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RESUMEN

Esta investigacion se enfocd en la determinacion del nivel de toxicidad de un aditivo a base de
latex del &rbol de caucho (Hevea brasiliensis) utilizando alevines de Poecilia reticulata como
bioindicadores con el objetivo de demostrar cudles fueron los efectos toxicol6gicos que este
aditivo ocasiond sobre un medio acuético. Primeramente, se caracterizd la muestra de latex
obtenida al hacer un corte transversal de un arbol de caucho, donde se estudiaron propiedades
como densidad, porcentaje de solidos y liquidos, pH, dureza, cloruros, apariencia y color. Luego
este aditivo fue utilizado en pruebas biotoxicolédgicas a nivel de laboratorio, empleando pruebas
de calidad del agua, estudiando las propiedades del agua como pH, cloruros y dureza calcica
durante el tiempo transcurrido del ensayo toxicologico (96 horas). También se evaluaron las
caracteristicas morfolégicas de los bioindicadores al someterlos a diferentes concentraciones del
aditivo modificador reologico a base de latex y se determind la dosis letal media (DLso) mediante
una relacién de la cantidad de muertes ocurridas durante el ensayo toxicolégico y las diferentes
concentraciones del aditivo modificador reoldgico a base de latex, donde se determin6 que 7500
mg/L es la dosis de latex que causa la muerte de la mitad de las especies. Permitiendo considerar
que el aditivo modificador reol6gico a base de latex no es una sustancia peligrosa de acuerdo con
las normas de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) (1993), por
poseer un nivel toxicolégico dentro del rango establecido para productos no peligrosos (DLso>
100 mg/L).

Descriptores: Latex, Toxicidad, Bioindicadores, Dosis letal media, Ensayos
toxicoldgicos

xii



INTRODUCCION

A la hora de perforar un pozo, la industria petrolera usa fluidos de perforacion
que proporcionan control de las presiones de formacion, estabilidad a las paredes del
hoyo, una formacion de revoque para controlar el filtrado, un buen acarreo de cortes a
la superficie, limpieza y enfriamiento de la mecha de perforacion; con el objetivo de
obtener una perforacion del hoyo lo més segura posible. (Baker Hugges, 2006). Los
fluidos de perforacion pueden ser a base de agua, usados en formaciones someras, a
base de aceite para formaciones profundas; ya que soportan altas temperaturas, y se
les puede modificar sus propiedades mediante aditivos para mejorar el control de

filtrado, modificar su reologia, aumentar su alcalinidad, entre otros. (API, 2001)

Durante las actividades de perforacion pueden existir derrames de los fluidos de
perforacion o de aditivos que al entrar en contacto con el ambiente pueden generar
dafios graves al agua, suelo y a la biodiversidad existente en ese ecosistema,
pudiendo ocasionar cambios en las propiedades del agua y muerte de la flora y fauna.
Por esta razdn, es importante evaluar que tan toxico pueden ser los aditivos usados en
los fluidos de perforacion para evitar o reducir el dafio que pueden causar al
ambiente. En base a esto, se determind cudl es la toxicidad del latex aplicado como un
aditivo modificador reolégico de los fluidos de perforacion 100 %  aceite,
determinando su dosis letal media (DLso) al estar en contacto con animales acuaticos
usados como bioindicadores como son los alevines de Poecilia reticulata, mediante
ensayos toxicoldgicos y evaluando sus cambios morfoldgicos en el transcurso del

ensayo.



CAPITULO |
EL PROBLEMA Y SUS GENERALIDADES

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los problemas mas significativos que tiene la industria petrolera son los
derrames, bien sea de crudos, fluidos de perforacion o de aditivos, lo que ha generado
dafios ambientales en el ecosistema como muerte o cambios fisicos en los animales
afectados y cambio en las propiedades del agua al entrar en contacto con estos

fluidos.

A través del tiempo los efectos de las contaminaciones pueden ir acumulandose
provocando un mayor desequilibrio en el ecosistema, por esto se han realizado
estudios analizando los fluidos de perforacion y sus aditivos, conociendo sus
propiedades y caracteristicas para tener un mejor control al usarlos y asi mitigar el
dafo que puedan generar al ecosistema. También se busca la obtencion de aditivos
elaborados de productos naturales que puedan usarse en los fluidos de perforacion
para modificar sus propiedades, hacerlo méas eficiente en las actividades de
perforacion y que generen un menor impacto ambiental, para que puedan ser usados

como sustitutos de aditivos que tengan un mayor grado de toxicidad.

En relacion a esto, surgio la necesidad de evaluar la biotoxicidad del latex de
arbol de caucho aplicado como aditivo modificador reolégico en fluidos de
perforacion, con el objetivo de determinar qué tan nocivo es sobre cuerpos de agua y
especies que se encuentren en ellos, cercanos al proceso de perforacién de pozos
petroleros como son los alevines de Poecilia reticulata utilizados como

bioindicadores.



1.2 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.2.1 Objetivo general

Evaluar la biotoxicidad de un aditivo modificador reoldgico a base de latex

utilizando alevines de Poecilia reticulata como bioindicadores.

1.2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar el aditivo modificador reoldgico a base de latex del arbol de
caucho (Hevea brasiliensis).

e Determinar el efecto del aditivo modificador reoldgico a base de latex sobre la
calidad del agua y la morfologia de los alevines de Poecilia reticulata.

e Evaluar la toxicidad del aditivo modificador reoldgico a base de latex mediante
la determinacién de la dosis letal media (DLso), utilizando alevines de Poecilia

reticulata como bioindicadores.

1.3 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

En la industria petrolera muchas veces no se consideran los efectos
contaminantes que generan sus actividades al ambiente y al pasar el tiempo esos
dafios se estdn notando cada vez mas y van ocasionando efectos irreversibles al
ecosistema. Debido a esto se ha incorporado el criterio ambiental en las politicas de
planificacion de las actividades de la industria petrolera para que se genere un cambio

positivo para los seres vivos y el ambiente.

