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Resumen

Resumen

El detrimento en la calidad de los recursos naturales agua, aire y suelo hace necesario que se
realicen diferentes trabajos para recuperar su calidad y con ello su uso real y potencial como
recursos naturales imprescindibles para el hombre. El suelo es un ambiente natural que presenta
graves problemas de contaminacion, por ser el principal cuerpo receptor, después de las corrientes
naturales de agua. A manera de ejemplo, pueden mencionarse las actividades de exploracion,
explotacion, procesamiento, traslado y almacenamiento de productos de la industria petrolera.
Dichas actividades generan problemas graves, no sélo por la perdida de suelos fértiles, si no también
por contaminar, via lixiviacién, los mantos freaticos. Es por este motivo que, en esté trabajo, se
planteo el posible uso de ciliados edaficolas, como biocindicadores de la presencia o ausencia de
contaminantes procedentes de actividades petroleras. La idea principal consistid en encontrar un
ciliado edaficola que permitiera evaluar de manera relativamente rapida y econémica, con base en
sus bondades y como organismo potencial de prueba para ensayos toxicologicos, el nivel de
contaminacién prevaleciente en una determinada muestra de suelo. Lo anterior permitiria contar con
informacién Util para inferir posibles efectos adversos producidos por la eventual exposicion de seres
humanos u otros seres vivos, a un contaminante especifico depositado en el suelo. Por lo anterior,
se determind obtener y procesar una muestra de suelo natural procedente de un area petrolera no
afectada, con objeto de seleccionar de entre la comunidad de ciliados autoctona, un ciliado edaficola
como organismo de prueba, resultando Colpoda cucullus el mas idéneo. Los contaminantes
valorados en este trabajo fueron los recortes de perforacion de un pozo petrolero, asi como el
inhibidor de hidratacion de arcillas K (IHA-K) que se utilizan en la conformacion de los fluidos
empleados en la perforacion de dicho pozo. Los resultados obtenidos de las pruebas de contacto
directo entre el recorte de perforacion, obtenido en campo, con la comunidad de ciliados y con
Colpoda cucullus, evidenciaron un efecto nocivo con el recorte sin dilucion, observandose la muerte
de vorticelas, amibas y algunos flagelados. Del analisis de las caracteristicas que hacen de los
ciliados organismos de uso potencial para pruebas de toxicidad, Colpoda cucullus resulto ser el mas
idoneo, debido a que ofrece como ventajas adicionales, ser una de las especies mas ampliamente
estudiadas, facil de cultivar y con capacidad de formar quistes relativamente sencillos de manipular.
De manera particular, las pruebas realizadas con el IHA-K, resultaron letales para el ciliado Colpoda
cucullus a las concentraciones de 100, 50, 25 y 12.5%, correspondiendo la CLs, a la concentracion

de 6.5%, después de 1 h de exposicion.
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Abstract

Abstract

The environmental quality reduction require corrective actions. Particularly, soil have a high pollution
level due to deposit of wastewater and solid residues. An example of this problematic is the
exploration, exploitation, processing, translating and storage of petroleum products. These kinds of
activities are the principal cause of soil areas and ground water pollution in the south west of Mexico.
The present work was focused in through ciliates of soil as bioindicators of the petroleum activities
effects. Ciliates are microorganisms which natural characteristics permit it use in soil toxicity test.
Indigenous ciliates were isolated and cultivated for identification. This kind of evaluation have as
advantages its low cost and easy application. Information obtained can be use in order to prevent
the eventual human beings, plants or animal exposition to specific pollutant present in soil. For this
work were selected the mud drilling oil well (MDOW) and the K- shale hydration inhibitors (K-SHI).
The experiments were carried out using a sample of unpolluted representative natural area of soil.
According with the results, ciliates community was damage by the direct exposition to the MDOW,
vorticellas, amoebas and flagellates were died. However, other ciliates as Colpoda cucullus survived.
This capacity together its easy culture and presence of cist resistance form were the main arguments
for select to C. cucullus for the toxicity essays with K-SHI. Results shown that 100, 50, 25 y 12.5%,
of K-SHI were lethal for C. cucullus while 6.5% correspond to LCs; after 1 hour of exposition.
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Introduccion

1. INTRODUCION

En el ambito mundial la contaminacidon generada por las diferentes actividades
antropogeénicas provoca detrimento en la calidad del aire, agua y suelos cuya recuperacion
es dificil, no sélo por el tipo de contaminantes que contienen, si no también por las elevadas
concentraciones en las que se encuentran (Luna — Pabello et al., 1994), motivo por el cual
en los capitulos 2, 3 y 4 se menciona la justificacion, objetivos y antecedentes del porque la
importancia de la realizacion de este tipo de trabajos. El suelo es un recurso natural a la
fecha muy contaminado, cuyas caracteristicas fisicas y quimicas facilitan la migracion de los
contaminantes hacia el subsuelo y mantos freaticos por este motivo es necesario conocer el
grado de contaminacion prevaleciente, el nivel de atenuacion natural y las necesidades de
saneamiento mas urgentes (Maya, 2000; Guzman, 2001). Por lo anterior en los capitulos 5.1
y 5.2 de este trabajo, se presenta informaciéon sobre las caracteristicas del suelo y su
importancia. En particular, la problematica de los suelos contaminados con materias primas,
subproductos o desechos de la industria petrolera ha sido abordada de manera insuficiente
(Saval, 1995; Boopathy, 2000). Si bien existen, en el ambito mundial, diversas tecnologias
utiles para la eliminaciéon y/o minimizacion de los contaminantes presentes en el suelo, lo
cual se aborda en el capitulo 5.3, en México su aplicacién actual puede considerarse
incipiente (Saval, 1997; Pineda,2003). La recuperacion de los suelos puede llevarse a acabo
por uso independiente o combinado de métodos fisicos, quimicos y biologicos (Morgan y
Watkinson, 1989; Castro y Luna - Pabello, 2003). Sin embargo, la valoracion de los
resultados obtenidos se basa en la medicién de la concentraciéon remanente del
contaminante problema, quedando limitado tanto por el nivel de sensibilidad de la técnica
empleada, como por el personal y equipo asociado a la misma. En este trabajo se presenta
como una alternativa potencial, para la valoracidbn de suelos contaminados, el uso de
ciliados edaficolas. Estos microorganismos por sus caracteristicas intrinsecas podrian servir
de indicadores bioldgicos (bioindicadores) de contaminacién para la deteccion de un
problema especifico, aplicando procedimientos basados en pruebas de toxicidad, lo cual se
describe en la seccion 5.9. Los bioindicadores son herramientas biolégicas con las cuales es

posible extraer informacién de un ecosistema para el mejor manejo de los sitios
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Introduccion

contaminados. Sus actividades pueden ser llevadas a diferentes niveles de integracion
bioldgica, ya que responden de manera individual o por grupo (poblacién o comunidad) ante
un producto quimico o un toéxico determinado; y la medicion de las variables bioquimicas o
fisiolégicas de los individuos o de sus productos de excrecién, proveen informacién del dafio
a la exposicion de contaminantes (Van Straalen y Krovoluttsky, 1996). Siendo los
indicadores de contaminacion una herramienta atil para la medicién de algunos tipos de
contaminacién este trabajo se enfoco en la busqueda de un ciliado edaficola que pudiera ser
usado como bioindicador de contaminacién de suelos eventualmente receptores de recortes
de perforacién (RP) de pozos petroleros que contienen inhibidores de hidratacién de arcillas
(IHA). Como se puede observar en el capitulo 7 de este trabajo, es factible utilizar un ciliado
edaficola como bioindicador.

Asimismo .la necesidad e importancia de efectuar este tipo de trabajos radica en poder
contar con una alternativa complementaria que permita valorar la efectividad de los procesos
de limpieza llevados a cabo en suelos contaminados con productos procedentes de la
industria petrolera.
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2 ANTECEDENTES

La contaminacion del suelo por derivados de la industria petrolera no ha sido
suficientemente estudiada; encontrandose vacios como en el caso de microorganismos
indicadores de la calidad del suelo. Por calidad del suelo se entiende el nivel en el cual el
suelo puede promover la actividad biolégica (animal, vegetal y microbiana), la contribucién al
flujo del agua, aire y al amortiguamiento de los efectos que se puedan presentar por la
disposicion de desechos o contaminantes. Es por estas razones que la biota edafica capaz
de ser considerada como posible bioindicador se encuentra constituida por organismos de
diferentes tamafnos que van desde unos micrémetros (como los protozoos) hasta varios
centimetros de longitud (como son los oligoquetos) (Vazquez et al., 2002).

La importancia del suelo es indiscutible como base para el desarrollo de las plantas ademas
de ser intermediario en los ciclos biogeoquimicos, procesos fundamentales para el
mantenimiento de los ecosistemas terrestres. De los microorganismos que es posible
encontrar en el suelo los protozoos juegan un papel muy importante, como depredadores en
la cadena alimentaria. Asimismo, su potencial como bioindicadores radica en su corto ciclo
de vida, sensibilidad a los contaminantes, rapida respuesta a las perturbaciones y su
presencia en habitats extremos. Adicionalmente todos los protozoos que se encuentran en el
suelo, al igual que las bacterias y actinomicetos, presentan adaptaciones al medio en el cual
se encuentran. Algunas de estas adaptaciones son, por ejemplo capacidad y velocidad de
enquistamiento — exquistamiento, un menor tamafo, ausencia de ornamentacion y en
algunos casos aplanados dorsoventralmente. Todas estas caracteristicas favorecen su

movimiento a través de las particulas del suelo.

De entre los protozoos, los ciliados son los mas empleados como indicadores en suelos muy
contaminados. De estos microorganismos, los pertenecientes a la familia Colpodidae son
considerados verdaderamente edaficos. Su potencialidad como bioindicadores de las
condiciones del suelo es alta debido a que forman tres tipos de quistes: el de resistencia
cuando las condiciones son adversas, el de reproduccion y uno inestable que se presenta
cuando las condiciones cambian drasticamente (Garcia, 2001).
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En lo que se refiere a la contaminacién generada por la industria petrolera en México, se
sabe que el sureste mexicano presenta un gran numero de sitios con diferentes niveles de
impacto ambiental, como resultado de mas de cincuenta afios de actividades petroleras.
Algunos de los sitios contaminados mas problematicos del sureste mexicano se encuentran
en los estados de Veracruz, Tabasco, Chiapas y Campeche. De manera particular es,
Tabasco el estado que presenta los problemas mas graves de contaminacion de suelos por
petréleo. A la fecha no se ha determinado con exactitud la extension del terreno
contaminado. Sin embargo, se sabe que las principales fuentes de contaminaciéon que se
presentan son: 1) lodos de perforaciéon de tipo inversa y recortes, 2) suelos contaminados
por derrames de tuberias corroidas, 3) “tiraderos” de desechos semisdlidos y 4) sitios
contaminados por descargas de petroquimicas y refinerias (Randy et al., 1999). La escasa
investigacion realizada sobre la microbiologia de suelos contaminados con hidrocarburos en
territorio nacional, con sus particulares caracteristicas edaficas, climaticas y tipo de
contaminantes, hace interesante el realizar estudios que contribuyan a conocer el estado
actual de los suelos cercanos a zonas de explotacion petrolera a efecto de llevar a cabo la
recuperacioén de sitios contaminados.
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3 JUSTIFICACION

La contaminacion presente en los habitats naturales hace necesario que se tomen en cuenta
alternativas de limpieza, esto con la finalidad no s6lo de mantener la salud humana, sino
también de las comunidades naturales que en ellos se encuentran. Debido a que la industria
petrolera es una de las mayores generadoras de contaminacion de suelos es imprescindible
la restauracion y/o biorrestauracion de los mismos. Con objeto de que el suelo sea capaz de
recuperar su funcion natural. Es importante resaltar que después de realizar la limpieza de
algun sitio contaminado es altamente deseable contar con una metodologia rapida que
permita determinar la eficacia de la limpieza llevada a cabo. En este contexto, es que se
pretende utilizar a los protozoos, especificamente a los ciliados edaficolas, como indicadores
de contaminacion de suelos provocada por el depésito de compuestos derivados de las
actividades asociadas con la industria del petréleo como es el caso de los recortes de
perforacion de pozos petroleros, los cuales contienen inhibidores de hidratacion de arcillas
(IHA). Por lo anterior, este trabajo tiene como finalidad contribuir al establecimiento de las
bases para el desarrollo de una metodologia, basada en el uso de un ciliado edaficola

autéctono como bioindicador.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Determinar la factibilidad de emplear la comunidad o una especie de ciliado edaficola
como indicadora de contaminacién por recortes de perforacion de pozos de petréleo
que contienen IHA

4.2 Objetivos particulares

Determinar la respuesta de la comunidad de ciliados edaficolas, en suelos aledafios a

pozos de petroleo, al ser expuestos a recortes de perforacién que contienen IHA.

Evaluar la toxicidad de un IHA sobre un ciliado edaficola autéctono de suelos
potencialmente receptores de recortes de perforacion
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5 MARCO TEORICO

5.1 El suelo y sus caracteristicas

El suelo es el material no consolidado, de la corteza terrestre, que sustenta la vida. Puede
definirse como el material que sirve de soporte al crecimiento de las plantas. Contiene
materia organica y mineral en diversas proporciones y se extiende desde la superficie
hasta el limite inferior alcanzado por las raices. Se origina por la interaccién de procesos
complejos que incluyen la meteorizacion fisica y quimica de la roca madre, la cual
suministra el sustrato mineral, la destrucciébn e incorporacion de materia organica
principalmente en forma de restos de plantas en descomposicidn, por los microorganismos
del suelo, y el movimiento de materiales suspendidos o disueltos en agua de difusioén o
percolacion (Jakson y Raw, 1974). Sus caracteristicas fisicas y quimicas son
determinantes en la migracion de los contaminantes hacia el subsuelo y mantos freaticos.
Asi, el suelo esta formado por cinco componentes principales que son: materia mineral,
aire, agua, materia organica, y organismos vivos. La cantidad de estos componentes varia
de acuerdo a la localidad y al tipo de suelo; el agua y el suelo juntos representan
aproximadamente la mitad del volumen de este, dicho volumen es el denominado espacio
poroso. De tal manera que el suelo es el medio de soporte en el cual se desarrollan las
plantas y otras formas de vida, por lo cual las caracteristicas del mismo ejercen gran

influencia sobre la ecologia vegetal, edafica, animal y en el hombre (Aguilera, 1989).

El suelo es un sistema biogeoquimico abierto, multicomponente, donde las tres fases de la
materia (solida, liquida y gaseosa) coexisten en equilibrio dinamico. Por ser un sistema
abierto, intercambia materia y energia con el medio circundante, experimentando
transformaciones quimicas y biologicas. Desempefia diversas funciones entre las que se
destaca su papel como medio filtrante durante la recarga de acuiferos asi como de
proteccion de los mismos, también estan integrados al escenario donde ocurren los ciclos
biogeoquimicos, hidrolégicos y de la cadena alimentaria, ademas de ser el espacio donde
se realizan las diferentes actividades antropogénicas como las agricolas, ganaderas, areas

verdes de generacion de oxigeno, habitat biolégico, entre otras. Como productor de
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alimentos el suelo es la base para la vida del hombre y los animales, permitiendo la
implantaciéon de las raices de las plantas proporcionandoles agua y elementos nutritivos
(Saval, 1995).

