas, hidroxido de sodio y barita. En el caso de esta ultima, se ha
demostrado que, aunque puede ser acumulada por los bivalvos, no causa efectos adversos,
ni tampoco interviene en los procesos de alimentacion de los organismos. Dependiendo de

la naturaleza de los componentes del fluido de perforacién, éstos se dispersan y diluyen en
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el océano. Estudios han demostrado que se pueden desplazar entre 1000 y 2000 m desde
el punto inicial de descarga en un periodo de hasta 3 h, por lo tanto, la acumulacién de
estos componentes en cantidades representativas que puedan afectar la biota marina han

sido descartados.

La respuesta fisioldgica de los organismos marinos ante un contaminante esta relacionada
principalmente con la disponibilidad de este en el medio y los procesos de acumulacion y
asimilacion de los organismos en los cuales intervienen mecanismos celulares que
finalmente permiten establecer el estado de salud en el que se encuentran dichos
organismos, los cuales se pueden ver afectados en términos de su reproduccion y
crecimiento (Capuzzo, 1988). En los ultimos 20 afios se han llevado a cabo estudios con
diferentes especies de bivalvos con el fin de establecer su respuesta fisiologica ante la
exposicion a diferentes sustancias. Se han realizado pruebas de toxicidad aguda y crénica
con lodos de perforacion en doce especies de moluscos (cinco de gasterépodos y siete de
bivalvos), estableciendo valores para la concentracion letal media superiores a 100.000
ppm, una de las explicaciones a estos valores es que debido a que cuando existe una baja
biodisponibilidad de hidrocarburos de manera natural en los sedimentos, cuando se
presentan concentraciones altas son poco tolerantes. A su vez, exposiciones cronicas de
bivalvos a lodos de perforacion, reportan cambios en: formacién del biso, crecimiento,
comportamiento y variaciones en la respuesta fisiolégica en los que se ha observado un
aumento en la tasa de consumo de oxigeno y una disminucién en la tasa de excrecion de

amonio y en la tasa de filtracion (Neff, 1987; Spies, 1987; Cranford et al., 1999).

En el caso de la tasa de respiracion (consumo de oxigeno), Cranford et al. (1999) reportan
valores entre 78 y 138 pumol-O,-h? para el bivalvo Placopecten magellanicus expuesto a
componentes principales de fluidos de perforacion, como los son la barita y la bentonita, asi
como a un fluido de perforacién de base agua. A su vez, se han expuesto bivalvos de del
género Perna a metales pesados y a derivados de hidrocarburos encontrando consumos
de oxigeno de 0,49 a 0,71 ml-O.-ht.ind*(Tabla 7). Para los valores reportados en este
estudio, la tasa de consumo de oxigeno de I. alatus fue de 1 a 13 ml-Oz-h*-ind!y no se
presentaron diferencias significativas entre las concentraciones utilizadas ni entre los dias
evaluados. En razén a lo anterior, se pudo observar como |I. alatus, logr6 mantener
constante la tasa de asimilacion de oxigeno a pesar de estar expuesto a un tensor como el
fluido de perforacion, para lo cual los animales realizaron un cierre parcial de sus valvas a

lo largo del experimento.
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Al habitar en la zona intermareal, y experimentar a diario variaciones en factores como la
temperatura; los moluscos desarrollan procesos fisiolégicos que les permiten obtener
mayores cantidades de energia con menor disponibilidad de recursos (Nieves et al., 2009).
En los bivalvos, el consumo de oxigeno esta determinado por diferentes factores como lo
son la temperatura, el tamafio, la cantidad de alimento, la exposicion aérea, la anaerobiosis,
la salinidad, la turbidez, la disponibilidad de oxigeno y la presencia de contaminantes. En el
caso de la disponibilidad de oxigeno, existen organismos que dependen de la presion
parcial de oxigeno para regular la tasa de consumo y organismos conformistas que tienen
la capacidad de mantener esta tasa constante (Gosling, 2004). La capacidad de cambiar la
condicién interna del organismo con relacién a los cambios en el medio externo, permite a
los bivalvos reducir el impacto en la respuesta fisiol6gica (Miranda-Baenza et al., 2006).