La importancia de tener un control de calidad de los fluidos y aditivos

utilizados a la hora de realizar la perforacion radica en ayudar a prevenir la



contaminacion y disminuir el impacto ambiental que se puedan generar al entrar en
contacto con el ambiente como puede ser la extincion de los animales y propagacion

de enfermedades.

Es por esto, que esta investigacion se enfocara en evaluar la toxicidad de un
aditivo modificador reoldgico a base de latex a través de ensayos toxicoldgicos
utilizando alevines de Poecilia reticulata como bioindicadores, con el fin de indicar
cualquier cambio morfolégico generados por diferentes concentraciones del aditivo y
a su vez determinar la dosis letal media (DLso) para observar en qué concentraciones
habria un efecto mas nocivo sobre los peces y calidad de agua, determinando si el

aditivo es aplicable desde el punto de vista ambiental.



CAPITULO 11
MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Ramirez, A. (2015). “Biotoxicidad de la glicerina de aceite residual de maiz
(Zea mays) aplicada como humectante en fluidos de perforacion 100% aceite
mineral”. En este trabajo el autor determiné el grado de toxicidad de la glicerina
extraida del aceite residual de maiz (Zea mays), obteniendo la glicerina a través de un
proceso de alcohdlisis para luego caracterizarla y determinar la densidad, gravedad
especifica, pH, solubilidad y punto de inflamacién. Posteriormente procedio a utilizar
el aditivo en pruebas biotoxicoldgicas para determinar a nivel de laboratorio el grado
de toxicidad y el impacto que podria ocasionar en el ambiente, a través del uso de
unas especies que estuvieron sometidas a distintas concentraciones del aditivo para
asi determinar el promedio de mortalidad en funcion a la concentracion y la dosis
letal media (DLso) concentracion a la cual acontece la muerte de la mitad de las
especies. Para finalizar, compard la glicerina obtenida del aceite de maiz con la
glicerina comercial, la cual se someti6 a las mismas pruebas, donde evalué tanto las
caracteristicas fisicas y quimicas como los niveles de toxicidad de las mismas. Como
conclusion establecié que la glicerina comercial fue mas toxica que la glicerina

extraida del aceite de maiz.

Esta investigacion aportd conocimientos, técnicas y el procedimiento utilizado
para realizar el ensayo de toxicidad necesario para determinar la dosis letal media

(DLso) del aditivo en estudio.



Aguilera, Y.y Vivas, G. (2016). “Evaluacion de la biotoxicidad del éster de
aceite de pifion utilizando alevines de Petenia splendida como bioindicadores”. En
este trabajo los autores utilizaron alevines de Petenia splendida para determinar la
dosis letal media (DLso) del éster de pifion y el efecto que ejerce sobre la especie en
estudio. Para esto, utilizaron un procedimiento experimental a nivel de laboratorio,
donde emplearon pruebas de calidad de agua, evaluaron las caracteristicas anatdmicas
de los bioindicadores al someterlos a diferentes concentraciones del éster y de esta
manera determinaron la dosis letal media, relacionando la mortalidad y la
concentracion del éster de aceite de pifion aplicado, lo cual, arrojé una dosis letal
media de 5000 ppm permitiendo considerar al éster de aceite de pifibn como una
sustancia no peligrosa segun las normas de la Agencia de Proteccion Ambiental de
los Estados Unidos (EPA) (1993), ya que posee un nivel toxicologico dentro del
rango establecido para productos no peligrosos (DLso> 100 mg/L). Concluyeron que
el éster de aceite pifidn en concentraciones menores a su DLso en cuerpos de agua
dulce no afecta la composicion fisico-quimica del agua, ni a los organismos vivientes

que puede estar en ella, ya que esto depende de la concentracion a la cual se exponga.

El aporte de esta investigacion estuvo relacionado con la metodologia aplicada
para realizar la caracterizacion del aditivo modificador reoldgico y los ensayos

experimentales de una forma mas eficiente.
2.2 BASES TEORICAS

2.2.1 Fluidos de perforacion

El fluido de perforacion, puede ser cualquier sustancia 0 mezcla de sustancias
que pueden estar en forma de suspensiones de sélidos, mezclas, y emulsiones de

fluidos, gases y solidos, que tienen propiedades fisicas y quimicas apropiadas de

acuerdo a la zona a perforar. El fluido de perforacion no debe ser tdxico, corrosivo,



ni inflamable, pero si inerte a las contaminaciones de sales solubles o minerales y
estable a altas temperaturas. Ademas, debe de cumplir con los requerimientos
especificos para un area en particular y asi garantizar el éxito de la perforacion.
(PDVSA- CIED, 2002)

2.2.2 Funciones del fluido de perforacion

Las funciones del fluido de perforacion describen las tareas que son capaces de
desempefiar aunque algunas de éstas no sean esenciales es cada pozo. Aunque el
orden de importancia es determinado por las condiciones del pozo y las operaciones
en curso, APl (2001) establece que las funciones mas comunes del fluido de

perforacion son las siguientes:

e Retirar los recortes del pozo y controlar las presiones de la formacién.
e Suspender y descargar los recortes generados por la mecha.

e Obturar las formaciones permeables y mantener estabilidad del hoyo
e Minimizar los dafios al yacimiento y el impacto ambiental.

e Enfriar y lubricar la mecha y sarta de perforacion.

e Transmitir la energia hidraulica a las herramientas.

e Asegurar una evaluacion adecuada de la formacién y facilitar la cementacion.
2.2.3 Aditivos de los fluidos de perforacion
Los aditivos son sustancias utilizadas para modificar las propiedades de los

fluidos de perforacion, con la finalidad de hacerlos mas eficientes durante las

actividades de perforacion y entre los mas utilizados se pueden citar:



Densificantes: son materiales no toxicos ni peligrosos de manejar, que se
utilizan para incrementar la densidad del fluido y en consecuencia, controlar la
presion de la formacion y los derrumbes que ocurren en aquellas areas que
fueron tectdnicamente activas. (PDVSA- CIED, 2002)

Viscosificantes: son agregados a los fluidos para mejorar su habilidad de
remover los sélidos perforados y suspender el material densificante durante la
perforacion de un pozo aungue no todos van a brindar una limpieza efectiva y
econémica del hoyo, y tampoco se hallan totalmente a salvo de las
interferencias mecénicas y quimicas del medio ambiente. (PDVSA- CIED,
2002)

Emulsificantes: son sustancias utilizadas para producir una emulsion de dos
liquidos que no son miscibles entre si y se pueden dividir, segun su
comportamiento, en agentes i6nicos y no ionicos, y su funcion principal es de
estabilizar la mezcla aceite-agua ya que estas sustancias son solubles tanta en
agua como en aceite. (API, 2001).

Controladores de filtrado: estos aditivos incrementan la viscosidad de la fase
liquida y se adhieren alrededor de las particulas de arcillas, causando un
taponamiento mecanico de la formacién que permite reducir el filtrado de la
fase liquida del fluido hacia la formacion. (PDVSA-CIED, 2002)

Agente humectante: es una sustancia o composicion que, al ser agregada a un
liquido, aumenta la dispersion del liquido sobre una superficie o la penetracion
del liquido dentro de un material, es decir, un agente tensioactivo que reduce la
tension interfacial y el angulo de contacto entre un liquido y un sélido. Esto
hace que el liquido se extienda sobre la superficie del sélido. (API, 2001)
Dispersantes: estos aditivos producen inicialmente defloculacion para luego
dispersar y separar las particulas permitiendo su fraccionamiento y acumulacion
de sélidos finos. (PDVSA-CIED, 2002)



o Modificadores reoldgicos: es un aditivo utilizado para mejorar la habilidad del
fluido de perforacién para transportar los recortes de la formacion a la
superficie y suspenderlos en caso de una parada de circulacion del fluido.
(Baker Hugges, 2006)

2.2.4 Latex

El latex es un liquido lechoso, generalmente de color blanco, a veces amarillo,
anaranjado o rojo, que fluye de las heridas de muchas plantas, como las euforbias, la
celidonia y las asclepiadaceae. Sin embargo autores como Font (2001), consideran
que es un liquido acuoso con sustancias emulsionadas como la resina, el caucho y que

contiene azucares, gomas y pequefias cantidades de albuminoides y alcaloides.

Segun Torres (1999), la composicion quimica del latex es la siguiente:

e Agua52a70%

e Hidrocarburos de caucho 27 a 40%
e Protidos 1,5a2,8%

e Resinaslal,7%

e Azucares y quebrachitol 0,5 a 1,5%

e Materias minerales 0,2 a 0,9%

2.2.5 Arbol de caucho (Hevea brasiliensis)

Eraso y Torres (2006) describen la estructura del arbol de caucho (Hevea

Brasiliensis) de la siguiente manera:
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Raiz: tiene una raiz principal bastante larga pivotante y pocas raices
secundarias que son superficiales y de gran longitud.

Tallo: la base del tallo es cilindrico en plantas injertadas y es conico si procede
de semilla, en él se encuentran los vasos conductores y lactiferos que estan inclinados
cinco grados de derecha a izquierda en forma descendente, distribuidos en la corteza

con una mayor concentracion hacia el cambium.

Hojas: tiene 3 foliolos que son de color cobre cuando estan recién formadas y
verde oscuro cuando maduran, sin embargo después de cinco afios de edad, el arbol

se despoja de sus hojas por un corto periodo al afio.

Flores: es una inflorescencia de color amarillo dispuesta en dicasio cénico con
numerosas flores femeninas solitarias en el extremo de las ramillas primarias y las

masculinas en racimos de varias flores en las secundarias y terciarias.

Fruto: es una capsula de tres celdas con una semilla en cada una. Es dehiscente,
cuyo fenémeno ocurre con un estallido caracteristico, lanzando las semillas a gran

distancia.

2.2.6 Toxicidad

La toxicidad es la capacidad inherente a un agente quimico de producir un
efecto nocivo sobre los organismos vivos. Para que la toxicidad se manifieste se
requiere la interrelacion de tres elementos: un agente quimico capaz de producir un
efecto, un sistema bioldgico con el cual el agente pueda interactuar para producir el
efecto, un medio a través del cual el agente y el sistema bioldgico puedan entrar en
contacto e interactuar. Para referirse a la toxicidad de las sustancias es clasico utilizar

las dosis precisas para producir la muerte tras una sola exposicion, es decir para
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originar una intoxicacion aguda letal. Esta dosis letal (DL) se calcula por
experimentacion con suficiente ndmero de animales para obtener valores de
significacion estadistica; asi se calculan la DL minima, que mata a un solo individuo,
la DL-50 o dosis necesaria para matar el 50% de los animales de experimentacion.

(Fernicola y Jauge, 1985)

2.2.7 Bioindicadores

Un bioindicador o indicador bioldgico es la especie que sefiala la condicion del
ambiente en el que vive. Los bioindicadores se comportan como detectores o
centinelas del entorno. Al observar la presencia o la ausencia de las especies
escogidas como “testigos®, es posible entender la clase de perturbacion que ha sufrido
ambiente. Asi mismo, pueden indicarnos la intensidad de un problema. La
disminucion o aumento de las especies escogidas como indicadores, permiten
determinar los cambios que ha sufrido su ambiente. Una alta variedad de especies
significa que hay buenas condiciones de salud del ecosistema, cuando hay

contaminacion la diversidad disminuye. (Almeida, et al, 2014)

Segun Almeida, et al (2014) los bioindicadores sirven para:

e Determinar la salud de un determinado ecosistema: un ecosistema es saludable
cuando encontramos diversidad.

e Determinar la variacion: los cambios abruptos en un ecosistema revelan
problemas.

o Diagnosticar condiciones anormales: si las condiciones originales cambian,
unas especies se reproducen con la mayor intensidad y en cambio otras tienden

a desaparecer.
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e Identificar las causas de los cambios: observando el comportamiento de

diferentes especies es posible entender el origen de los cambios.