5.2 Formacién del suelo

El suelo se forma por procesos de descomposicion, migraciéon y acumulacién del material
parental de origen, también llamados procesos de intemperizacion, que forman los
diferentes horizontes del suelo. El intemperismo puede ser fisico, debido a factores como
viento, percolacién de agua, temperatura, etc. o quimico, dado por la composicién y
materiales que lo forman. El suelo esta constituido por multiples elementos, siendo los mas
abundantes, en orden decreciente: Oxigeno > silice> aluminio > fierro > carbono > calcio >
potasio > sodio > magnesio > titanio etc. todos conocidos como macroelementos del suelo.
Quimicamente el suelo esta conformado por una fase sodlida, que frecuentemente
representa el 50% de su volumen total y una fase libre (volumen poroso) que constituye el
porcentaje restante formado por los gases y liquidos del suelo. Dentro de la fase sdélida del
40 al 95% esta constituida por materia inorganica y del 5 al 60% por materia organica
(Galvan, 2000).

La materia inorganica se presenta principalmente en forma de compuestos de estructura
cristalina llamados minerales, que determinan las propiedades de la mayoria de los suelos
y su total adaptabilidad como medios de crecimiento para las plantas. En cuanto a la
materia organica esta se encuentra formada por una gran cantidad de microorganismos
vivos, plantas y residuos de origen animal; siendo quimicamente la fraccién mas activa del
suelo. Los procesos quimicos mas importantes que afectan el comportamiento y la
disponibilidad de especies quimicas en el suelo estan estrechamente relacionados con las
concentraciones de los elementos existentes en la fase liquida y la fase solida. Estos
procesos controlan las concentraciones de elementos, iones y complejos en la solucién del
suelo ejerciendo influencia en fendmenos tales como comportamiento dinamico del suelo
contaminado, lo que resalta la importancia de su estudio. De manera adicional en el suelo
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ocurren una parte importante de las principales transformaciones asociadas a los ciclos

biogeoquimicos, las cuales son facilitadas por los organismos que ahi se encuentran
(Colteaux y Darbyshire, 1998).

Algunos de los factores abidticos que deben ser tomados en cuenta para el buen

desarrollo de los microorganismos en el suelo son (Pepper ef al., 1996):

Luz. Los suelos son impermeables a la luz, esto es, la luz del sol no penetra mas
alld de unos pocos centimetros de la superficie; por lo que los organismos
fototrépicos se encuentran limitados a esos pocos centimetros del mismo. En la
superficie del suelo, casi siempre, algunos parametros fisicos como la temperatura y
la humedad fluctian significativamente alrededor del dia y también estacionalmente.
Algunos organismos fototropicos incluyendo algas, tienen la habilidad de cambiar a
un modo de respiracion y nutricion heterotréfico en ausencia de luz. Normalmente
estos organismos no son competitivos con respecto de los organismos heterotrofos
en cuanto a sustratos organicos se refiere.

Humedad del suelo. Tipicamente, el contenido de humedad del suelo varia
considerablemente en los mismos, y los organismos del suelo pueden adaptarse a
dichos intervalos de humedad. La aireacion del suelo depende en gran medida del
contenido de humedad, los suelos humedos tienden a ser aerobios. Pero como el
suelo es un ambiente heterogéneo, los espacios saturados pueden contener ciertas
zonas aerobias mientras que los suelos secos pueden contener micro sitios
anaerobios propios de centros secundarios agregados. Existen bacterias menos
tolerantes a suelos con baja humedad y también los hay mas flexibles con respecto

al contenido de oxigeno en los mismos.

Temperatura del suelo. La temperatura del suelo oscila de manera significativa,
particularmente en la superficie del mismo. Diversas poblaciones del suelo son
resistentes a las fluctuaciones de temperatura, pudiendo ser catalogadas como
psicrofilas, mesofilas o termofilas El factor temperatura generalmente determina la
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mayor o menor actividad microbiana, en funcion de las caracteristicas metabdlicas
del grupo de microorganismos prevaleciente.

- pH. En suelos no perturbados generalmente se tiene un pH estable con valores en
un intervalo de 6 — 8 unidades una amplia gama de microorganismos encuentran su
pH optimo dentro de este intervalo.

5.3 Contaminacién generada por la industria petrolera

Los hidrocarburos con los que México cuenta constituyen un elemento fundamental,
presente y futuro para que el pais logre un desarrollo econémico y social cualitativo, por lo
que estos recursos energéticos son imprescindibles e irrenunciables.

La industria petrolera contribuye de manera importante a la economia de México, razén
por la cual las actividades de exploracion, explotacion, refinacién, transporte y consumo de
productos del petroleo se ven incrementadas cada dia. Sin embargo, las malas practicas
en el manejo de los hidrocarburos y los accidentes durante el transporte de combustibles y
otros productos procesados, asi como la toma clandestina de combustibles, han traido
como consecuencia problemas ambientales en los que se ha hecho evidente la
contaminacion de grandes extensiones de suelo superficial y la afectacion de cuerpos de
agua tanto superficiales como subterraneos (Saval, 1997).

La problematica ambiental local, regional y global debida a la utilizacion de los
hidrocarburos, hace indispensable el realizar investigacion y desarrollo tecnologico
tendiente a mantener una alta disponibilidad de los hidrocarburos de manera competitiva y
ambientalmente aceptable con respecto a otras fuentes de energia (Saval, 1997).

La contaminacién de los suelos y acuiferos ocasionada por la industria petrolera se
presenta durante las actividades de: extraccion, refinacion, petroquimica, transporte,
distribucién, almacenamiento y comercializacién. A pesar del nivel de contaminacién

prevaleciente y la disponibilidad de tecnologias de biorrestauracion, ya probadas en
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México el problema de suelos contaminados con hidrocarburos esta muy lejos de ser
resuelto (Luna — Pabello et al., 1997). En lo que se refiere a las actividades de extraccion
se observan derrames y explosiones de hidrocarburos, acumulaciéon de residuos de
perforacion, entre lo que se encuentran incluidos los inhibidores de hidratacién de
arcillas (IHA) y lodos aceitosos. Siendo los primeros los que han demostrado ser menos
agresivos al ambiente (Luna — Pabello et al, 2001). Algunos de los problemas de
contaminacién que ha sido producto de las descargas de residuos se encuentran en zonas
pantanosas, donde el nivel freatico sube de manera sorprendente en temporada de lluvias
(Saval, 1998).

El método de perforacion de pozos petroleros, en la actualidad, esta constituido por una
barrena, tuberia, rotacion asi como un fluido que entra por el interior de la tuberia y que
sale por las toveras de la barrena, regresando a la superficie por el espacio anular que
existe entre la tuberia y la pared del agujero, acarreando los recortes que la barrena va
recolectando. En la superficie dichos recortes son separados mediante un sistema de
cribado y de equipo especial. El fluido se acondiciona y regresa al interior del pozo para
continuar con el acarreo de recortes, lubricacion de la barrena, estabilidad del agujero, etc.
Actualmente los recortes son depositados en un contenedor metalico para posteriormente
ser enviados a un confinamiento controlado de residuos peligrosos. A continuacion se
muestra los pasos y el esquema (Figura 5.1), de la forma en que circula el fluido de
perforacion durante esta actividad. La mayor parte del lodo que se utiliza en una operacion
de perforacion se recircula en forma continua, siguiendo de manera general los siguientes
pasos:

1. El lodo se mezcla y se guarda en la fosa de lodos.

2. Una bomba lo extrae de la fosa de lodos y lo envia a traves de la tuberia de perforacién directo
al hueco.

3. El lodo emerge de la tuberia de perforacion en la base del hueco donde la barrena de
perforacion esta triturando la formacién de roca.

4. El lodo comienza a ser desplazado de regreso a la superficie, arrastrando consigo los
fragmentos de roca, llamados recortes, que se han desprendido de la formacion rocosa por accion
de la barrena.
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5. El lodo sube por el espacio anular existente entre el espacio entre la tuberia de perforacion y las
paredes del hueco. El didmetro tipico de una tuberia de perforacién es de cerca de 10 cm. Sin
embargo en el fondo de un pozo profundo, el hoyo puede tener 20 cm de diametro.

6. Ya en la superficie, el lodo viaja a través de la linea de retorno del lodo la cual consiste de una
tuberia que conduce, el lodo a la zaranda vibratoria que permite la separacién de las particulas de
mayor tamafo. Las zarandas vibratorias consisten de una serie de cribas vibradoras metalicas que
se usan para separar el lodo de los recortes. El lodo gotea a través de las cribas y regresa a la fosa
o pileta de lodos para ser reutilizada.

7. Los recortes de roca se deslizan por la corredera de recortes para que se disponga de ellos. En
funcion de su composicion y posible efecto al ambiente, pueden ser lavados antes de ser
depositado en sitios aledafios. Algunos de los recortes se toman para ser examinados por los
gedlogos en busca de informacién sobre lo que esta sucediendo en la profundidad del pozo.

N\
\

2

Bomba

Tuberia de
perforacion

Linea de retorno©
= del lodo =

Espacio
anular

5

Zaranda
vibratoria

Deslizamiento . Hueco
de arcilla 8

Mecha de perforacion

Figura 5.1. Esquema de circulacion del fluido de perforacion en un pozo
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Los fluidos de perforacién ayudan a suavizar la roca permitiendo la penetracién de la
barrena. A medida que los pozos se hacen mas profundos estos cobran mayor importancia
por la funcién que desempefian. En este sentido, es importante el control de su calidad y el
uso eficiente de los mismos. Sin embargo, como producto de la perforacion, se generan
recortes de perforacion con remanentes del fluido los cuales deben ser depositados
adecuadamente. Usualmente dichos recortes son depositados en sitios aledafios que van
desde fosas impermeabilizadas hasta suelos sin impermeabilizar. Cabe sefialar que si bien
el dafio ambiental en el sitio del pozo es relativamente pequefio, debido a que el equipo de
perforacion se encuentra cercado, el impacto ambiental en los terrenos adyacentes a la
perforacion resulta importante.

El grado de impacto ambiental que los fluidos de perforacién tienen en el ambiente
depende de su composicion y de la clase de lodo que forman asi como de las condiciones
ambientales predominantes. Mar adentro, en general, los fluidos a base agua son los que
provocan un menor dafio en comparacion con los fluidos a partir de petréleo o diesel. En
contraste, las descargas de desechos de perforacion en tierra tienen diferentes tipos de
impacto y el contenido de sal en los fluidos puede presentar mayores problemas que el
contenido de hidrocarburos. De tal manera que el impacto ambiental de los recortes
contaminados con fluidos a partir de petroleo o diesel ha resultado en diferentes
restricciones para su uso en diversas partes del mundo. La situacidon anterior ha conducido
al desarrollo de fluidos de perforacion con base sintéticas menos dafinas los cuales
ademas de su buen desemperio resultan menos toxicos y, en la mayoria de los casos, mas
biodegradables (Luna — Pabello et al., 2001).

Los fluidos de perforacion se pueden clasificar en tres grupos: catiénicos, anfoteros y no
ionicos con las siguientes caracteristicas.

Cationicos. Se encuentran ampliamente disponibles en el mercado, actian por intercambio
cationico con las arcillas, presentan un mayor grado de inhibicion que otros sistemas.

Otras caracteristicas que presentan este tipo de fluidos son:
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- Baija toxicidad y alta biodegradabilidad

- Estabilidad tanto térmica como en el intervalo de pH de los fluidos

- Reducen la hidratacion de las arcillas, lo que previene la dispersion y disgregacion
del pozo

- Aumentan la salinidad del sitio en donde son descargados por lo que su uso de
acuerdo con algunas regulaciones agricolas no se recomienda. Asimismo, pueden
ocasionar un impacto negativo en los organismos marinos.

Anféteros. Estos actian por un mecanismo similar al de los materiales catidnicos, sin
embargo sus caracteristicas catiénicas son menores, en especial a altos valores de pH.

Adicionalmente, presentan las siguientes caracteristicas:

- Se pueden utilizar en condiciones de elevadas temperaturas
- Tienen un menor costo, tanto en material como de volimenes de consumo

- No son toxicos

No idnicos. Incrementan la eficacia de la perforacion ayudando a estabilizar las arcillas

a través de complejos estables. De manera particular presentan las siguientes ventajas:

- La mayoria se consideran rapidamente biodegradables
- Se emplean en relativamente bajas concentraciones, que van del 3 al 10% en
volumen (Ambriz, 2001).

Sin embargo la contaminacion generada por este tipo de productos ha creado la necesidad
de regular el uso de los fluidos de perforacién. Dicha regulacién varia de acuerdo a la
ubicacion geogréfica y los reglamentos locales del sitio de perforacion. Por otro lado se
realizan pruebas adicionales para recoger datos sobre su biodegradacion y
bioacumulacion. Una de estas pruebas practicadas es la de toxicidad, la cual es utilizada
para pronosticar el impacto de un contaminante en el ambiente. Los resultados de estos
experimentos permiten estimar la cantidad de material que se puede desechar sin que se
tengan efectos directamente téxicos en el ambiente. El tipo exacto de prueba dependera
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de la legislacion local, asi como del destino probable del contaminante (Zamudio et al.,
1998).

5.4 Generalidades sobre protozoos edaficolas

Muchos representantes de la macro y microbiota pasan parte o toda su vida bajo tierra. La
microbiota se encuentra constituida por bacterias, actinomicetos, protozoos, nematodos y
oligoquetos entre otros. En cuanto a la macrobiota, esta se encuentra constituida por
insectos asi como por una variedad de mamiferos, reptiles y anfibios, los que de manera
conjunta participan en el ciclo natural de la materia organica (Tan, 1994). Entre los
organismo mas abundantes se encuentran los protozoos, cuyo tamafio va de unos cuantos
micrometros hasta uno o mas milimetros. Los protozoos son cosmopolitas, ya que se
encuentran en diferentes regiones que van desde las ecuatoriales, subtropicales,
templadas, asi como las articas y antarticas. En todos los suelos agricolas examinados a
la fecha se han presentado protozoos. Su diversidad y abundancia oscila segun la calidad
que se tenga. Los ciliados son colonizadores sucesionales de muchos nichos ecoldgicos
en la biosfera.

La mayoria de los protozoos depende de la materia organica preformada por lo que son
catalogados como saprobios (Martin, 1980).