De otra parte, la respuesta fisiolégica también es evaluada a través de la tasa de excrecion
de amonio. Cranford et al. (1999) incluyeron esta variable dentro de su estudio reportando
valores de 135 a 153 pg-N?t-h?! para componentes y fluidos de perforaciéon. Estudios
realizados en Brasil utilizando individuos del género Perna expuestos a benceno y zinc
reportan valores para la tasa de excrecion de a amonio entre 0,013 y 0,014 pg-N*-h-ind-
! (Radlvc et al., 2007). En este estudio, los valores de tasa de excrecién de amonio se
encontraron entre 0,03 y 0,23 pug-mint-ind* y se presentaron diferencias unicamente entre
la concentracién alta (125.000 ppm) yla concentracion baja (31.250 ppm), siendo menor la

tasa de excrecion de amonio en la concentracion de 125.000 ppm.

Los érganos encargados de realizar el proceso de excrecion de los bivalvos son los nefridios
y las glandulas pericardiales de las cuales se deriva la orina como principal producto
metabdlico, y que esta compuesta por concentraciones de amonio, amonio-nitrégeno, urea
y acido arico (nitrégeno). Las tasas de excrecion varian dependiendo de cada especie,
interviniendo diferentes factores como la temperatura, la salinidad, la talla y la disponibilidad
de comida principalmente, aunque también se ha relacionado con la madurez sexual de los

organismos y la utilizacién de proteinas para suplir procesos metabdlicos.

Los bivalvos son considerados como organismos osmoconformes ya que realizan procesos
osmoticos manteniendo sus células en un estado isosmaotico (Widdows, 1978; Russell-
Hunter, 1983; Chandran, 2002; Gosling, 2004; Hiong et al., 2004).
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Tabla 7. Respuesta fisiologica para especies de bivalvos ante la exposicion a diferentes
sustancias. TA: toxicidad aguda. TC: toxicidad crénica. TCO: tasa de consumo de oxigeno.
TEA: tasa de excrecién de amonio y TF: tasa de filtracién.

Especie Sustancia Concentracion Tipo de Variable medida Referencia
P evaluada prueba TCO TEA TF
Mya arenaria - - - 1,5L:h?
Placopecten Agua filtrada ) TA ) i 2 Lht 1
magellanicus
. 78,6 + 14 153 + 26 2,42 £1,03
Bentonita 10 ppm TC umol-Oz-ht ug-NL-h1 L.ht
Placopecten Barita 2,5 ppm TC lei 14h‘1 143 il %]61 -
magellanicus luido d Hmol-Oz: Hg-N* 2
';‘]f(')rgcign 5 o e 138 + 20 135 + 27 4,52 + 0,47
%ase agua PP pmol-Oz-h't pg-N1ht L-ht
Perna viridis Cobre 50 pg TC - 16,4thgiN-g‘ 2,9 L.gtht 3
Tridacna gigas 0,016 Oz-ht.g? - -
Hippoppus Cobre 5 TA 4
higgoggus HO 0,008 Oz-h1-gL - ;
Agua 7.5 ppm 0,018 + 0,002
. - - -l 1
Anadara grandis (solidos TA 0 522; +|r(1)d003 5
suspendidos) 29 ppm - - L-hL-ind-t
Zinc 0,47 pLiL 0,71 ml-O2-h’* 0,014 pg-N-h- i
' -ind? Lind?
Perna perna Benceno — TA 0,49 ml-Oz-h? 0,013 pg-N-hr ] 6
O H indt Lind
0 bom 4,97 + 3,55 0,15+ 0,07 0,11 £ 0,05
P mi-mintind®  pg-mintind®  L-htind? Presente
Fluido de 31.250 ppm 629£3,75 0,18 £ 0,08 018+0,10 estudio
Isognomon alatus erforacion . > TC ml-minind™ ug-min-ind-* L ind* (resultados
9 Fk))ase aqua 62.500 bom 5,88 + 4,06 0,17 £ 0,09 0,15+0,19 ara 10 d de
g ) PP ml-min-t.ind! pg-min-t.ind! L-ht.ind? pex osicion)
125.000 ppm 7,95 2,14 0,11 £ 0,07 0,08 £ 0,04 P
) pp ml-min-t-ind! ug-min-t-ind-! L-ht.ind?

1 Bacon et al. (1998); 2 Cranford et al. (1999); 3 Sze y Lee et al. (2000); 4 Elfwing et al. (2002); 5

Miranda-Baenza et al. (2006) y 6 Radlvc et al. (2007).