2.2.8 Ensayos de toxicidad

Los ensayos de toxicidad son utilizados para proporcionar datos cualitativos y
cuantitativos sobre los efectos perjudiciales que causan las sustancias en
determinados organismos y a través de estos ensayos de puede determinar la dosis
letal media (DLso) que es la concentracion letal para el 50 % de los individuos
expuestos a alguna sustancia, permitiendo evaluar el potencial de dafio en un medio
ambiente acuético y estimando el riesgo asociado dentro de una situacién para un
toxico especifico en donde también se toma en cuenta las variaciones de temperatura,
cloruros, pH, alcalinidad y dureza del agua. Los organismos que se utilizan para estos
ensayos deben ser altamente sensibles a los tdxicos para establecer las
concentraciones seguras para ellos y garantizar la protecciéon de todo el ecosistema.
(Rand y Petrocelli, 1985)

2.2.9 Ensayos bioldgicos

Son herramientas de diagndéstico adecuadas para determinar el efecto de agentes
fisicos y quimicos sobre organismos de prueba bajo condiciones experimentales
especificas y controladas donde los efectos determinados pueden ser tanto de
inhibicion como de magnificacion, evaluados por la reaccién de los organismos, tales
como muerte, crecimiento, proliferacion, multiplicacion, cambios morfolégicos,
fisiolégicos o histoldgicos, y pueden manifestarse a diferentes niveles, desde
estructuras subcelulares o sistemas de enzimas, hasta organismos completos,

poblaciones o comunidades. (Castillo, 2004)
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2.2.10 Poecilia reticulata

La Poecilia Reticulata, mas conocida como Guppy, es un pez ovoviviparo de la
familia Poeciliidae. Es originario de Trinidad, Barbados, Venezuela y norte de Brasil.
En el mundo de la acuariofilia es uno de los ejemplares més populares debido a que
no necesita unos cuidados exigentes y se reproduce con muchisima facilidad.
(Fernandez, 2014)

Lasso y Sanchez (2004) describen a los especimenes machos con una
coloracién muy vistosa y de diferentes colores sin un patron definido con un tamafio
de 40 mm; mientras que las hembras no tienen manchas de ningdn tipo y tienen un
tamafio de 50 mm. Establecen que la Poecilia reticulata tienen una alimentacion
onmivora, es decir, que alimentan de detritos, pequefios insectos, microcristaceos y
algas; y se pueden encontrar por las islas del Caribe como en las Antillas Holandesas,
islas de Venezuela, Trinidad y Tobago. Barbado, Saint Thomas, Antigua y vertiente

Caribe de Venezuela.

2.2.11 Bases y normativas legales relacionadas con la investigacion

2.2.11.1 Ley Organica del Ambiente publicada en gaceta oficial (2006)

Articulo 80. Se consideran actividades capaces de degradar el ambiente:

e Las que directa o indirectamente contaminen o deterioren la atmdsfera, agua,
fondos marinos, suelo y subsuelo o incidan desfavorablemente sobre las
comunidades biologicas, vegetales y animales.

e Las que produzcan alteraciones nocivas del flujo natural de las aguas.

e Las que alteren las dindmicas fisicas, quimicas y bioldgicas de los cuerpos de

agua.
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e Otras que puedan dafiar el ambiente o incidir negativamente sobre las
comunidades bioldgicas, la salud humana y el bienestar colectivo.

2.2.11.2 Decreto 883. Normas para la clasificacion y el control de calidad

de los cuerpos de agua y vertidos o efluentes liquidos.

Publicado en gaceta oficial (1995), establece:

Articulo 10. (De las descargas a cuerpos de agua). A los fines de este Decreto
se establecen los siguientes rangos y limites maximos de calidad de vertidos liquidos
que sean o0 vayan a ser descargados, en forma directa o indirecta, a rios, estuarios,

lagos y embalses.

Segun el decreto 883 el maximo rango permisible de las aguas aptas de acuerdo

a los parametros fisicos- quimicos son de 1000 mg/L de cloruros y un pH entre 6 y 9.

2.3 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

Aditivo: cualquier material que se afiade a un del fluido de perforacion para lograr un
proposito determinado. (PDVSA- CIED, 2002, p.238).

Calidad de cuerpo de agua: caracterizacién fisica, quimica y bioldgica de aguas
naturales para determinar su composicién y utilidad al hombre y demas ser vivos.
(Decreto 883. 1995, p.1)

Contaminacién: liberacion o introduccion al ambiente de materia, en cualquiera de
sus estados, que ocasiona modificacion al ambiente en su composicion natural o la
degrade. (Ley Organica del Ambiente, 2006, p. 5)
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Dafio ambiental: toda alteracion que ocasione pérdida, disminucion, degradacion,
deterioro, detrimento, menoscabo o perjuicio al ambiente o alguno de sus elementos.
(Ley Organica del Ambiente. 2006, p.5).

Desarrollo sustentable: proceso de cambio continto y equitativo para lograr el
maximo bienestar social, mediante el cual se procura el desarrollo integral, con
fundamento en medidas apropiadas para la conservacion de los recursos naturales y el
equilibrio ecoldgico, satisfaciendo las necesidades de las generaciones presentes sin

comprometer las generaciones futuras. (Ley Organica del Ambiente, 2006, p. 6)

Dosis letal media (DLso): dosis de un agente o sustancia, calculada estadisticamente,
que se espera que mate al 50 % de los organismos de una poblacion bajo un conjunto

de condiciones definidas. (Repetto y Sanz, 1993. p.21).