Asimismo, los protozoos han logrado explotar una gran diversidad de ambientes
restringiéndose a las peliculas de agua, a los poros llenos del mismo elemento y a los
pequefios poros que pueden contener bacterias (Regih et al, 2002). Muchas especies
presentan diversos grados de asociacion con otros organismos que pueden ser desde
otros protozoos hasta vertebrados (Martinez y Gutiérrez, 1985). La aparicion y distribucion
de los protozoos es determinada por factores bidticos y abidticos, entre los factores
bidticos se encuentran incluidas las reservas alimentarias, competicion asi como las
interrelaciones depredador presa, entre otros. Dentro de los factores abioticos se incluyen

factores gquimicos como son la humedad, concentracion de iones, pH, concentracion de
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gases disueltos y factores fisicos como la luz, temperatura, movimientos del agua, entre
otros, encontrandose que los ciliados son tolerantes a un gran intervalo de factores
ambientales, incluyendo tanto factores fisicos como quimicos. Lo anterior aunado a
algunas de sus estrategias de sobrevivencia, como el enquistamiento en condiciones
adversas, les ha ayudado a colonizar y explotar una gran variedad de habitats. Algunas de
las caracteristicas edaficas que se pueden asociar a cierto tipo de especies de ciliados y
comunidades son: tipo de suelo, régimen de humedad del mismo y distribucién de poros.
Estas caracteristicas pueden determinar la naturaleza de la microbiota componente del
suelo (bacterias, hongos, actinomicetos) que proveen las presas para la comunidad de
protozoos heterétrofos (Darbyshire, 1994).

Es importante sefalar que los estudios sobre protozoos edaficolas se han venido
realizando desde hace mucho tiempo, pero la mayoria de estos han sido desarrollados en
paises europeos. En México son pocos los estudios que se han realizado sobre protozoos
edaficolas Arévalo (1967), Basurto (1970) y Garcia (2001) algunos de éstos se han
enfocado al estudio de las amibas de vida libre (Rodriguez et al., 1997), por lo que deben
encaminarse mas esfuerzos en esta linea. Los primeros estudios relacionados con los
protozoos edaficolas, que se realizaron, fueron llevados a cabo por Russell y Hutchinson
(1909), quienes llegaron a concluir que los protozoos edaficolas corresponden a formas
quisticas y en cuanto aumenta el contenido de humedad, en el suelo, estas pasan a ser
formas tréficas. De manera complementaria estos investigadores demostraron que las
poblaciones bacterianas son reguladas por los protozoos. De igual forma comprobaron que
los protozoos estimulan la fijacion de nitrogeno por Azotobacter, incrementando la
amonificacion, la descomposicién y la produccion de CO, entre las bacterias del suelo.
Russell al seguir sus investigaciones pudo determinar que Colpoda cucullus es una forma
comun, de protozoo ciliado, en el suelo (Arévalo, 1967). Lo cual hace interesante a esta
especie para estudios asociados con la afectacién en calidad del suelo por introduccion de

contaminantes.

Si bien existen abundantes estudios relacionados con la importancia de los protozoos en la

depuracion de contaminantes organicos e inorganicos asi como de sus uso como
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bioindicadores de calidad y/ o concentracion de contaminantes en aguas (Luna — Pabello ,
1993; Luna - Pabello et al., 1997; Luna — Pabello et al., 1996; Nicolau et al., 2001; Madoni,
2000; Nicolau y Rajaram, 1999; Parry — Laybourn et al., 1999; Pérez — Uz ef al., 1998; Al —
Shahwani y Horan, 1991; Salvado y Garcia 1995; Holoubar y Grudke, 2000), siguen siendo
pocos los trabajos de investigacion realizados en suelos.

Las investigaciones derivadas del estudio de los protozoos dulceacuicolas, han revelando
que estos microorganismos son de gran ayuda para la evaluacién de los riesgos
ambientales derivados por diferentes productos téxicos, a pesar de no haberse realizado
investigaciones de igual magnitud sobre protozoos edaficolas es posible inferir que
también es posible su empleo para los mismos fines, obteniendo asi una herramienta util

para enfrentar problemas de contaminacién edafica (Vasudevan y Rajaram, 2001).

Por otro lado, la importancia de los protozoos edaficolas radica en que intervienen en
muchas de las transformaciones de los mas grandes ciclos biogeoquimicos de la biosfera,
jugando un papel clave en los ciclos del nitrégeno, carbono, y fésforo. Lo anterior debido a
la regulacion de la velocidad de descomposicién y a las rutas metabdlicas especificas que
siguen. No se conocen de manera precisa la riqueza de especies de protozoos edaficolas,
Corliss, 1991 (en Colteaux y Darbyshire, 1998) estimé el nimero de especies de
protozoos en 4000, y aunque no se conoce el nimero total exacto, se han determinado en
biotopos terrestres 400 especies de ciliados, 200 especies de amibas testadas y 60
especies de amibas desnudas. La incertidumbre entre el nimero de especies es el reflejo
del limitado conocimiento entre la distribucion de los protozoos en el suelo, la biodiversidad
y el nivel de organizacion llegando a ser considerado un indice biolégico que refleja la
estabilidad de los ecosistemas en los suelos naturales y perturbados (Codteaux vy
Darbyshire, 1998). Es por esto que se resalta la importancia de los protozoos edaficolas
como indicadores de calidad ambiental, debido a que los protozoos son la base de la
alimentacién heterotréfica de los eucariontes. Ademas constituyen un componente
esencial en ecosistemas marinos, dulceacuicolas y terrestres, de tal manera que los
estudios de dinamica y estructura de las comunidades provee de un método de medicion y
monitoreo de cambios bidticos y abidticos en el ambiente.
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En la figura 5.2 se presenta un esquema en el que se resume el papel de los protozoos en
las pruebas de toxicidad el cual no obstante de haber sido generado para valorar el
tratamiento de aguas residuales, también resulta util para visualizar los diferentes factores
que deben ser tomados en cuenta para la realizacion de dichas pruebas. En la figura
también se presentan los posibles resultados de reproduccién, viabilidad, locomocion,
ademas de los niveles de organizacion a la cual se pueden llevar a cabo dichos

experimentos.
i . Niveles de
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Figura 5.2. Marco conceptual mostrando la integracion entre los posibles téxicos y algunos de los
parametros estudiados en la valoracion del tratamiento de aguas residuales usando protozoos
(Tomado de Nicolau ef al., 2001).

Actualmente los ciliados edaficolas han empezado a ser utilizados en los bioensayos,
(Dive et al, 1998). De entre los ciliados edaficolas que han sido utilizado para la
realizacion de pruebas de toxicidad, se encuentra el ciliado Colpoda steinii que surge por
la necesidad de encontrar un bioensayo rapido y sensible, en lo referente a contaminacion
del suelo, y al uso de organismos indigenas y ecolégicamente relevante (Campbell ef al.,

1997), el estudio concluye que los ciliados edaficolas pueden ser usados para comparar la
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toxicidad, de la contaminacion generada por metales pesados en el suelo y para examinar
los factores que afectan la biodisponibilidad de las soluciones que contienen metales
pesados en el mismo.

Por otro lado los microorganismos del suelo pueden ser expuestos a un extenso intervalo
de tratamientos, incluyendo desecacién, erosion, cultivo intenso, deforestacion y deposito
de algunos acidos como el nitrico o contaminacién con metales pesados, cabe sefialar que
la diversidad de los ciliados juega un papel determinante en la recuperacion en este tipo de
perturbaciones (Colteaux y Darbyshire, 1998).

Algunas de las caracteristicas que presentan los protozoos y que permiten que éstos
puedan ser usados como bioindicadores de la calidad de suelos contaminados son:

- Los protozoos son un componente esencial del ecosistema suelo.

- Presentan un rapido crecimiento y una delicada membrana externa por lo que
pueden reaccionar mas rapidamente a los cambios ambientales que otros
organismos eucariontes pudiendo servir como un sistema de advertencia, ademas
de ser una excelente herramienta de bioensayo.

- El genoma eucarionte de los protozoos es similar al de los metazoos. Por lo que las
reacciones a cambios ambientales pueden ser relacionadas a organismos mas
grandes.

- Los protozoos habitan y son particularmente abundantes en los ecosistemas del

suelo, asi como en condiciones ambientales extremas.

Las desventajas que presentan para poder ser utilizados como bioindicadores son:

- Existe un gran nimero de especies, muchas de las cuales aun no han sido
completamente descritas, pudiéndose encontrar mas de 1000 por metro cuadrado
de suelo forestal, por lo cual es necesaria la participacion de muchos especialistas
para su identificacion.

- Laenumeracién o cuenta puede ser dificil y por lo tanto requiere de mucho tiempo.
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- Muchos de los organismos del suelo son inconspicuos, por lo que se necesita

técnicas especializadas para poderlos visualizar (Foissner, 1999).

Por las caracteristicas antes mencionadas, los protozoos, pudieran ser microorganismos
potencialmente utiles como indicadores del grado de contaminacion que se presente en los
suelos y que son causados por las diferentes actividades antropogénicas, tales como las
asociadas con la explotacién de petréleo.

5.5 Aspectos relevantes sobre ciliados edaficolas

Los ciliados son microorganismos de estructura compleja, y de entre los protozoos son de
los mas grandes llegando a medir hasta los 2 mm de longitud. El nombre de ciliados se les
da por las cortas y numerosas estructuras llamados cilios que se presentan por lo menos
en alguna etapa de su ciclo de vida. Cada cilio surge de una estructura llamada
cinetosoma, las hileras de cinetosomas reciben el nombre de cinetias que coordinan la
locomocién. Cada célula ciliada presenta un citostoma (boca), conectado a una citofaringe
al final del cual se encuentran las vacuolas digestivas que es en donde la célula digiere y
absorbe el contenido alimentario, para finalmente descargar los residuos por el citoprocto.
Los ciliados edaficolas de vida libre se alimentan de sustancias organicas disueltas,
mientras que otros se alimentan principalmente de bacterias, algunos otros se alimentan
adicionalmente de levaduras, otros protozoos y de pequefios metazoos como rotiferos
(Sleigh, 1989).

La caracteristica principal de los ciliados es la presencia de dos tipos de nlcleos: uno
grande poliploide, el macronucleo, responsable de la sintesis de proteinas. Uno mas
pequefio diploide, el micronucleo, este es el que participa en la reproduccién dividiéndose
mitoticamente, dentro de la envoltura nuclear, experimentando meiosis durante el proceso
de conjugacion y autogamia (Sleigh,1989).
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De los ciliados, los pertenecientes a la clase Colpodea presentan una ciliatura oral mas
organizada, son formas de vida libre tipicamente encontrados en suelos, pudiendo ser
formas exclusivamente edaficolas y frecuentemente formas quisticas. Colpoda es un
género comun, se alimenta primordialmente de bacterias, sin embargo algunas especies
se alimentan adicionalmente de levaduras y otros protozoos asi como de pequerios
metazoos y rotiferos. Ademas los colpddidos presentan una amplia tolerancia a la
condiciones abidticas extremas, rapido enquistamiento/ exquistamiento, asi como una
rapida multiplicacion (a menudo dentro del quiste) cuando el ambiente les es favorable.
Los ciliados son los primeros colonizadores de los suelos; considerandose especies de
seleccion r, seguido por las especies intermedias de seleccién K, manteniendo grandes

poblaciones en comparacion con las especies sucesionales (Bamforth, 2001).

Ecolégicamente muchas de las especies de colpodidos pueden encontrarse en suelos y
musgo, muy pocos en habitats semiterrestres como en charcos, algunas especies se
encuentran, frecuentemente, en infusiones de plantas (C. steinii, C. maupasi, C. inflata, C.
cucullus). Los colpddidos son importantes en varios procesos fisicos y bioldgicos del suelo,
por ejemplo Colpoda puede incrementar el espacio poroso en el suelo en un 8%, secreta
sustancias que son funguicidas e incrementa la capacidad de fijacién de nitrégeno de
Azotobacter, asi como el incremento de las plantulas de algodén. Las especies de Colpoda
se alimentan primordialmente de bacterias y ocasionalmente de cianobacterias, hongos y
algas verdes. Algunos colpédidos como C. steinii y C. cucullus pueden ingerir particulas

que van de un tamano de 0.3 a 1.1 um (Foissner, 1993).

En la figura 5.3 se muestra el esquema de un ciliado tipico, con algunas de las estructuras
mas caracteristicas.
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Figura 5.3. Esquema de un ciliado perteneciente a los colpddidos, tomado de Aladro — Lubel et al.,
1990).

5.6 Caracteristicas de los bioindicadores de contaminacién

En los sistemas de depuracion, por ejemplo de lodos activados, se encuentra una gran
cantidad de microorganismos vivos (biocenosis) éstos estan representados por un diverso
nimero de microorganismos de diferentes grupos taxondmicos que constituyen
comunidades biolégicas interrelacionadas entre si y con el ambiente que los rodea
(biotopo). La estructura del ecosistema estd dada por un conjunto de factores tanto
bidticos (como son todos los microorganismos presentes en el medio), como factores
abioticos que son aquellas caracteristicas fisicoquimicas prevalecientes en el biotopo
como el pH, temperatura, salinidad, concentracién de nutrientes, entre otros. En este tipo
de sistemas se utilizan organismos bioindicadores de la calidad de los efluentes obtenidos
después del tratamiento. Lo anterior podria también ser aplicable en la evaluacion de la
calidad del suelo, sobre todo si este ha sufrido un proceso de contaminacion.

De tal manera que un bioindicador es una herramienta bioldgica, con la que se puede
extraer cierta informacién de un ecosistema, y con el uso de esta informacion se pueden
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tomar decisiones sobre el manejo de los sitios contaminados. Las actividades de un
bioindicador pueden ser llevadas hasta diferentes niveles de integracion bioldgica por lo
que la medicion de las variables bioguimicas y fisiologicas de los individuos o de sus
productos de excrecion provean informacion del dafio a la exposicion, a algin
contaminante. Ademas los bioindicadores son medidas muiltiples de la salud: (a) de un
organismo o (b) de diversos niveles de organizacion biolégica en multiples escalas de
tiempo de respuesta. Los biocindicadores pueden tener un intervalo de respuesta desde el
nivel de biomoléculas al poblacional y de comunidad, éstos generalmente son usados para
evaluar los efectos de estrés ambiental sobre la salud de los organismos dentro del
proceso de evaluacion de riesgo ecologico. De tal manera que un bioindicador se refiere a
las actividades de un organismo o un nivel mas elevado (comunidades, poblaciones,
ecosistemas), ante un determinado producto quimico o un téxico (Van Straalen y
Krovoluttsky, 1996).