Para este estudio la tendencia de la tasa de excrecion fue disminuir respecto al control
estabilizandose a medida que pasaron los dias del experimento, I. alatus es una especie
eurihalina que utiliza el cierre de las valvas como un mecanismo para aislarse de cambios
en el medio de manera momentanea pero que a través del tiempo logra estabilizar su
proceso metabolico. Este comportamiento, producto del estrés al ser sometido al fluido de

perforacion, influy6 en la tasa de filtracion.

La tasa de filtracion es otra de las medidas caracteristicas en los estudios de respuesta
fisiolégica, estudios realizados con diferentes especies de bivalvos reportan valores de 1 a
5L-h? ante la exposicion a metales, hidrocarburos y fluidos de perforacion (Tabla 7). En el

caso de este estudio, la tasa de filtracion se encontrd en un rango de 0,03 a 1 L-h*y no se
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detectaron diferencias significativas entre las concentraciones utilizadas ni entre los dias
evaluados. En general, se observo una disminucion gradual del volumen de agua filtrada
respecto al control para todas las concentraciones. Este comportamiento a su vez puede
explicarse como una respuesta de los organismos para tener una reserva de energia a ser
utiizada en el metabolismo de las proteinas y posterior eliminacion de desechos
metabolicos (Lopez., 2003; Resgalla et al., 2007; Nieves et al., 2013).

Es importante resaltar que aunque las pruebas de toxicidad cronica se realizaron por
separado, la supervivencia en los controles permitié establecer que los organismos se
encontraron en condiciones adecuadas para el desarrollo de los ensayos. Los resultados
de la presente investigacion determinaron que el efecto del fluido de perforacion de base
agua sobre la respuesta fisiologica del bivalvo |. alatus es minimo, detectandose
Unicamente diferencias significativas para la tasa de excrecion de amonio. A pesar de ello,
se pudo observar cémo en el curso de los experimentos, se aumentd el consumo de
oxigeno y se redujeron las tasas de excrecion y de filtracion lo cual derivé en un proceso
osmotico de los organismos a través del periodo de exposicion evaluado. El impacto
ecoldgico ante una eventual descarga de fluidos de perforaciéon en el habitat de I. alatus
podria llegar a disminuir su papel en el ambiente como organismo filtrador de materia
particulada en suspension asi como disminuir su actividad metabdlica con consecuencias

sobre su crecimiento y reproduccion principalmente.
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10 CONCLUSIONES

Isognomon alatus fue de facil obtencion en el medio natural, tuvo buen manejo en
laboratorio, presenté baja mortalidad durante el periodo de aclimatacion y buena

supervivencia de los controles durante los ensayos.

Las concentraciones del fluido de perforacion utilizadas en las pruebas de toxicidad crénica
(125.000, 62.500 y 31.250 ppm) se establecieron segun los resultados de las pruebas de
toxicidad aguda, teniendo en cuenta que la duracién de la prueba fue mayor a cuatro dias

y se aument6 el nUmero de organismos.

De acuerdo a las clasificaciones internacionales de toxicidad aguda y crénica para

sustancias acuaticas el fluido de perforacion de base agua se considera como no toxico.

Los resultados de la respuesta fisioldgica de |. alatus demostraron que el fluido de
perforacion tiene un efecto minimo sobre el organismo evaluado y sugiere que el potencial
téxico de los fluidos de perforacién puede presentarse a concentraciones mayores,las

cuales carecen de un impacto ecoldgico relevante para el ambiente marino.
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11 RECOMENDACIONES

Para futuras evaluaciones de toxicidad crénica con |. alatus se puede utilizar el ensayo que
determino la tasa de consumo de oxigeno, teniendo en cuenta que de las metodologias

utilizadas en la presente investigacion fue la que tuvo mejor comportamiento.

Con la proyeccion que cuentan actualmente las operaciones de exploracion y produccion
de hidrocarburos en el Caribe colombiano, se debe fortalecer el cultivo y produccién de
manera continua de especies marinas nativas de manera continua que garantice la

homogeneidad de los cohortes a utilizar en pruebas toxicologicas a futuro.

A su vez, es de vital importancia continuar los estudios toxicol6gicos con fluidos de
perforacion que involucren especies nativas presentes del Caribe colombiano, de diferente
nivel tréfico, con el fin de evaluar efectos letales y subletales y asi de generar mas
informacién que permita establecer una base de datos para comparar los fluidos sobre

diferentes especies.
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