Ecosistema: sistema complejo y dindmico de componentes bioldgicos, abioticos y
energia que interactia como una unidad fundamental. (Ley Organica del Ambiente.
2006, p.5).

Impacto ambiental: efecto sobre el ambiente ocasionado por la accion antrépica o

de la naturaleza. (Ley Organica del Ambiente. 2006, p.7).



CAPITULO III
MARCO METODOLOGICO

3.1 TIPO DE INVESTIGACION

Segun Arias, (2012):

La investigacion explicativa se encarga de buscar el porqué de los hechos
mediante el establecimiento de relaciones causa-efecto. En este sentido,
los estudios explicativos pueden ocuparse tanto de la determinacion de las
causas (investigacion post facto), como de los efectos (investigacion
experimental), mediante la prueba de hipotesis. Sus resultados vy
conclusiones constituyen el nivel més profundo de conocimientos. (p.26)

Por lo tanto el tipo de investigacion que se desarrolld fue de tipo explicativa,
debido a que se explicd, mediante resultados que se obtuvieron en ensayos de
laboratorio, cudles son los efectos toxicolégicos que causaron, diferentes
concentraciones de un aditivo modificador reologico a base de latex, sobre una
especie utilizada como bioindicador (Poecilia reticulata) donde se determiné el grado

de toxicidad de dicho aditivo para fluidos de perforacion.
3.2 DISENO DE LA INVESTIGACION

Arias, (2012) expresa que la investigacion experimental es: “un proceso que
consiste en someter a un objeto o grupo de individuos a determinadas condiciones,
estimulos o tratamientos (variable independiente), para observar los efectos o

reacciones que se producen (variable dependiente)”. (p.33)

El disefio de esta investigacion es de tipo experimental, ya que se evaluaron los

efectos que tiene el aditivo modificador reoldgico a base de latex (variable

16
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independiente) sobre la mortalidad de los peces alevines de Poecilia reticulata
(variable dependiente) mediante ensayos toxicologicos utilizando diferentes

concentraciones del aditivo.

3.3 DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental estuvo conformado por una matriz de bloques al azar
axb, donde “a” representara el namero de tratamientos (5), conformados por
concentraciones del aditivo modificador reoldgico a base de latex (0 %; 0,25 %; 0,50
%; 0,75 % y 1 % v/v) donde se determind su efecto sobre alevines de la especie
Poecilia reticulata, determinando el numero de alevines muertos por dosis y
considerando un ntimero de 4 repeticiones “b”, para garantizar la confiabilidad de los

resultados.

Para el desarrollo del ensayo, se colocaron 10 alevines de Poecilia reticulata en
20 acuarios a los cuales se les adicionaron las concentraciones del aditivo
modificador reoldgico, representando la variable independiente, donde se evalud su
efecto sobre las variables dependientes como la mortalidad de alevines, dureza,
cloruros y pH del agua contenida en los acuarios, y paralelamente se describieron los
cambios morfoldgicos ocasionados en los alevines. Luego se determind la toxicidad

del aditivo modificador reolégico mediante el valor de la dosis letal media (DLso).

3.4 PROCEDIMIENTO METODOLOGICO

3.4.1 Caracterizacion del aditivo modificador reologico a base de latex del

arbol de caucho (Hevea brasiliensis).

Para esta etapa se procedid a la obtencion del latex en forma liquida de arboles

de Hevea brasiliensis ubicados en la hacienda Sarrapial (PDVSA La Estancia, Av.
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Alirio Ugarte Pelayo, elevado Boqueron Municipio Maturin estado Monagas),
mediante la realizacion de un corte sobre el tronco de los arboles con un angulo
aproximado de 45°, a una altura de 1 metro, y de una longitud de 15 centimetros,
considerando una profundidad de corte de 1 centimetro, como lo recomienda
Fedecaucho (2002).

Luego se caracterizo el latex extraido mediante la determinacion de propiedades
como la gravedad especifica regida por las normas ASTM D 854-14, cloruros,
porcentaje de sélidos y liquidos con la retorta; y la dureza bajo la norma APl RP 13B-
1, por altimo el pH se determin6 con la norma COVENIN 2462:2002 mediante el uso

de pH-metro digital, asi como su apariencia y color mediante observacion directa.

3.4.2 Determinacion del efecto del aditivo modificador reoldgico a base de
latex sobre la calidad del agua y la morfologia de los alevines de Poecilia

reticulata.

Para llevar a cabo esta etapa, se contd con especimenes sanos que
desempefiaron una funcién como bioindicadores, para ello se acudio al este de la
ciudad de Maturin, en el rio Guanipa, donde se capturaron 200 alevines de Poecilia
reticulata. Para evitar el maltrato y aturdimiento de los peces, la recoleccion se
efectué mediante una malla, trasladandolos luego a un contenedor de plastico. Los
alevines se dejaron contenidos en un tanque por un periodo de 24 horas en

condiciones de laboratorio.

Para la realizacion del estudio se prepararon 20 recipientes de vidrio (acuarios)
de una capacidad de 3 litros, donde se adicionaron 2,5 litros de agua en cada uno.
Previamente los recipientes fueron identificados y enumerados de acuerdo a los
grupos y concentraciones utilizados en cada uno de ellos y la conexion de la bomba

aireadora se realiz6 mediante mangueras de siliconas flexibles con conexiones de
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plastico tipo T a fin de garantizar una distribucién de aire (oxigeno) homogéneo en
todos los acuarios.

Luego se introdujeron en cada uno de los recipientes 10 alevines de Poecilia
reticulata y se agregaron diferentes concentraciones de latex (0; 0,25; 0,50; 0,75; 1 %
V/V) haciendo esto con 4 repeticiones para cada concentracion considerando que los
recipientes de vidrio fueron ubicados al azar a fin de que las condiciones de luz y aire

afecten lo menos posible los resultados.