El uso de bioensayos como sistemas de prueba ecotoxicolégico, al ser generalmente de
corta duracién, y con un protocolo definido, permite medir la actividad de un compuesto
quimico, mediante la observacion de efectos adversos, sobre las especies de prueba.
Dichas observaciones pueden ser reportadas en el tiempo, lo cual constituye un
biomonitoreo de duraciéon variable. Los organismos que habitan en el suelo al estar en
contacto directo con el mismo, reflejan la calidad fisicoquimica y biolégica en que se
encuentra el suelo. Por lo anterior, una posible ruta para evaluar la bioestabilidad de los
contaminantes en el suelo, es medir la concentracion en el interior de los organismos
(bioacumulacion) o bien, evaluar su sobrevivencia en ese ambiente. El efecto de
bioacumulacién se puede aprovechar generalmente usandolo para el caso de los
contaminantes que son retenidos por los organismos en proporcion a la concentracion que
de estos se encuentre en el ambiente, lo que ha sido aplicado en el caso de los metales
pesados. Asi, se puede estimar las concentraciones letales en el cuerpo (CLC) (LBCs, por
las siglas en ingles de lethal body concentrations), por medio de experimentos en los
cuales se incrementa la mortalidad a través de un tiempo de exposicion, que es observado
midiendo la concentracion de los metales en el cuerpo del organismo.
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En este sentido un buen sistema bioindicador debe basarse en métodos de reconocimiento
y combinacién desarrollados en el laboratorio para después ser validados en el campo.
(Van Straalen y Krovoluttsky, 1996).

Los bioindicadores pueden ser utilizados en programas de biomonitoreo para:

- Advertir sefiales tempranas de algun problema ambiental

- Identificar causas y efectos entre agentes estresantes y sus respuestas biolégicas

- Evaluar las respuestas integradas de los organismos al estrés ambiental y

- Evaluar la efectividad de las acciones remediales sobre la salud del ecosistema
(Garza et al., 2002).

5.7 El uso de ciliados como bioindicadores

Algunos organismos del suelo pueden ser usados como bioindicadores de contaminacién,
valorando la toxicidad y riesgo de los suelos contaminados o evaluando la eficacia de los
procesos de biorremediacion, esto es por medio de la valoraciéon de la toxicidad y riesgo
del producto final (Haimi, 2000). Esto podria realizarse con el uso de ciliados edaficolas,
presentes en sitios contaminados, si fueran asociados con concentraciones especificas de
algin contaminante en particular, por ejemplo los metales pesados. Algunas de las
caracteristicas de los ciliados edaficolas que los hacen organismos ideales en las pruebas
de toxicidad, ademas de los ya mencionados en el capitulo 5.4, son que estos organismos
son ubicuos en los ecosistemas terrestres siendo sensitivos al estrés antropogénico.
Asimismo pueden servir como bioindicadores de las condiciones del suelo y juegan uno de
los mas grandes papeles en la biotransformacién de diversos compuestos. Adicionalmente
muchos ciliados forman estados de resistencia, generalmente quistes, que mantienen en
latencia al organismo durante las condiciones adversas, como por ejemplo la sequia,
exquistandose y explotando rapidamente las condiciones aceptables. La habilidad de los
organismos para crecer rapidamente, asi como la habilidad para formar estados
resistentes pueden ser explotados para los propositos toxicologicos (Pratt et al., 1997).
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Aunado a esto, algunos estudios de latencia pueden adicionar informacion, que realce el
uso de los ciliados en la evaluacién de las condiciones del suelo (Bamfoth, 2001). Esto
puede ser evaluado por medio de las pruebas de toxicidad, que son usadas para la
estimacion del grado de contaminacién de alguna sustancia o mezcla de sustancias
utilizando algun microorganismo relevante ecoldgicamente y observando sus respuestas

fisiolégicas en presencia de contaminantes.

5.8 Pruebas de toxicidad

Las pruebas de toxicidad son un procedimiento en el cual la respuesta de los organismos
es causada para detectar o medir la presencia y el efecto de una o mas sustancias
residuales, factores medioambientales o una combinacién de estos. De modo que la
toxicidad se refiere a los efectos adversos que en un organismo causan, los
contaminantes. La toxicidad es resultante de la concentracion y del tiempo de exposicién
modificado por variables abidticas como temperatura, pH, formas quimicas y disponibilidad
de las mismas. Por lo tanto, una prueba de toxicidad es un procedimiento en el que se
miden las respuestas bioldgicas de los organismos, y se utilizan para detectar y medir la
presencia de una o mas sustancias, residuos o factores ambientales actuando
aisladamente o en combinacién. Las pruebas de toxicidad se clasifican de acuerdo a su
duracion en pruebas de corto, mediano o largo plazo. Por el método de adicion de las
soluciones de prueba, pueden ser oral por adsorcioén o por alguna otra via. Las pruebas de
toxicidad pueden ser Utiles para el monitoreo de la calidad de un efluente de un
determinado compuesto o mezcla de ellos o de suelos contaminados. También puede
aplicarse para evaluar la toxicidad relativa, sensibilidad relativa, pruebas de olor, velocidad
de crecimiento, etc. Las pruebas de toxicidad de corto plazo son las principalmente
usadas para monitoreos de rutina (APHA, 1998).

Para que un organismo pueda ser seleccionado como un organismo de prueba sera
necesario tomar en cuenta ciertas caracteristicas como son:
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- El conocimiento de la biologia del organismo de prueba, principalmente en lo
referente a sus condiciones ambientales de sobrevivencia y habitos alimentarios.

- Sensibilidad a los factores bajo consideracion.

- Su distribucién geogréfica.

- Disponibilidad, teniendo en cuenta un tamafio practico.

- Importancia econémica, ecolégica o recreativa.

- La relevancia del propésito del estudio.

- Los requerimientos abitticos asi como cuando estos pueden ser aprovechados y
como las condiciones normalmente encontradas en el sitio de estudio afectan al
organismo.

- La disponibilidad de los métodos de cultivo para mantener al organismo en el
laboratorio y conocer sus requerimientos tanto fisiolégicos como nutricionales, y en
general las condiciones fisicas de alimentacion.

Para la evaluacion de ambientes contaminados, si bien es posible emplear organismos
procedentes de cepas de coleccién es altamente recomendable llevar a cabo la recolecta
de poblaciones de organismos indigenas, es decir, organismos que sean autdctonos del
suelo o agua, que se pretende evaluar, esto es particularmente importante para los
organismos de significancia ecoldgica, comercial o recreativa. Para realizar estudios de
toxicidad es importante recolectar a los organismos de prueba en sitios que se encuentren
libres de contaminacion. La eleccion del organismo de prueba depende de algunos
factores incluyendo, el presupuesto, tiempo y la presencia del organismo en el ambiente
(APHA, 1998). Asi, las pruebas mas simples son llevadas a cabo con organismos
unicelulares o plantas y pueden durar solo unas pocas horas o dias, tiempo durante el cual

se registra la respuesta observada.

Las pruebas de toxicidad son usadas para una variedad de propdsitos que incluyen
determinar:

- Condiciones ambientales para la vida acuética o terrestre.
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- Factores ambientales favorables o desfavorables como son oxigeno disuelto (OD),
pH, temperatura, salinidad, turbiedad, contenido de materia organica, metales, etc.

- Sensibilidad relativa de los organismos a los efluentes téxicos y suelos
contaminados.

- Toxicidad aguda de las aguas o suelos a las especies de prueba.

El efecto mas distintivo observado en las pruebas de toxicidad es la muerte, por lo que las
investigaciones frecuentes son hechas para determinar la concentracion letal media (CLsp)
hasta la muerte que es el punto final del experimento.

Una rama del conocimiento relacionada con la toxicologia es la llamada ecotoxicologia,
esta es considerada una ciencia ambiental interdisciplinaria que involucra tanto a la
toxicologia como a la ecologia aplicada y la quimica ambiental. Enfocandose a las
relaciones entre la quimica ambiental y la biota, evaluando los efectos adversos a los
diferentes niveles de la organizacion biologica. Los efectos tdxicos de los compuestos
antropogénicos en la biota y los ecosistemas son considerados en relaciéon a los
compuestos quimicos y su destino en el ambiente, por lo que la biodisponibilidad de dichos
compuestos es dependiente de los procesos biogeoquimicos vy fisioldgicos. Es por esto
que la investigaciébn ecotoxicolégica, de ambientes contaminados requiere un
acercamiento interdisciplinario en el que se consideren procesos fisicos, quimicos,
biomoleculares, toxicologicos, fisiolégicos y ecolégicos. Como una perspectiva mas se
tiene el aprovechamiento que se basa en la investigacion del efecto toxicolégico potencial
de un contaminante, en ensayos de laboratorio y que pueden ser usados para
extrapolacion al campo. En este sentido los bioensayos juegan un importante papel en
este proceso.

En las investigaciones ecotoxicologicas, los efectos celulares y bioquimicos, incluyendo
mecanismos de estudio de la accidn toxica, son igualmente importantes en los estudios de
organismos de laboratorio, porque la interacciéon primaria entre los compuestos quimicos y
la biota ocurre en la superficie o dentro de la célula. Asi, una investigacion ecotoxicolégica
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incluye, efectos bioguimicos y celulares dentro de la accién del toxico empleado (Fent,
2003)

En la Figura 5.4, se presentan las relaciones y efectos entre la biodisponibilidad de

contaminantes y la toxicidad en los organismos expuestos a contaminantes.
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Figura 5.4. Interacciones entre la fraccién biodisponible de los contaminantes toxicos, la
concentracion en los sitios blancos y los efectos toxicos causados en el organismo de prueba
(Tomado de Fent, 2003).

Considerando que la respuesta que presentan los microorganismos utilizados como
indicadores se relaciona directamente con la dosis del contaminante usado, y que este
aspecto es relevante para el presente estudio, se destacan en detalle en la siguiente
seccion.
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5.9 Relaciones dosis respuesta

La mayor parte de la informacién cuantitativa relacionada con la toxicidad de substancias
se obtiene de experimentos realizados y mediante la administraciéon de dosis de las
sustancias, de prueba, a los organismos seleccionados. En vista de las consideraciones
practicas como el costo y el tiempo, la mayoria de los experimentos involucran el
desarrollo de episodios de toxicidad aguda en lugar de cronica. La dosis de la sustancia
administrada en ensayos toxicolégicos, se expresa, habitualmente en miligramos por
unidad de peso del organismo sobre el que se realizara el ensayo; normalmente, la
toxicidad de una substancia aumenta al aumentar la dosis, aunque se conocen algunas
excepciones (Baird, 2001).

Los individuos difieren significativamente en su susceptibilidad a un compuesto
determinado, algunos responden a dosis muy bajas mientras que otros necesitan dosis
mucho mas altas antes de que reaccionen. Es por esta razén que se han creado las
relaciones dosis—-respuesta para sustancias toxicas, incluyendo los agentes ambientales.
La mayoria de las veces el efecto repuesta, en los ensayos con organismos, que se utiliza
para construir las curvas dosis—respuesta, es la muerte. La dosis que prueba ser letal para
el 50% de la poblaciéon de organismos ensayados es |la denominada concentracion letal
media (CLso) de la substancia; cuando menor sea el valor de la ClLso, mas toxico es el
compuesto quimico que se examina, ya que se requiere menos cantidad para afectar al
organismo. Mientras que para un compuesto quimico mucho menos toxico sera necesario
una cantidad mayor para causar algun dafio al organismo de prueba.

En ocasiones se dan referencias sobre la dosis letal oral media (DLOsg), que corresponde
a la dosis letal oral, cuando el compuesto quimico ha sido administrado oralmente a los
organismos ensayados, en lugar de su administracién a través de la piel o por otros
medios. El intervalo de los valores tanto para la CLsp y DLOs para la toxicidad aguda de
muchos compuestos quimicos y biolégicos es enorme y se extiende en un intervalo de 10°

- 10", A veces se utilizan términos tales como “moderadamente toxico”, “ligeramente
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toxico" y “altamente toxico®, sin que exista acuerdo sobre las definiciones concretas de
estos terminos.

En las curvas de dosis-respuesta para algunas substancias, existe una dosis por debajo
de la cual no se aprecian efectos sobre los organismos de prueba, a este nivel se le
denomina umbral, el valor mas alto de la dosis para la que no se aprecian efectos, se
encuentra un poco por debajo del umbral, y se le denomina nivel de efectos no
observables (NOEL) (Baird, 2001).
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6 Estrategia general de trabajo

Para el desarrollo de este trabajo se llevo a cabo la revisién bibliografica sobre cuatro temas
principales: 1) Ciliados edaficolas, procedimientos para su obtencidon y manejo, 2)
Fundamentos de las pruebas de toxicidad para su aplicacion en suelos contaminados, 3)
Generalidades de suelos y la problematica de su contaminacion y 4) Inhibidores de
hidratacion de arcillas de recortes de perforacion, generados durante la perforacion de pozos
petroleros.

Con esta informacion se elabord el marco tedrico de referencia que permitiera orientar la
experimentacion, la cual se dividié6 en dos partes: 1) Etapa de experimentacion previa y 2)
Etapa de experimentacion formal. Es importante sefialar que la etapa 1 esta conceptualizada
como una experimentacion exploratoria que permitiera “afinar” o definir con mayor precision

las actividades a realizar en la segunda etapa experimental.

La secuencia de las principales actividades realizadas durante las etapas experimentales 1y
2 se muestran en la figura 6.1. Ambas etapas experimentales se describen en las siguientes
secciones.
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Figura 6.1 Diagrama de flujo de la estrategia general de trabajo seguida.
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7. Etapa experimental uno

Esta primera parte de la experimentacion consistio inicialmente en trabajar con una muestra
de suelo procedente de un jardin de Ciudad Universitaria (CU) a efecto de practicar las
técnicas para la obtencion de los ciliados edaficolas tal y como se describe en el inciso 7.2 y
acorde a lo reportado en la literatura por Aleff et al., (1998). Para la observacién de ciliados
edaficolas se siguid la metodologia obtenida por Bamforth (Aleff et al., 1998) con esta
metodologia y con el suelo empleado se logro el aislamiento de algunos ciliados edaficolas,
algunos de los cuales pudieron ser identificados hasta el nivel de género: Colpoda, Vorticella
y Amoeba. Para realizar el aislamiento fue necesario aplicar la técnica de micropipeteo
trasladando de manera selectiva a una suspension de agua con yema de huevo cocido a los
ciliados de interés. Una vez que se logroé el aislamiento y aumento poblacional de los ciliados
de interés se procedit a ejecutar las primeras tinciones empleando colorantes vitales como
el verde de metilo, y la impregnacion argéntica de Klein con la finalidad de observar las
estructuras necesarias para lograr la correcta identificacion de los ciliados cultivados. El
registro de los ciliados encontrados se llevo a cabo mediante la técnica de campo claro, con
el uso de microscopios fotoénicos marca Iroscope con camara fotografica y de
videograbacién, haciendo las observaciones en vivo. Los experimentos realizados incluyeron
la exposicion de los ciliados a lixiviado de recorte de perforacion y con diluciones del IHA-K.
Llevandose a cabo el registro de la respuesta observada bajo las condiciones
experimentales de prueba.