Este ensayo tuvo un periodo de duracion de 96 horas, donde se tomaron
muestras de agua de los diferentes acuarios a las 24, 48, 72 y 96 horas, con el objetivo
de obtener informacién de la toxicidad en el agua, a través de la medicién de
pardmetros fisicos y quimicos de la misma, entre los cuales destacan el pH, el cual se
determinara con el pHmetro digital, como también se midieron: el contenido de
cloruros, que se obtuvo mediante titulacion usando como agente valorante el nitrato
de plata y como indicador cromo potéasico, por Gltimo la dureza; determinada a través
de una titulaciéon con indicador de negro de eriocromo y como agente valorante el
acido etilendiaminotetraacetico (EDTA). Todas estas propiedades fueron medidas a
través de la norma APl RP13B-1

Adicionalmente, se observaron los cambios en las caracteristicas externas de los
alevines de Poecilia reticulata, como son el nado, pigmentacién, movimiento de
aletas y cambios morfologicos, al ser sometidos a las diferentes concentraciones del
latex (0; 0,25; 0,50; 0,75y 1 % V/V) supervisando cada una de las caracteristicas en

periodos de tiempos establecidos de 24, 48, 72 y 96 horas.
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3.4.3 Evaluacién de la biotoxicidad del aditivo a base de latex, mediante la
determinacion de la dosis letal media (DLso), utilizando alevines de Poecilia

reticulata como bioindicadores.

Simultaneamente, durante el ensayo se procedid a evaluar la biotoxicidad del
aditivo a base de latex, mediante un control de la mortalidad de los alevines a través
de un conteo a las 24, 48, 72 y 96 horas, lo que permitié establecer, mediante el
grafico de concentracion con respecto al promedio de peces muertos por
concentracion, la dosis letal media (DLso) 0 concentracion que causara la muerte de la

mitad de los bioindicadores.

3.5 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Segln Arias. (2012), “se entendera por técnica, el procedimiento o forma

particular de obtener datos o informacion”. (p.67).

3.5.1 Técnicas de recoleccion de datos

3.5.1.1 Revision bibliografica

Para la ejecucion de la investigacion se realizé la busqueda de informacion en

libros de diferentes autores, trabajos previos y publicaciones pertinentes al tema.
3.5.1.2 Entrevistas no estructuradas
Se busco asesoria con ingenieros, profesores y personal debidamente calificado

y asociado al tema a desarrollar, con la finalidad de adquirir la mejor informacion

posible para el desarrollo éptimo de la investigacion, asi como para la realizacion del
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andlisis y la interpretacion de sus resultados, y establecimiento de las conclusiones y

recomendaciones pertinentes.

3.5.1.3 Observacion directa

Segln Arias. (2012), la observacion directa “es una técnica que consiste en
visualizar o captar mediante la vista, en forma sistematica, cualquier hecho,

fendmeno y situacion que se produzca en la naturaleza o en la sociedad” (p.69).

Para la realizacién de esta investigacion, la técnica que se utiliz6 es la de
observacién directa de los resultados relacionados con el conteo de alevines muertos
y las pruebas para determinar la calidad de agua, asi como también los posibles
cambios en las caracteristicas externas de los peces (pigmentacion, movimiento de

aletas, nado, morfologia).

3.5.2 Instrumentos de recoleccién de datos

Arias (2012), indica que: “un instrumento de recoleccion de datos es cualquier
recurso, dispositivo o formato (en papel o digital), que se utiliza para obtener,
registrar o almacenar informacion” (p.68). Los instrumentos que se utilizaron para
llevar a cabo el desarrollo de la investigacion fueron: dispositivos de almacenaje de
informacion digital como por ejemplo pendrive, cdmara fotogréafica, hojas, tablas de

recoleccion de datos, entre otros.
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3.6 RECURSOS

3.6.1 Recursos humanos

El desarrollo de la investigacion se llevé a cabo por un estudiante, el cual
recibio el apoyo del personal docente del Departamento de Ingenieria de Petroleo de

la Universidad de Oriente, Nucleo de Monagas.

3.6.2 Recursos materiales

Los recursos materiales que fueron requeridos para la realizacion de esta

investigacion son:

e EIl uso de agentes valorantes como acido etilendiaminotetracético (EDTA) y
nitrato de plata, como indicadores cromato de potasio y negro de eriocromo.

e Materiales e instrumentos como: phmetro, termémetro, cilindro graduado de 10
mL, pipeta, bureta, matraz aforado, matraz erlenmeyer, vasos de precipitados,

paleta, embudo de cristal, acuarios, peces, bombas, lineas de oxigeno.

3.6.2 Recursos econémicos

Los recursos economicos utilizados para esta investigacion, fueron aportados

por el autor de esta investigacion.



CAPITULO IV
ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACION DEL ADITIVO MODIFICADOR REOLOGICO
COMERCIAL Y EL ADITIVO DESARROLLADO A BASE DE LATEX
EXTRAIDO DEL ARBOL DE CAUCHO

Para este objetivo se recolectd el latex haciendo un corte a nivel del tronco del
arbol de caucho Hevea brasiliensis, eliminando la corteza exponiendo los vasos
laticiferos, permitiendo que la planta dejara fluir el liquido lechoso al canal de
recoleccion. Una vez obtenido el latex del arbol de caucho, se realiz6 su

caracterizacion con el fin de conocer algunas de sus caracteristicas.

Tabla N° 4.1 Caracteristicas del aditivo modificador reoldgico a base de latex

Caracteristicas Latex
Densidad a 25°C 1,00 g/mL
% de liquido 92
% de solidos 8
pHa25°C 5,68
Contenido de cloros (mg/L) 100
Contenido de calcio (mg/L) 80
Apariencia Liquida
Color Marfil

En la tabla 4.1 se puede observar que la densidad del latex determinada a una
temperatura de 25 °C fue de un 1,00 g/mL, el cual es un valor cercano a lo que
expresa Torres (1999) que indica que el latex tiene una densidad comprendida entre
0,973 g/mL y 0,979 g/mL; resultante de los pesos especificos del suero (1,02) y las

particulas de caucho en suspensién (0,91). Esto indica que la muestra de latex en
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estudio tiene un mayor peso especifico en su fase continua a lo expuesto por Torres
(1999) (1,02) y es por esto que la muestra tiene una densidad mayor a 0,979 g/mL
(1,00 g/mL).

De igual manera se puede observar que el latex presentd un 92 % de liquido
(agua y aceite) y un 8 % de sélidos (gomas), coincidiendo con lo indicado por Torres
(1999), que manifiesta que el latex estd compuesto quimicamente por agua,

hidrocarburos de caucho, protidos, resinas, azucares y materias minerales.

El latex presentd un pH de 5,68 determinado a una temperatura de 25° C,
clasificandose como una sustancia acida de acuerdo la escala de pH propuesta por
Lauritz (1909), por ser menor a 7, sin embargo, se debe considerar que, al ser una
sustancia acida podria afectar las condiciones neutras del agua y los organismos que
estén presentes en ella. De igual manera API (2001) indica que los &cidos o las bases
pueden alterar el pH de los desechos de perforacion, ocasionando la muerte de

animales y plantas; perturbando inmediatamente el ecosistema.

Se observa que el valor de los cloruros de la muestra de latex es de 100 g/mL
colocandola como un liquido dulce como lo indica Payeras (2011) que explica que en
las aguas dulces se pueden encontrar cantidades de cloruros entre 10 y 250 mg/I,
aunque también pueden haber valores mayores. La dureza de la muestra de latex
result6 de 80 g/mL situandola como un liquido ligeramente duro segun la

organizacion mundial de la salud (2003) como se muestra en el apéndice A.

Por observacion directa se tiene que el latex presento una apariencia liquida y
un color marfil caracterizado por lo azucares, albuminoides y alcaloides presentes en
él, como lo indicado Font (2001), quien adicionalmente describe al latex como un

liquido lechoso de color blanco, amarillo naranja o rojo.
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4.2 DETERMINACION DEL EFECTO DEL ADITIVO MODIFICADOR
REOLOGICO A BASE DE LATEX SOBRE LA CALIDAD DEL AGUA Y LA
MORFOLOGIA DE LOS ALEVINES DE POECILIA RETICULATA

4.2.1 Efectos del aditivo modificador reoldgico a base de latex sobre la

calidad del agua

Durante el ensayo toxicoldgico se procedié a realizar un estudio de las
propiedades del agua (dureza, cloruros, pH) en donde se observaron sus cambios en el
transcurso del ensayo, al ser sometidas a diferentes tratamientos del aditivo
modificador reoldgico a base de latex (0 %, 0,25 %, 0,50%, 0,75 % y 1 %) V/V.

4.2.1.1 Efectos del aditivo modificador reoldgico a base de latex sobre la

dureza célcica del agua

En la tabla 4.2 correspondiente al analisis de varianza de dos factores
(concentracion y tiempo), realizado para los valores de dureza célcica obtenidos de
las muestras de agua provenientes de los acuarios con diferentes concentraciones de
latex (0 %, 0,25 %, 0,50%, 0,75 % y 1 %) V/V, se puede observar que el valor-P,
respecto a la concentracion aplicada del aditivo modificador reoldgico, fue menor a
0,05 (0,0085); indicando que este factor tiene un efecto significativo sobre la dureza
calcica del agua. Mientras que el valor-P para el factor del tiempo fue de 0,4053; el
cual fue mayor a 0,05 indicando que el tiempo del ensayo no causé un efecto

significativo sobre la dureza calcica del agua, con un 95 % de nivel de confianza.
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Tabla N° 4.2 Andlisis de varianza para la dureza célcica del agua contenida en
los acuarios por concentracion del latex y del tiempo

Fuente Suma de Gl | Cuadrado |Razén-|Valor-P
Cuadrados Medio F

EFECTOS
PRINCIPALES
A:Concentracion 5120,0 4 11280,0 3,70 0,0085
B:Tiempo 1020,0 3 [340,0 0,98 0,4053
RESIDUOS 24880,0 72 |345,556
TOTAL 31020,0 79
(CORREGIDO)

Para las pruebas de mdltiples rangos de la dureza con respecto a la
concentracion, se puede observar en la tabla 4.3 que existen dos grupos homogéneos
indicando que hubo un aumento en la dureza a medida que se incrementaba la
concentracion del aditivo modificador reolégico en los acuarios, debido a que el latex
presenta 80 mg/L de calcio en su composicion como se pudo determinar en la
caracterizacion fisico quimica de este aditivo (tabla 4.1). Mientras que con respecto al
tiempo solo hay un grupo homogeéneo por lo cual, no hay variacion significativa de la

dureza mientras aumenta el tiempo.

Se puede observar gque la dureza durante el ensayo esta comprendida entre 45y
65 mg/L lo cual clasifica el agua entre blanda y ligeramente dura segun la
organizacion mundial de la salud (2003) como se muestra en el apéndice A, seccion
A.6.1, por lo tanto, estos valores son adecuados para el desarrollo y sobrevivencia de
los peces, a menos que sea afectado por otros agentes presentes como lo indica
Henandez, et al .(2000) que establecen que los alevines de Poecilia reticulata resisten

sin dificultad aguas moderadamente duras e inclusos muy duras.