A efecto de obtener una muestra de suelo testigo de la zona potencialmente receptora de los
recortes de perforacion conteniendo IHA—K se llevé a acabo un muestreo en un suelo no
impactado, aledafio a pozos petroleros el cual correspondié a un predio del municipio de
Cunduacan, en el estado de Tabasco. La metodologia empleada para el muestreo, andlisis
edafico y recuperacion de ciliados se describe mas delante.
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7.1 Materiales y Métodos

7.1.1 IHA-K y Recortes de perforacion

El inhibidor de hidratacion de arcillas usado para la realizacion de la fase de
experimentacion es el denominado K, cuyas caracteristicas se encuentran establecidas en
trabajos previos (Ambriz, 2001; Salamanca, 2003). Las caracteristicas que presenta el IHA y
relevantes para este estudio son: es un liquido de color azul soluble en agua, facilitando su
degradacion por bacterias, con una gravedad especifica de 1.1, siendo un IHA de tipo
catiénico con un pH de 6.5 unidades, carbono organico total de 25 g/L, conteniendo un 55%
de carbono y 20% de nitrégeno. Mientras que algunas de las caracteristicas que pudieron
ser establecidas para los recortes de perforacion fueron que presentaban una humedad de
35% y 65% de sélidos totales.

7.1.2 Muestreo de suelo

Ubicacion del sitio de estudio

El estado de Tabasco se encuentra localizado a 18°39' al norte, 17°15' al sur de latitud
norte; a 91°00’ al este y a los 94°07’ de longitud oeste. Representa el 1.3% de la superficie
del pais, colinda al norte con el golfo de México y Campeche, al este con Campeche y la
republica de Guatemala; al sur con Chiapas y al oeste con Veracruz — llave. Tabasco
presenta un clima que va del calido himedo con lluvias todo el afio (Af) a calido himedo con
abundantes lluvias en verano (Am). Presenta una temperatura promedio que va de 25.9 a
27.2°C, siendo la temperatura del mes mas frio de 23°C y la del mes mas caluroso de 29°C.

Tabasco presenta una precipitacion total anual que va de 1595.6 a 3467.7 mm, con una
precipitacién en el afio mas seco de 1033.4 mm y en el mes mas lluvioso de 4363.5 mm. La
vegetacion que se encuentra es pastizal en un 30.62% de la superficie del estado, selva en
un 16.19% de la superficie estatal, manglar en 2.75%, tular — popal en un 23.58% mientras
que para la agricultura se usan 25.82% de la superficie estatal (INEGI, 2001).
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El sitio problema se encuentra ubicado en el municipio de Cunduacén, Tabasco, que se
encuentra ubicado 18°15 al norte, 17°57" latitud norte; 93°01’ al este, 93°24' de longitud
oeste, este municipio representa el 2.4% de la superficie del estado. El municipio de
Cunduacan colinda al norte con los municipios de Comalcalco y Jalapa de Méndez; al este
con los municipios de Jalapa de Méndez, Nacajuca y Centro; al sur con el estado de
Chiapas y los municipios de Cardenas y Comalcalco (Figura 7.1.). Presenta un clima célido
himedo con abundantes lluvias en verano (Am). La temperatura promedio que va de 26.8 a
27°C, siendo la temperatura del mes mas frio de 25.5°C y la del mes mas caliente de
27.6°C. La precipitacion total anual va de 2019.4 a 2242.9 mm, siendo la precipitacion del
afo mas seco de 1180.9 mm, mientras que en el afio mas humedo la precipitaciéon es de
2836.6 mm. La vegetacién que se encuentra en este municipio es pastizal en un 58.90% de
la superficie municipal, selva 1.08% del municipio, popal — tular 5.66% y un 34.03% de la
superficie municipal que es utilizada para el cultivo (INEGI 2000; Figura 7.2).

A continuacién se muestra el mapa con la ubicacion del estado de Tabasco y el municipio de

Cunduécan (Figura 7.1)
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Cunduacan

Republica Mexicana

Figura 7.1. Ubicacién del municipio de Cunduacan, Tabasco (Tomado de http://www.siem.gob)
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En la figura 7.2, se muestra la vegetacion que actualmente es la predominante en el
municipio de Cunduacén, Tabasco (pastizal en su mayor parte), siendo la que se encontré al
momento de la realizacidon del muestreo en el suelo no impactado, receptor potencial de
recortes de perforacion conteniendo IHA.

Figura 7.2. Vegetacion predominante en el municipio de Cunduacan, Tabasco

Se llevd a acabo la seleccion del sitio de muestreo en el municipio de Cunduacan. El
muestreo se realizé en un area de 5.0 por 1.20 metros. Cabe aclarar que el area establecida
para el muestreo no fue mas grande, ya que en la localidad la mayor parte del suelo se
encuentra con cierto grado de perturbaciéon por el empleo de fertilizantes asi como la
introduccién de productos como arena, madera, entre otros materiales; para dar al suelo una
mejor consistencia. En esta superficie se marcaron cinco puntos de muestreo en zig — zag,
segln se muestra en la figura 7.3 (Rodriguez y Rodriguez, 2002).
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Figura 7.3. Representacion de la distribucion del muestreo de suelo en Tabasco

1.2 m de ancho

En cada punto se retiro la capa superficial de vegetacion existente, tomando 1 Kg de
muestra a 15 cm de profundidad, (figura 7.4.). La muestra se tomd a esta profundidad
debido a que corresponde a la zona de la rizosfera, formada por el perfil A del suelo, en
donde se encuentra la mayor actividad microbiana por ser el area en donde se deposita la
mayor cantidad de materia organica. En esta &rea es donde usualmente se encuentran la
mayor cantidad de ciliados. En el sitio se midié de manera inmediata la temperatura y el pH,
de cada una de las muestras

Figura 7.4. Imagen del muestreo de suelo in situ. Municipio de Cunduacan, Tabasco.
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Las muestras fueron debidamente etiquetadas y transportadas al laboratorio de
Microbiologia Experimental en donde se procedié a procesarlas para obtener una
submuestra representativa. Lo anterior se logré mediante la molienda de las muestras por
separado. Posteriormente estas fueron pasadas a través de una maya y tamizadas con un
tamafio de poro de 2 mm. Las muestras asi obtenidas fueron mezcladas hasta su
homogeneizacion a efecto de obtener una muestra compuesta. A una submuestra, obtenida
por cuarteo, se le midi6 pH, textura, porcentaje de humedad, densidad real y aparente,
capacidad de campo, contenido de materia organica y espacio poroso (Rodriguez y
Rodriguez, 2002). Estas caracteristicas fueron seleccionadas debido a que inciden
directamente sobre la presencia o no de los ciliados edaficolas.

7.1.3 EXTRACCION DE CILIADOS

Para la obtencion de los ciliados edaficolas se realizé lo indicado por Bamfort (Aleff et

al.,1998), la cual basicamente consiste en:

- Poner en una o varias cajas de Petri estériles (10 a 15 cm. de diametro) una cama se
suelo (Figura 7.5).

Humedecer con agua destilada, sin llegar a la sobresaturacion.

- Observar al microscopio 6ptico, a partir el segundo dia, la presencia o no de ciliados
en alicuotas de agua procedentes de cada una de las cajas de Petri. A partir del
procedimiento descrito se permite el exquistamiento y proliferacién de los ciliados
presentes, lo anterior debido a que la caja de Petri funciona como un microhabitat
cerrado, y por lo tanto se lleva a cabo una sucesion de comunidades
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Figura 7.5. Fotografia que muestra la disposicion de las cajas con suelo para la obtencion de los

ciliados.

Una vez que se obtuvieron los ciliados en los microhabitats cerrados, éstos fueron

trasladados por micropipeteo a otras cajas de Petri con la finalidad de aislarlos y poder llevar

a cabo la eventual identificacion de los ciliados de interés que para este estudio resultaron

ser los colpodidos. El medio de mantenimiento empleado para los colpddidos consistié en

agua corriente, de la llave, en la cual se pone una suspension de agua con yema de huevo

cocido. Una vez inoculada con los colpédidos se mantuvieron en una incubadora a 28°C

(Tabla 7.1). De esta manera se logro aislar al ciliado edaficola Colpoda cucullus con el cual

se llevaron a cabo los experimentos programados para la segunda etapa experimental. La

manipulacién de los ciliados se hizo con ayuda de un microscopio estereoscépico (marca

Iroscope modelo N3 - 14 con aumentos de 0.7 a 4.5 X, con una lente accesoria de 2X).

Tabla 7.1 Condiciones de mantenimiento de los colpédidos en el laboratorio

Parametro Intervalo
Temperatura 28°C
Agua Corriente (de la llave)
Alimentacién Suspension de yema de
huevo
Fotoperiodo 9 h luz por 15 oscuridad
Aireacion 1 h diaria
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7.2 Resultados

De la experimentacion previa se obtuvieron los siguientes resultados:

Se determind la presencia de protozoos en la muestra compuesta del suelo de Cunduacan,
realizando observaciones durante 26 dias, segun la metodologia descrita en la seccion 7.2.
Se encontraron 10 especies, de las cuales seis corresponden al grupo de los ciliados, tres al
de las amibas y uno al de los flagelados. Una compilacion de las imagenes tomadas se
encuentran en el anexo 1 de este trabajo. Por otra parte también se realizd la
caracterizacion fisica y quimica de la muestra compuesta de suelo la que se describe mas
adelante.

- Los primeros ciliados en aparecer en los microhabitats cerrados fueron los perteneciente a
la clase Colpodea, los cuales constituyen uno de los grupos mas ampliamente estudiados.
Estos microorganismos son predominantemente edaficolas y presentan miultiples
caracteristicas para ser usados como bioindicadores de calidad del suelo (ver capitulo 5.8);

lo cual motivo a que se trabajara con Colpoda durante la segunda etapa experimental.

En el caso de los colpodidos obtenidos del suelo de jardin de CU y expuestos a los lixiviados
de recorte de perforacion estos no presentaron ningin cambio. Después de una observacién
de mas de 30 minutos no se observo ninguna afectacion en su estructura o comportamiento.
Sin embargo, al exponerlos directamente al IHA-K, los colpddidos murieron de manera
inmediata. Lo anterior indica que si bien existe IHA—K en el recorte de perforacion empleado,
la concentracion del mismo resulta insuficiente para ocasionar dafios aparentes en los
colpodidos. De igual forma, los resultaron mostraron que en el suelo del jardin de CU es
posible encontrar diferentes especies de colpddidos (figuras 7.7 a 7.8), ademas de otros
protozoos (figura 7.6), esto se evidencia por el diferente nimero de cinetias que presentan
los microoraganismos lo que fue comprobado por medio de la impreganacion argéntica de
Klein.
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En este tipo de observaciones y procesamiento de muestras se consigue lograr el objetivo
planteado al inicio de esta fase, la cual consistia en llevar a cabo el correcto manejo de las
muestras de suelo y procesamiento de muestras con ciliados para su posterior identificacion.
Lo anterior en conjunto resulta de gran utilidad para el buen desarrollo de las siguientes

etapas experimentales.

Figura 7.6. Microfotografia de una amiba Figura 7.7. Microfotografia de Colpoda
testada encontrada en la muestra de suelo steinii encontrado en el suelo de CU (en
de CU (en vivo, 20X campo claro) vivo, campo claro 20X)

Figura 7.8. A. Microfotografia Colpoda Figura 7.8. B. Microfotografia de
steinii encontrado en la muestra de suelo Colpoda inflata encontrado en la
de CU. Impregnacion argéntica de Klein muestra de suelo de CU.
campo claro 40X Impregnacion argéntica de Klein

campo claro 20X
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7.2.1 Caracterizacion fisica y quimica del suelo de Tabasco

Una vez elaborada la muestra compuesta del suelo a analizar, se efectud por duplicado su
caracterizacion fisica, quimica y ciliatolégica. De acuerdo con los resultados obtenidos el
suelo presentd un pH cercano a la neutralidad, con un valor de 7.4, una temperatura
(medida “in situ”) de 30°C, una textura arcillo—arenosa que indica que posee arenas que
tienden a aumentar el espacio poroso, entre las particulas del suelo, facilitando de esta
manera el paso del aire y del agua. A su vez la presencia de las arcillas indican que este
suelo presenta una gran capacidad de retencion de agua, contra la fuerza de gravedad, lo
cual es un factor de importancia para la presencia de los ciliados; los que dependen de las
peliculas de agua para sobrevivir. Otro parametro relevante fue el espacio poroso, ya que en
el suelo estos poros se encuentran llenos de agua y aire, el suelo trabajado presenté un
espacio poroso de 11.77%. Al relacionar este parametro con la textura del suelo se
determina que este tiene una alta capacidad de retencién de agua. La presencia de las
arcillas hacen que se tengan espacios porosos pequefios por lo que es posible la retencion
del agua en los espacios capilares del suelo. La capacidad de campo del suelo estudiado

resulto de 750 mL/ Kg de suelo.

En la Tabla 7.2 se presentan los datos obtenidos de los andlisis fisicos y quimicos del suelo.
Al respecto, se puede resaltar el parametro de materia organica, el cual es de gran
importancia ya que interviene en la regulacion del pH y aporta al suelo nutrientes como son
el nitrégeno, fosforo, azufre, entre otros. En este caso especifico se encontré que este suelo
presenta un porcentaje de materia organica de 5.11%, valor reportado en la literatura como
medio — alto, ya que en las zonas tropicales la cantidad de materia organica no suele ser
muy elevada (Aguilera, 1989).
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Tabla 7.2 Datos obtenidos de la caracterizacion de la muestra compuesta del suelo de Tabasco

Parametro Valor
pH (unidades) 74
Temperatura “in situ” (°C) 30
Materia organica (%) 5.11
Porcentaje de humedad (%) 1.195
Textura Arcillo — arenosa
Densidad real (g/mL) 1.12
Densidad aparente (g/mL) 0.99
Espacio poroso (%) 11.77
Capacidad de campo (mL/ Kg. de Suelo) 750

7.2.2 Analisis ciliatolégico

Para realizar el analisis ciliatolégico se procedidé a poner, en cajas de Petri, 30 gramos de
suelo, siguiendo la metodologia mencionada en el inciso 7.1.3. De estas observaciones
también se obtuvieron microfotografias y un video de los organismos encontrados. Las
observaciones realizadas a lo largo de los 26 dias de observacion de las muestras, arrojaron

la presencia de los géneros indicados en el tabla 7.3. Los cuales se ilustran en el anexo 1.

Tabla 7.3 Géneros de ciliados encontrados en la muestra de suelo de Tabasco.

Ciliado Comentario
Blepharisma Raro
Colpoda Poco abundante
Dileptus Raro
Oxytricha Raro
Vorticella Poco abundante
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Se encontraron ademas algunos otros protozoos como flagelados, amibas testadas y
desnudas, heliozoos y algunos micrometazoos tales como rotiferos y gastrotricos. Sélo en
un par de ocasiones se observaron nematodos. Sin embargo, como se puede apreciar en la
tabla anterior, en el suelo analizado no se encontré ni gran abundancia ni diversidad de
ciliados. Practicamente en todas las cajas observadas se encontraron la misma baja
abundancia y diversidad. Al aumentar la temperatura de 28°C a 32°C, se observd una
disminucion en la abundancia pero no en la diversidad de ciliados. Una vez terminadas las
observaciones de las diferentes cajas con suelo, se procedié al aislamiento de los
colpodidos seleccionados para la segunda etapa experimental. En las microfotografias de la
figura 7.9, se aprecia el organismo cultivado en el laboratorio empleando la impregnacion
argéntica de Klein. La imagen permite observar el nimero de cinetias que presenta este
microorganismo, las cuales son importantes para su identificacion. Adicionalmente,
empleando un equipo de videograbacion integrado a un microscopio dptico marca Iroscope
equipado con camara e impresora digital marca - color printer y videograbadora, fue posible
observar y grabar el proceso de reproduccidon asexual del organismo cultivado. A
continuacion se presentan algunas tomas microfotograficas tanto de las impregnaciones de

Klein, como de la secuencia de reproduccion del microorganismo cultivado (figura 7.9 -7.10).

Figura 7.9 Microfotografia del colpddido extraido del suelo de Tabasco, impregnacion de Klein
(Campo claro 100X)
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Después de 10 minutos de Después de 20
observacion minutos

Después de casi 50 minutos . )
de observacion Después de 30 minutos

de observacion

Figura 7.10. Secuencia de reproduccion asexual del ciliado cultivado en el laboratorio.

De lo anterior fue posible establecer que el organismo cultivado presenta una reproduccion
asexual multiple, dentro del quiste, dando lugar a cuatro individuos de un menor tamafio,

esta secuencia reproductiva también fue de utilidad para la identificacion del ciliado.

Una vez separados los organismos se tomaron tres de estos con la finalidad de establecer el
tiempo de duplicacion mediante cuenta directa. A las 21 horas de cultivo se conto un total de
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12 organismos. A las siguientes 21 horas, se realizé nuevamente la cuenta y asi se hicieron
tres cuentas mas en intervalos de 21 hrs. sucesivamente hasta las 72 horas.

En la figura 7.11 se grafican los resultados obtenidos en escala aritmética, pudiéndose
apreciar el crecimiento gradual (exponencial) de la poblaciéon después de 72 horas de
observacién. A partir de los datos obtenidos se pudo establecer que el tiempo de duplicacion
es de siete horas. Este dato es util como referencia para establecer el tiempo maximo de
prueba para los ensayos de toxicidad aguda, ya que no interferiria con la cuenta de

organismos muertos o sobrevivientes.
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Figura 7.11. Curva de crecimiento del ciliado Colpoda cucullus cultivado en el laboratorio

Para la correcta identificacion del ciliado se realizaron mediciones del organismo vivo y
tefiido, determinandose que mide 65.1 um de largo por 37.2 um de anchura. Presenta un
nimero de cinetias que oscilan entre 26 a 35. También fueron observadas las vacuolas
alimenticias caracteristicas y numerosas para esta especie Las caracteristicas anteriores de
acuerdo con la literatura especializada, corresponden al ciliado edaficola Colpoda cucullus.
La identificacion se vio comprobada al constatar la existencia de division multiple durante la

reproduccion asexual observada. En la figura 7.12, se presentan algunos esquemas del
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ciliado Colpoda cucullus en los que es posible apreciar el nimero de cinetias, asi como

también la reproduccién asexual dentro del quiste.
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Figura 7.12. A) Esquema de Colpoda
cucullus en estado tréfico (Tomado de

Foissner 1993).

Figura 7.12. B) Esquema de quiste de Colpoda
cucullus en divisién mostrando los caracteristicos
cuatro tomitos (Tomado de Foissner 1993).

Para complementar la observacion del ciliado Colpoda cucullus se realizé la aplicacion de

técnicas de microscopia electronica de barrido, una de cuyas imagenes se presenta en la

figura 7.13.
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Figura 7.13. Micrografia electrénica de barrido de Colpoda cucullus (cultivado en el laboratorio y

extraido de la muestra de suelo de Tabasco).

De esta primera parte experimental se concluy6 que:

- Los primeros microorganismos edaficolas en aparecer en los microhabitats cerrados,
después de las bacterias, fueron los pertenecientes al ciliado Colpoda cucullus.

- Los lixiviados de recorte de perforacion al que fueron expuestos estos
microorganismos no causaron un dafio inmediato evidente.

- El IHA-K, empleado por PEMEX en los fluidos de perforacion resulté ser letal para
estos ciliados.

- Las técnicas empleadas para la obtencion y aislamiento de estos microorganismos
fueron las adecuadas para el desarrollo de la siguiente etapa experimental.

- Se logré el aislamiento y cultivo en el laboratorio del ciliado edaficola Colpoda
cucullus, con el cual se procedera a la segunda etapa experimental.
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8. Segunda etapa experimental

La segunda etapa experimental se realizé con base en los resultados obtenidos en la
primera etapa, misma que se enfoc6 a determianr el nivel de toxicidad provocado por la
exposicion de recorte de perforacion en la comunidad de protozoos y del IHA-K en
poblaciones controladas de Colpoda cucullus, la cual se describe a continuacion.

8.1 Metodologia Experimental

8.1.2 Pruebas de tolerancia y toxicidad
Empleando recorte de perforacion

Para la realizacién de las pruebas de sobrevivencia de los protozoos, encontrados en el
suelo de Cunduacan, se procedid a poner en cajas de Petri diferentes proporciones de suelo
limpio: recorte de perforacién (1:1; 1:2; 1:3 y 1:4). De esta manera se pudo eliminar por
completo el suelo hasta quedar solo con el recorte de perforacion. A estas diferentes cajas
se les hizo un seguimiento por 21 dias observando alicuotas al microscopio estereoscopico
y Optico para corroborar la presencia o no de microorganismos.

Pruebas empleando IHA-K

Para llevar a cabo las pruebas de tolerancia y de toxicidad con los individuos de Colpoda
cucullus, seleccionados, se colocaron en una caja de Petri, de aproximadamente un
centimetro de diametro, 10 organismos manejandose tres cajas de prueba y una como

testigo, manipulandose un total de 60 organismos por cada experimento realizado.

Durante las pruebas de tolerancia al lixiviado de recorte de perforacion, se realizd una
dilucién que fue de 1 en 10, ya que este lixiviado fue obtenido de un recorte de perforacion
que estaba formado por suelo compacto. Mientras que para realizar las pruebas de toxicidad
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se utilizé al 100% el IHA-K y a diluciones de 50, 25 12.5 y 6.5% (figura 8.1). Al igual que
en la experimentacion anterior, se colocaron tres cajas para evaluar cada concentracion de
contaminante y su respectivo testigo, todas las cajas con igual nimero de organismos de
prueba.

Los organismos expuestos a las diferentes concentraciones tanto de lixiviado de recorte de
perforacién como de |IHA-K, fueron contados de manera directa, utilizando el microscopio

estereoscopico figura 8.2.

Prueba Testigo

# ? ? = = R —
T ———
| A — "

o l::_'_‘f\ @';'f

| |
/ E ’ﬁ L\.\ i L ! I’.’ E .\‘ J'H -\
/ uT Il‘, i N .'-. lr' * { x / 3 \ll
- =N f BNy | : \ : / E \

e { )

IHA 100% 50% 25% 12.5% 6.5%
Agua destilada 50% 75% 87.5% 93.5%

Figura 8.1. Esquema de las diluciones del IHA empleadas en el experimento con IHA - K.

Las caracteristicas que se manejaron en cada prueba experimental fueron las siguientes:

- Recipientes de prueba (nimero de repeticiones) 3
- Recipiente testigo experimental 3
- Numero de organismos expuestos por recipiente 10
- Cantidad de IHA y lixiviado adicionado 0.1 mL
- Tiempo de observacion, cada 5 minutos hasta 1 hora
Lourdes Patricia Castro Ortiz 51
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e ——— 5 microscopio estereoscopico

IHA + Colpoda cucullus Testigos /

Figura 8.2. Ejemplo de la disposicion de las cajas conteniendo al ciliado edaficola Colpoda cucullus
al ser expuesto a las diferentes concentraciones de contaminantes evaluados

8.2. Pruebas para Colpoda cucullus empleando un téxico de referencia

Para tener datos de respuesta poblacional reproducible (lote de microorganismos de
prueba con respuesta conocida) controlada se realizdé una prueba de exposicion a
dicromato de potasio (K2Crz07) como tdxico de referencia, llevandose a cabo la exposicién
y cuenta de la manera antes descrita, (seccién 8.1.2). Se manejaron diferentes
concentraciones a efecto de determinar la ClLsy; para Colpoda cucullus. Las
concentraciones utilizadas fueron 15, 20, 25, 30, 35 y 45 mg/L. Lo anterior tomando como
base que para otro ciliado (Colpoda inflata) la CLso, para el mismo compuesto es de una
concentracion de 15 mg/L (APHA, 1998).

Por otra parte, se realizaron pruebas de recuperacion del IHA-K. Para ello se procedi6 a
incorporar el contaminante problema (IHA-K) a una muestra de 5 g de suelo, con la
finalidad de obtener el dato del lavado total de la porcién hidrosoluble de este
contaminante. La determinacion se hizo mediante la prueba de DQO del lixiviado obtenido
al lavar el suelo contaminado. Esta prueba se realizé de la siguiente manera: una muestra
de suelo de 5 gramos fue depositada en un embudo y contaminada con el IHA-K, hasta
llegar a la saturacion del suelo. El volumen requerido fue 3.7 mL de IHA-K.
Posteriormente, se procedié a realizar una serie de lavados con agua destilada. Lo anterior
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se hizo agregando 10 mL de agua destilada al suelo conteniendo el IHA—K para obtener el
lixiviado que contenia la parte hidrosoluble del IHA-K. Al lixiviado obtenido se le realizaron
pruebas de DQO, para determinar la concentracion de materia organica que contenia. En
la figura 8.3 se observa el dispositivo experimental empleado para la obtencion de estos
lixiviados.

< Embudo

Muestra de suelo
Fibra de vidrio

\
J . 'ﬂ_ Matraz para recoger el lixiviado

i - 1
I i

x -

Figura 8.3. Esquema del dispositivo empleado para las pruebas de recuperacion del IHA.

8.3. Recuperacion del IHA

De las pruebas de recuperacion de IHA practicadas (figura 8.4), se obtuvo que la mayor
parte de los compuestos hidrosolubles en agua se obtienen al realizar un primer lavado,
con 10 mL de agua destilada, del suelo contaminado. Este primer lixiviado present6 una
DQO de 236, 800 mg OJ/L, fue el valor mas alto que se registro. En los lavados
subsecuentes, este valor disminuyo gradualmente hasta llegar a una concentracion de
35,200 mg O,/L como DQO total, mientras que como DQO soluble fue de 19,200 mgO2/L.
Este ultimo valor fue también obtenido para el testigo (suelo limpio procedente de
Cunduacan, Tabasco). Cabe sefialar que con la adicién de los primeros 20 mL de agua
destilada es posible obtener casi en su totalidad la fraccion hidrosoluble del IHA-K, en
terminos de DQO soluble del lixiviado, la cual es de un valor de 19 200 mg O2/L. Por este

motivo, se considera que después de lavar el suelo con los primeros 20 mL de agua,
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empieza el arrastre de las fracciones de materia organica hidrosoluble que contiene el

suelo como tal.

350000
300000

DQO mg 0211

mi de agua

0 10 20 30 40

50
—o— IHA total
—m— Testigo

Figura 8.4. Grafica de recuperacion, en términos de DQO total del lixiviado de IHA al contaminar

una muestra de suelo.
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Figura 8.5. Grafica de recuperacion, en términos de DQO soluble del lixiviado del IHA al contaminar

una muestra de suelo.
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8.4 Resultados y Discusion

8.4.1 Sobrevivencia de la comunidad de ciliados expuestos a recorte de
perforacion

De la contaminacion del suelo limpio, procedente de Tabasco, con recorte de perforacion
en diferentes proporciones para la observacion de los posibles cambios que se
presentaran en la comunidad de ciliados se obtuvieron los siguientes resultados: En la caja
1, conteniendo una proporcion 1:1 (suelo: recorte) se encontré que los ciliados aumentaron
en numero, pero las especies fueron las mismas a las ya observadas (figura 8.6). El
aumento en el nimero de organismos probablemente se debié a que con el recorte de
perforacién se propicio la presencia de un mayor numero de bacterias, mismas que no
fueron contadas debido a que no era el objetivo del presente trabajo. De igual forma se
observé que después de los flagelados, los ciliados hipotricos fueron los que se
encontraron en mayor nimero, seguido por Colpoda cucullus. Los microorganismos menos
abundantes fueron las amibas.

NAEO®D N A
883
J

# de organismos
(o= o B i o i o |

E Suelo + recorte
M Testigo

Figura 8.6 Grupos de organismos y numero en que fueron encontrados en la caja con suelo mas

recorte de perforacién en proporcion 1:1
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En la caja 2, con una relacién 1:2 (suelo: recorte), se realizd el seguimiento por 21 dias
para observar y registrar los posibles cambios en la comunidad (figura 8.7). Con el
aumento del recorte en esta segunda caja los microorganismos tardaron seis dias en
exquistarse, apareciendo los primeros organismos hasta el séptimo dia. En esta caja se
percibia, un fuerte olor a hidrocarburos y el agua tenia una apariencia de color pardo rojizo
oscuro. Los resultados indican que para estas nuevas condiciones de prueba, los ciliados
mas abundantes fueron los pertenecientes a Colpoda cucullus. Su presencia permite inferir
que estos ciliados aparentemente se adaptan mejor. Posteriormente se presentaron los
peritricos, observandose una disminucion de los otros ciliados.

# de organismos

E Suelo + recote
M Testigo

Figura 8.7. Grupos de organismos y nimero en que fueron encontrados en la caja con suelo mas
recorte de perforacion en proporcion 1:2

En la caja Petri con una proporcion 1:3 (suelo: recorte). Se encontré que algunos
protozoos tardaron ocho dias en exquistarse. Esto pudo deberse a que las bacterias
tardaron mas tiempo en empezar a proliferar. Cabe sefialar que en este experimento los
flagelados y las amibas no fueron muy evidentes. Los individuos de Colpoda y los
hipotricos disminuyeron en numero, respecto de los observados en la proporcion 1:2
(suelo: recorte), siendo los peritricos los mas abundantes en estas condiciones (figura 8.8).
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Figura 8.8. Grupos de organismos y numero en que fueron encontrados en la caja con suelo mas

recorte de perforacion en proporcion 1:3

En la caja 4, la cual solo contenia recorte de perforacién, y procediéndose de la misma
manera, se encontré que la muestra presentaba un color pardo rojizo oscuro del cual se
desprendia un fuerte olor a hidrocarburos. Al inicio solamente se observé la presencia de
una gran cantidad de bacterias y después de varios dias (mas de 8) se empezaron a
encontrar los primeros ciliados. Los ciliados mas abundantes fueron Colpoda cucullus,
seguidos por el hipotrico Oxytricha. Es importante hacer notar que no se observaron
flagelados, peritricos y amibas, lo que hace suponer que estos tres grupos son mas
susceptibles al incremento de los contaminantes presentes en los recortes de perforacion.
Asimismo, puede suponerse que los quistes de estos ciliados no sobrevivieron y por tanto
su ausencia como formas tréficas. Del mismo modo, estos Gltimos resultados junto con las
observaciones anteriores permiten inferir que la presencia de ciliados tréficamente activos
obedecié a la combinacién, tanto de menor presencia de contaminantes como a la pre-

existencia de formas viables en el suelo adicionado al recorte.
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Figura 8.9. Grupos de organismos y nimero en que fueron encontrados en la caja con recorte de
perforacion.

Es importante mencionar que en algunas ocasiones y en las diferentes cajas testigo fue
posible encontrar algunos rotiferos en bajas cantidades. En las cajas empleadas como
testigos de referencia, muchos de los microorganismos no se observaron, tal es el caso de
hipotricos y peritricos, o bien, se encontraban en un nimero muy reducido. Al parecer su
poca abundancia se debe a que este tipo de suelo presentaba una cantidad pobre de
bacterias, lo que resultaba insuficiente para mantener una mayor abundancia de ciliados
los cuales se alimentan directamente de las mismas. La presencia de mayor numero de
bacterias en el suelo conteniendo recorte de perforacion, esta estrechamente asociada a la
existencia en el mismo de materia organica y nutrimentos propios de la composicién de los
aditivos contenidos en el recorte de perforacién y que sirvieron de substrato a las
bacterias.

A continuaciéon se muestra una grafica (Figura 8.10) comparativa en la que se presentan
las cuatro cajas manejadas para este experimento y en donde se observa con una mayor
claridad que algunos de los grupos de microorganismos desaparecieron con el aumento
del recorte de perforacién.
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Figura 8.10. Grafica e la que se observa la desaparicion de algunos grupos de organismos

conforma aumenta le recorte de perforacion en el suelo

Asi en la figura 8.10 es posible apreciar que en la caja que contiene solo recorte
desaparecieron flagelados, vorticelas y amibas sobreviviendo sélo Colpoda cucullus y el
hipotrico Oxytricha

8.4.2 Toxico de referencia

Como toéxico de referencia se utilizé el dicromato de potasio (K>Cr.07), el cual es un
compuesto ampliamente utilizado para ese fin en pruebas de toxicidad y también es el
utilizado en pruebas de toxicidad con Colpoda inflata (APHA,1998), el cual inhibe su
crecimiento a una concentracion de 15 mg/L. Adicionalmente, el dicromato de potasio tiene
una vida de anaquel relativamente larga y estable, lo que facilita su empleo. Debido a que
para C. cucullus no se conocia la CLgp para este compuesto, se evaluaron concentraciones
crecientes de 5 en 5 mg/L, empezando desde 15 mg/L hasta llegar a una concentracion de
45 mg/L. Los datos obtenidos fueron debidamente procesados segun lo indicado en la
Norma Mexicana NMX-AA-087-1995-SCFI|. Mediante el analisis probit de los promedios
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para la Clsg, la cual correspondié a una concentracion de 22.89 mg/L. Las tablas
conteniendo los resultados obtenidos del analisis probit se muestran en el Anexo 2. Como
se puede observar el resultado de R? es bajo, no obstante para efectos de referencia
resulta de utilidad.

y = 8.6039x - 6.6997
9 R? =0.8835 |
8
T
:§ 61
g 51
5 4 :
£ 37 :
2 .
2 e
0 : ; —
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000
Log 10 de concentracion

Figura 8.11. Grafica obtenida del andlisis probit para el toxico de referencia K,Cr,O; usado en este
trabajo.

8.4.3 Pruebas de sobrevivencia de Colpoda cucullus con Lixiviado de Recorte
de Perforacién (LRP) e IHA-K.

Para llevar a cabo estas pruebas se manejaron diferentes concentraciones, empezando
con las mas elevadas tanto para el lixiviado de recorte de perforacion, como para el IHA-
K, en este caso como no se tenian referencia especificas de los componentes que forman
el IHA-K se manejaron concentraciones logaritmicas que fueron desde el 100 hasta el
6.5%, obtenidas como se muestra en la figura 8.1 de la metodologia experimental.

En las graficas 8.12 a 8.17, se observan los resultados obtenidos de la exposicion de
Colpoda cucullus a las diferentes concentraciones del LRP y de IHA-K.
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Con el LRP se encontré que Colpoda cucullus no presenta mortandad, por lo que se
considero que el IHA-K contenido en dichos recortes se encuentra en una concentracion
igual o por debajo de la establecida para la CLsy. En la grafica 8.12 se puede observar que
con el lixiviado de recorte de perforacion se pierde sélo un organismo y esto ocurre hasta
después de los primeros 30 minutos de observacion, terminando después de una hora de
exposicion con un total de nueve organismos. Los resultados obtenidos demuestran que
para las condiciones de prueba el LRP no es un téxico agudo letal para esta especie.
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Figura 8.12 Respuesta de Colpoda cucullus al ser expuesto a LRP.

Como siguiente etapa experimental se determind la sobrevivencia de Colpoda cucullus al
exponerlo a diferentes concentraciones de IHA-K.

De la exposicion de Colpoda cucullus al IHA-K a una concentracion del 100%, se observd
que los 10 individuos mueren durante los primeros cinco minutos de estar en contacto con
el contaminante (figura 8.13).

A la concentracion de 50% se encontrd, de igual manera, que los organismos, siguen
presentado una alta sensibilidad a la presencia de IHA—K ya que también se observo la
mortandad total de los ciliados de prueba. De igual manera se observé mortandad total a

las concentraciones de 25 y 12.5%. Lo anterior indica que Colpoda cucullus presenta una
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gran sensibilidad a la presencia de esas concentraciones de IHA-K (figuras 8.14, 8.15 y

8.16).
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Figura 8.13. Exposicion de Colpoda cucullus al IHA [100%]

En todas las observaciones realizadas los microorganismos murieron de manera casi

inmediata observandose en algunas ocasiones la lisis de las células (en el anexo 3 se

muestran las tablas con los resultados de las cuentas realizadas).

10 2—8—8—8—%—a
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Figura 8.14. Exposicién de Colpoda cucullus al IHA [50%)]
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Figura 8.15. Exposicién de Colpoda cucullus al IHA [25%]

Num. orga. expuestos
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Tiempo (minutos) —e—HA

Figura 8.16. Exposicion de Colpoda cucullus al IHA [12.5%]

Se encontré que con el IHA a una concentracién de 6.5% se tiene la LCsy de este
contaminante, ya que después del tiempo total establecido para la observacién y cuenta,
que fue de 1 h se encontraron cinco individuos, que si eran regresados al medio de cultivo

se desarrollaban de manera normal. En la figura 8.17 se muestra los resultados obtenidos
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de estos cuentas donde se observa que después de 20 minutos de exposicion contintan

vivos cinco organismos hasta el fin del tiempo de observacion.
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Figura 8.17. Gréfica en la que se observa la disminucién del nimero de Colpoda cucullus al ser
expuestos a IHA [6.5%)]

Los resultados obtenidos indican que el IHA-K, es un contaminante altamente téxico para
Colpoda cucullus presentando una CLse a una concentracién de 6.5% con a un valor de
DQO de 15 392 mg O,/L, lo que corresponde a un valor en unidades de toxicidad de 4.36.

En general se encontré que los recortes de perforaciéon, como tales, no causan dafio al
suelo ni a los microorganismos al ser depositados sin un tratamiento previo, que no se
deriva mas alla de la recuperacién del IHA-K, sin embargo, se encontré que si estos
recortes se depositan en exceso en una porciéon de suelo los microorganismos tales como
los protozoos si se ven afectados por el incremento de los contaminantes contenidos en
los recortes, mientras que las bacterias se ven beneficiadas; una vez que se encuentran
adaptadas pueden degradar los contaminantes que se encuentran en los recortes ya que
trabajos previos demostraron que estos microorganismos pueden degradar el IHA-K y los
hidrocarburos que se encuentren presentes en el suelo por la disposicion de los recortes
de perforacion (Lilly, 2002).
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Por otro lado, se encontré que el IHA-K, si presenta propiamente un gran riesgo de
contaminacion para el suelo, no sélo por la afectacién que causa a microorganismos como
los protozoos, si no también porque éste es un compuesto que al presentar una fraccion
facilmente hidrosoluble es arrastrado a los mantos freaticos con una gran rapidez y con
muy poca agua, lo que ocasiona en consecuencia no solo contaminacion del suelo sino
también de los mantos freaticos. Asimismo, teniendo en consideracién que el suelo en
donde probablemente seran depositados los recortes de perforacion presenta un
estructura que permite la rapida infiltracién del agua (por la gran cantidad de espacios
porosos que posee asi como por su textura), se hace necesario enfatizar que dichos
recortes no deben depositarse en cantidades que causen dafio a los microorganismos
presentes en el suelo o que por arrastre puedan contaminar los mantos freaticos o

corrientes de agua superficiales.

De los microorganismos que se eligieron para la realizacién de este trabajo se llegd a
establecer que los protozoos ciliados son uno de los grupos mas abundantes que se
encuentra en el suelo ademas de presentar una rapida respuesta a los cambios
ambientales provocados por estrés antropogénico (Bamforth, 2001) aunque en el suelo
trabajado no se encontré gran abundancia de microorganismos. De igual forma, fue
posible establecer las mejores condiciones de cultivo y mantenimiento en el laboratorio
para el ciliado edaficola Colpoda cucullus como microorganismo de prueba para la
realizacién de ensayos de toxicidad aguda proporcionando una rapida respuesta al ser
expuesto a los contaminantes. Esta especie presenta algunas ventajas, con respecto a
otros microorganismos usados para este tipo de pruebas. Por ejemplo, no se requiere la
presencia de grandes cantidades de contaminante (dada su alta sensibilidad), solo basta
con una pequerfia cantidad de suelo e IHA para exponer a los microorganismos y observar
el correspondiente efecto. Ademas, el tiempo en la realizacion de la prueba es de
aproximadamente una hora. También es posible observar los resultados en términos de
dafios causados a los ciliados, medida como la mortandad de los mismos. Siendo
microorganismos eucariontes, es posible que los efectos observados por algin
contaminante pueda extrapolarse a organismos superiores, ademas de que éstos forman

parte importante de la trama alimentaria. Por lo anterior es factible que este tipo de
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microorganismo sean considerado altamente factible para la evaluacion de contaminantes
potencialmente toxicos que se depositen en el suelo. Una ventaja adicional es que al ser
organismos autéctonos de las areas en contacto con los contaminantes a evaluar
proporcionan una respuesta que se acerca mas a la extrapolacion de la respuesta en un
habitat como el de suelo. En este contexto, el ciliado edaficola Colpoda cucullus demostro
ser un microorganismo sensible al IHA, asi como a las altas concentraciones del recorte de
perforacion. Por este motivo fue posible su empleo como microorganismo de prueba para
llevar acabo los ensayos de toxicidad aguda de IHA y asi poder establecer la CLsp de este
contaminante, depositado en suelos aledafios a perforacion de pozos petroleros terrestres.
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9. Conclusiones

De los experimentos realizados en este trabajo se lleg6 a las siguientes conclusiones:

- Es factible emplear a la comunidad de ciliados edaficolas como indicadoras de
contaminacién por recortes de perforacion de pozos de petrdleo que contienen IHA.
Lo anterior debido a que mientras mayor sea la cantidad de recortes depositados en
el suelo, mayor es la disminucién del nimero de protozoos edaficolas, llegando
inclusive a ocasionar la desaparicion de amibas y flagelados. El inconveniente que
presenta su aplicacion es la dificultad para la identificacion de los diferentes taxa, lo
cual obliga la participacidon de personal especializado en esa area.

- Se determiné que la presencia de recortes de perforacion que contienen IHA-K
afecta de manera evidente a la comunidad de ciliados edaficolas. Dicho efecto deja
de percibirse a partir de que el recorte de perforacién se encuentra mezclado en
proporciones 3:1 (suelo: recorte).

- El extracto de recorte de perforacién tal cual no resulté ser dafiino para el ciliado
edaficola Colpoda cucullus, por lo que se infiere que las concentraciones de IHA-K,
que se encuentra presente en estos esta a una concentracion menor o igual a la
determinada como CL,

- Se evalud la toxicidad de IHA-K sobre el ciliado edaficola Colpoda cucullus,,
especie autéctona de suelos potencialmente receptores de recortes de perforacion.
Al respecto, se determiné que resulta letal al 100% y a las concentraciones de, 50,
25y 12.5%, correspondiendo la CL, a la concentracion de 6.5%.
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10 Recomendaciones para estudios futuros

Se recomienda seguir realizando experimentos de toxicidad con Colpoda cucullus
de tal manera que se pueda llegar a establecer una metodologia estandarizada que
sirva para la evaluacion del nivel de contaminacion prevaleciente en un determinado

suelo.

Es importante establecer cultivos axénicos de ciliados o un método de conservacion
y preservacion de los mismos que permita contar con ellos para el desarrollo de

estudios continuos.

Llevar a cabo pruebas de toxicidad que permitan contribuir a reforzar el uso de C.

cucullus como bioindicador de suelos contaminados.
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ANEXOS

Anexo 1. Compilacién de imagenes de protozoos encontrados en muestras de suelo
natural de Cunduacéan, Tabasco.

Microfotografias de los microorganismos encontrados en la muestra de suelo de Tabasco,
de los cuales solo se pudo identificar a algunos de los organismos encontrados. Para la
ubicacion taxonémica de los mismos se siguieron las clasificaciones siguientes: Small y
Linn (2000) para los ciliados, Bovee EC (1985) para los pertenecientes a las amibas,
Febure — Chevalier (1985) para el heliozoario y Leedale GF y Vickerman (2000) para el
flagelado.

[ g

Phylum Ciliophora Doflein, 1901
Subphylum Postciliodesmatophora Gerassimova y Seravin, 1976
Clase Heterotrichea Stein, 1859
Orden Heterotrichida Stein, 1859
Familia Blepharismidae Jankowski, en Small y Lynn, 1985
Género Blepharisma Perty, 1849
Campo claro 20X
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Phylum Ciliophora Doflein, 1901

Subphylum Intramacronucleata Lynn,1996

Clase Spirotrichea Butschli, 1889

Subclase Stichotrichia Small y Lynn, 1985

Orden Sporadontrichida Faure — Fremiet,
1961

Familia Oxytrichidae Ehrenberg, 1838

Género Oxytricha Bory de Saint — Vincent en

Lamouroux, Bory de Saint — Vincent y

Deslogchamps, 1824.
Campo claro 20X

Phylum Ciliophora Doflein, 1901

Subphylum Intramacronucleata Lynn,1996

Clase Spirotrichea Butschli, 1889

Subclase Oligotrichia Butschli, 1887

Orden Halteriida Petz y Foissner, 1992

Familia Halteriidae Claparéde y
Lachmann,1858

Género Halteria Dujardin, 1841

Campo claro 40X
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A B
Ay B ) Tincién con verde de metilo resaltando: A) nucleo, B) Citostoma, C) Citofaringe, D)
Cilios (Campo claro 100X)

Phylum Ciliophora Doflein, 1901

Subphylum Intramacronucleata Lynn,1996

Clase Phyllopharyngea de Puytorac et al., 1974
Subclase Phyllopharyngia de Puytorac et al., 1974
Orden Chlamydodontida Deroux, 1976

Familia Chilodonellidae Deroux 1976

Género Chilodonella Strand, 1928

C) Impregnacion de Klein, contraste de fases 100X
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Phylum Ciliophora Doflein, 1901

Subphylum Intramacronucleata Lynn,1996
Clase Colpodea Small y Lynn, 1981

Orden Colopodida de Puytorac et al., 1974
Familia Colpodidae Bory de St. Vincent, 1773
Género Colpoda Mdller, 1773

Especie C. cucullus (Muller, 1773)

Phylum Ciliophora Doflein, 1091
Subphylum Intramacronucleata Lynn, 1996
Clase Oligochymenophorea de Puytorac et al.,
1974

Subclase Peritrichia Stein, 1859

Orden Sessilida Kahl, 1933

Familia Vorticellidae Ehrenberg,1838
Género Vorticella Linnaeus, 1767

Campo claro 40X

Lourdes Patricia Castro Ortiz 78
2004



Anexos

Phylum Sarcomastigophora Honinberg y
Balamuth, 1963

Subphylum Sarcodina Schmarda, 1871

Superclase Rhizopodea Von Siebold, 1845

Clase Lobosea Carpenter, 1861

Subclase Gymnamoebida Haeckel, 1862
Orden Amoebida Kent, 1880
Campo claro 40X.

Phylum: Sarcomastigophora Honinberg y
Balamuth, 1963

Subphylum: Sarcodina Schmarda, 1871

Superclase: Rhizopodea Von Siebold, 1845

Clase: Lobosea Carpenter, 1861

Subclase Testacealobosia de Saedeleer, 1934

Campo claro 40X
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Phylum Sarcomastogophora Honinberg
y Balamuth, 1963
Subphylum Sarcodina Schmarda, 1871
Superclase Actinopodea Calkins, 1866
Clase Heliozoea Haeckel 1866,
Orden Actinophryida Kuhn, 1926
Familia Actinophryidae Claus 1874
Género Actinophrys Claus 1874
Campo claro 40X.

Phylum Euglenozoa Cavalier — Smith, 1981
Clase Euglenoidea Butschli, 1884

Orden Euglenida Butschli. 1884

Suborden Heteronematina Leedale, 1967
Género Peranema Dujardin, 1841

Capo claro 40X
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Anexo 2. Analisis probit para el toxico de referencia

En la siguiente Tabla se observan los datos para la obtencion de la concentracion letal

media del toxico de referencia

CQorc(mg)[ LogiO o | Num dearg | Mutaliced dbs | %de martalided] FROBIT enp| FROBIT calc
15 117 10 165 166 401 3419
D 1201 10 23 23 42 4904
> 138 10 5 0 5 538
D 1477 10 6 Y 525 600
€3 154 10 96 % 675 655
%5 1653 10 10 100 809 754

La CLsp se obtuvo por medio de la sustitucion de la ecuacién de la recta (Y = mx + b) de la

siguiente manera:

ParaY =5

Y = 8.6039X - 6.6997

Y + 6.6997 = 8.6039X

X=Y +6.6997 = 1.3598
8.6039

Log X = 1.3598

Antilog (log X) = antilog( 1.3598)

X =22.87 mg /L Esta es la concentracion tedrica a la cual se encuentra la concentracion

letal media y por lo tanto el 50% de la mortandad de los microorganismos expuestos

Intervalo de incremento.

S=X—-X1
CP2 - CP4

S=1653-1.176
7.524 - 3.149

Donde: X;- X;son_los valores mas altos y mas bajos

obtenidos a partir de la [logqe].

CP; — CP4 Valores mas altos y mas bajos del

Probit calculado.
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$=0.116

Determinacion del error patrén

| Log10 conc. | Num de org. | PROBIT calc. | Fact. Ponderado| Producto Nw | Producto Nwx| Produc.
1.176 10 3419 0.238 2.38 2.798 329
1.301 10 4.494 0.538 5,58 7.259 9.444
1.398 10 5.328 0.616 6.16 8611 12.039
1477 10 6.009 0439 4.39 6.484 957
1.544 10 6.585 0.269 2.69 4.153 6.41
1.653 10 7.524 0.05 0.5 0.082 1.366
Pro. 1425 Suma 217 29.387] 42.119
Error patrén
EslogioClso =S4 [_1___ + XNw(m-z)*] 0.3
YNw YNw (ENwX?) - (INw X?)
Donde: S (intervalo de incremento) = 0.116
M (constatnte) = 8.6039
Producto Nw = 21.7
Producto NwX = 29.38
Producto NwX? = 42.11
Z=Nwx =1.353
Nw
=
EslogioClso =0.0134| [_1___ + 21.7(8.6039 -1.353)*1| °°
21.7 21.7 (42.11) - (863.184)
—
Eslog1oClLso =0.0134 | [ 0.03610 + 21.7 (52.5755) ] s
913.787 — (863.184)
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EslogioClso =0.0134  (0.03610 + 164.4245) 0.5

= 0.0134 (3.2794)0.5

Eslog1oCLsp = 0.021971

Intervalo de confianza

ICCLso = (CLso) (Eslog10CLso) (Log1o)
ICCLso = (22.89) (0.021971) (1.424)

ICCLso = 0.7161

Para la obtencion de las unidades de toxicidad aguda se realizé la siguiente ecuacion:

UT.= 1_ *100

CLso
UutT.= 1_ *100
22.89
U.T.=4.368
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Anexo 3. Resultados experimentales obtenidos empleando a Colpoda cucullus.

En este anexo se muestran las tablas con los resultados de las cuentas de cada una de las
exposiciones de Colpoda cucullus al LRP y al IHA.

Tabla 1. Cuenta directa de exposicion de Colpoda cucullus al lixiviado de recorte de perforacion

(107
Caja 1 Caja 2 Caja 3 Desv. Estan. | # de organis. Testigo
10 10 10 0 10 10
10 10 10 0 10 10
10 10 10 0 10 10
10 10 10 0 10 10
10 10 10 0 10 10
10 10 10 0 10 10
10 10 10 0 10 10
9 9 10 0.58 9.0 10
9 g 9 0 9 10

Tabla 2. Cuenta directa de exposicién de Colpoda cucullus al IHA al 100%

Tiempo (min)]  Caja1 Caja2 Caja 3 Des. Estan |#deorganis.| Testigo |
0 10 10 10 0 10 10
5 0 0 0 0 0 10
10 0 0 0 0 0 10
15 0 0 0 0 0 10
20 0 0 0 0 0 10
24 0 0 0 0 0 10
30 0 0 0 0 0 10

Tabla 3. Cuenta directa de exposicién de Colpoda cucullus al IHA al 50%

Tienpo(min)] Caja1 Caa?2 Caja 3 Des. Estan [#deorganis.| Testigo |
0 10 10 10 0 10 10
5 0 0 0 0 0 10
10 0 0 0 0 0 10
15 0 0 0 0 0 10
20 0 0 0 0 0 10
24 0 0 0 0 0 10
30 0 0 0 0 0 10
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Tabla 4. Cuenta directa de exposicion de Colpoda cucullus al IHA al 25%

Tiempo (min)] _ Caja 1 Caja2 Caa3 | Des Estan [#deorganis| Testigo |
0 10 10 10 0 10 10
5 0 0 0 0 0 10
10 0 0 0 0 0 10
15 0 0 0 0 0 10
20 0 0 0 0 0 10
24 0 0 0 0 0 10
30 0 0 0 0 0 10

Tabla 5. Cuenta directa de exposicion de Colpoda cucullus al IHA al 12.5%

Tiempo (min)|  Caja 1 Caja 2 Caja3 Des. Estan [#deorganis.| Testigo |
0 10 10 10 0 10 10
5 0 0 0 0 0 10
10 0 0 0 0 0 10
15 0 0 0 0 0 10
20 0 0 0 0 0 10
24 0 0 0 0 0 10
30 0 0 0 0 0 10
Tabla 5. Cuenta directa de exposicion de Colpoda cucullus al IHA al 6.5%
Tiempo (min)] Caja 1 Caja 2 Caja 3 Desv. Estan. | # de organis.| Testigo
0 10 10 10 0 10 10
5 6 6 6 0 6 10
10 6 6 6 0 6 10
15 6 6 6 0 6 10
20 6 6 6 0 6 10
25 5 5 6 0.58 5 10
30 5 5 6 0.58 5 10
35 5 5 6 0.58 5 10
45 5 4 6 1 5 10
60 5 4 6 1 5 10

El tiempo de observacion se marco como de una hora en todos los experimentos para
estandarizacion de la técnica manejada en el laboratorio.
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Anexo 4. Resultados experimentales obtenidos de las pruebas de recuperacion del
IHA - K.

Tablas de resultados obtenidos de la prueba de DQO para la recuperacion del IHA - K en
una muestra de suelo.

Tabla 7 Datos obtenidos de las pruebas de DQO total para la recuperacion de la fraccion
hidrosoluble del IHA — K.

ml H20 IHA total Testigo
0 286800 38400
10 89600 38400
20 41600 38400
30 38400 19200
40 35200 19200

Tabla 8 Datos obtenidos de las pruebas de DQO soluble para la recuperacion de la fraccion
hidrosoluble del IHA - K

ml H20 IHA soluble Testigo
0 286800 38400
10 89600 38400
20 25600 19600
30 20800 19200
40 19200 19200
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Anexo 5. Informacion para la conformacién de una propuesta de proyecto de Norma
Mexicana para la evaluaciéon de la toxicidad aguda de suelos empleando al ciliado
edaficola Colpoda cucullus

Analisis de suelo — Evaluacion de la toxicidad aguda con el ciliado edaficola Colpoda
cucullus.

Método de prueba que se desarrollo experimentalmente en el laboratorio de Microbiologia
Experimental de la Facultad de Quimica de la UNAM.

indice de contenido:

- Objetivos

- Campo de aplicacién

- Definiciones

- Principio de aplicacion

- Procedimiento

- Expresion de resultados
1.- Objetivo: El presente proyecto de Norma pretende establecer una metodologia rapida
para evaluar la limpieza de suelos, por medio de pruebas de toxicidad aguda utilizando un
ciliado edaficola como Colpoda cucullus, después de que se hayan sometido a algin

proceso de restauracion o biorremediacion.
2.- Campo de aplicacion. Esta metodologia se propone para evaluar el grado de limpieza

de los suelos contaminados que han sido sometidos a algun tratamiento de
biorremediacion, estableciendo la CLsp de dicho contaminante.

3.- Definiciones:
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Biorremediacion: Alternativa tecnolégica para la limpieza de suelos y acuiferos
contaminados, donde se aprovecha el potencial de los microorganismos para mineralizar o
transformar contaminantes organicos en compuestos quimicamente mas sencillos.

Ciliados: Microorganismos pertenecientes al grupo de los protozoos. Separados en
Phylum ciliophora y cuyas caracteristicas permiten su uso como posibles bioindicadores de
suelos contaminados.

Colpoda cucullus: Microorganismo perteneciente a la clase Colpodea, es un
importante miembro de la comunidad de ciliados edaficolas de rapida reproduccién.

Concentracién letal media (CLso): Es la concentracion de una sustancia (pura o
combinada) o efluente, que origina un efecto letal en el 50% de los organismos expuestos.

Muestra compuesta: Es aquella que se origina con la mezcla de muestras simples
cualquiera que esta sea, esto puede hacerse por cuarteo mezclando lo mejor posible las
muestras individuales.

Lixiviado: Fase liquida procedente de la infiltracién de agua en un medio poroso que
usualmente arrastra los contaminantes en el existentes.

Protozoos: Organismos unicelulares que no forman érganos ni tejidos, de tamafio
variable que oscila entre las 10 micras y 3 milimetros pudiendo ser solitarios o coloniales.
Se encuentran en ambientes tanto acuaticos como terrestres, prefiriendo los lugares donde
se encuentre una pelicula de agua o cierta humedad.

Prueba de toxicidad (bioensayo): Es la exposicidn controlada de un organismo a
una sustancia pura o combinada asi como aguas, provenientes de algun tipo de industria,
para evaluar su efecto.

Toxicidad: Es el efecto adverso que produce un tdxico.

Toxicidad aguda: Es el efecto letal que se produce después a lo organismos de
prueba a sustancias que pueden ser puras o combinadas una sola vez durante un periodo
corto de tiempo.

Toxico de referencia: Es una sustancia quimica utilizada en los bioensayos, cuyo
efecto en los organismos a determinadas concentraciones es conocido, por lo tanto,
permite establecer el estado de respuesta de los organismos de prueba empleados.
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4 .- Muestreo: El muestreo de los suelos debe realizarse marcando un area determinada en
el sitio de interés donde los puntos de muestreo se estableceran en zig — zag, para que
este sea significativo. La vegetacién superficial debera ser retirada, con cuidado, para asi
tomar los primeros 15 centimetros de profundidad estas muestras se pondran en bolsas de
platico o en frascos de vidrio etiquetandose debidamente para transportarlas al laboratorio
para su procesamiento. En los analisis que se les realizan a estas muestras se debera
tener en cuenta parametros tanto fisicos, quimicos como biolégicos.

5.- Principio: Esté método se propone para examinar lixiviados (obtenidos en el laboratorio)
de suelos biorremediados o parcialmente tratados, y exponiendo en condiciones
controladas de laboratorio al ciliado edaficola Colpoda cucullus, a dichos lixiviados y de
esta manera establecer el grado de limpieza que presente dichos suelos, evaluando el
efecto que los lixiviados presenten sobre este organismo.

6.- Reactivos y materiales: Para realizar este procedimiento no es necesario tener en una
infraestructura sofisticada ya que los microorganismos son de facil mantenimiento en el
laboratorio.
Materiales

- Matraces Erlenmeyer

- Pipetas Pasteur

- Cajas de Petri

- Porta y cubre objetos.
Aparatos

- Microscopio estereoscdpico

- Incubadora a 28°C

- Microscopio 6ptico
Reactivos

- Toxico de referencia (K2Cr207)

7.- Procedimiento: Lo primero con lo que se debe contar es con los cultivos del ciliado
Colpoda cucullus, que se mantendran en una incubadora a 28°C, una vez que se tienen
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estos se procederd a trabajar con las muestras de suelo realizandole primero los analisis
fisicos y quimicos correspondientes para posteriormente obtener un lixiviado al que seran
expuestos los microorganismos para evaluar la respuesta de estos ante dicho lixiviado.

8.- Expresion de resultados: Para la obtenciéon de la concentracion letal media (CLsg) es
recomendable utilizar el método de unidades probabilisticas “Probit”, el cual evallta la
relaciéon concentracién respuesta de un contaminante sobre un organismo, siendo el
método manejado en este trabajo por ser el que se menciona en la propuesta de NOM
aqui referenciada y cuya explicacion se encuentra también en dicha NOM.
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