27

Tabla N° 4.3 Pruebas de maltiples rangos para la dureza por concentracion del
latex y tiempo

Concentracion | Casos | Media LS | Sigma LS Grupos Homogéneos
0 16 45,0 4,64728 X
0,25 16 50,0 4,64728 X
0,5 16 57,5 4,64728 XX
1 16 65,0 4,64728 X
0,75 16 65,0 4,64728 X
Tiempo Casos | Media LS | Sigma LS Grupos Homogéneos
96 20 52,0 4,15665 X
24 20 54,0 4,15665 X
72 20 60,0 4,15665 X
48 20 60,0 4,15665 X

4.2.1.2 Efectos del aditivo modificador reoldgico a base de latex sobre los

cloruros del agua

En la tabla 4.4 se observa el analisis de varianza de dos factores (tiempo y
concentracion) para los valores de los cloruros obtenidos de las muestras de agua de
los acuarios con diferentes concentraciones de latex, donde se puede observar en la
que el valor-P, con respecto a la concentracion del aditivo modificador reoldgico, fue
de 0,6674 y que el valor-P para el factor del tiempo fue de 0,6528. Ambos valores
son mayores que 0,05, por lo cual estos factores no tienen un efecto significativo

sobre los cloruros con un 95 % de nivel de confianza.

Cabe destacar que los cloruros se mantuvieron en el rango entre 100 y 300
mg/L lo cual hace referencia a una baja concentracién de iones provenientes de sales
disueltas en el agua. Segln Payeras (2011) indica que las aguas dulces contienen
entre 10 y 250 ppm de cloruros, pero que también pueden existir valores superiores.
Por lo tanto, es acta para la supervivencia de los alevines; ya que son organismos de

agua dulce.
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Tabla N° 4.4 Andlisis de varianza para los cloruros del agua contenida en los
acuarios por concentracion del latex y del tiempo

Fuente Suma de Gl Cuadrado |Razdn-F| Valor-
Cuadrados Medio P

EFECTOS
PRINCIPALES
A:Concentracion 2000,0 4 1500,0 0,60 0,6674
B:Tiempo 1375,0 3 458,333 0,55 0,6528
RESIDUQOS 60500,0 72 840,278
TOTAL (CORREGIDO) [63875,0 79

4.2.1.2 Efectos del aditivo modificador reoldgico a base de latex sobre el pH

del agua

En la tabla 4.5 correspondiente al anélisis de varianza de dos factores (tiempo y

concentracion) de los valores de pH de las aguas de los acuarios contaminados con

diferentes concentraciones del aditivo modificador reoldgico a base de latex, se puede

que tanto el valor-P con respecto a la concentracion de latex, como con respecto al

tiempo fue de 0,0000, indicando asi que estos factores tienen un efecto significativo

sobre el pH de las aguas con un 95 % de nivel de confianza.

Tabla N° 4.5 Analisis de varianza para el pH del agua contenida en los acuarios

por concentracion del latex y del tiempo

Fuente Suma de Gl Cuadrado |[Razdén-F|Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Concentracion 1,01021 4 |0,252552 24,60 0,0000
B:Tiempo 1,62792 3 0,542641 52,85 0,0000
RESIDUQOS 0,739307 72 10,0102682
TOTAL 3,37744 79
(CORREGIDO)
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Para la pruebas de rangos multiples de los valores de pH se puede observar en
la tabla 4.6 que con respecto a la concentracion existen tres grupos homogéneos,
indicando que hubo cambios significativos en el pH al aumentar la concentracion del
latex, en donde se puede apreciar que al aumentar la concentracion del latex existe
una disminucion en pH del agua debido a que el latex es un producto acido con un pH
de 5,68 como se puede observar en la tabla 4.1. Mientras con respecto al tiempo
existen tres grupos homogéneos, indicando que hay un aumento del pH al transcurrir

el tiempo que pudo ser producido por los desechos de los peces en los acuarios.

Tabla N° 4.6 Pruebas de multiples rangos para el pH por concentracion del latex

y tiempo
Concentracién |Casos |Media LS [Sigma LS |Grupos Homogéneos
1 16 7,18562 0,025333 X
0,75 16 7,225 0,025333 X
0,25 16 7,3475 0,025333 X
0,5 16 7,37812 0,025333 X
0 16 7,49937 0,025333 X
Tiempo Casos |MediaLS [Sigma LS |Grupos Homogéneos
24 20 7,185 0,0226585 |X
48 20 7,208 0,0226585 |X
72 20 7,3775 0,0226585 X
96 20 7,538 0,0226585 X

El pH estd entre el rango de 6,5 a 8, el cual es el rango establecido por la

Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (2001) como el pH 6ptimo

para la supervivencia de los peces en su habitad.

4.2.2 Efectos del aditivo modificador reologico a base de latex sobre la

morfologia de los alevines de Poecilia reticulata

En el ensayo toxicologico los alevines de Poecilia reticulata que fueron

sometidos a diferentes concentraciones del aditivo modificador reolégico a base de
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latex (0 %, 0,25 %, 0,50%, 0,75 % y 1 %) V/V, experimentaron cambios en sus

caracteristicas morfoldgicas (nado, movimiento de aletas color y morfologia).

4.2.2.1 Efectos del aditivo modificador reoldgico a base de latex sobre la
morfologia de los alevines de Poecilia reticulata sometidos a la concentracion de
0,00 % V/V de latex

Se puede observar en la Tabla 4.7 que los alevines de Poecilia reticulata
sometidos a la prueba de control, donde la concentracién de latex fue de 0,00 %, no
experimentaron cambios en el nado, pigmentacién de la piel, movimientos de aletas
ni en su morfologia en su estado natural. Correa (2014) indica que los alevines de
Poecilia reticulata son peces pequefios que no pasan de los 5 cm de longitud
estandar, su cuerpo es alargado, poco comprimido y casi cilindrico, la aleta dorsal es
corta y se sitla por detrés de la mitad del cuerpo; su coloracion es muy variable sin
embargo las hembras tienen una coloracion menos viscosas que los machos. Por lo
que se puede tomar en cuenta esta prueba como punto de comparacion al momento de

someter los alevines de Poecilia reticulata a diferentes concentraciones del latex.

Tabla N° 4.7 Caracteristicas anatoOmicas externas de los alevines Poecilia
reticulata sometidos a la concentracion de 0,00 % V/V (prueba de control) del

latex

Horas Nado Pigmentacion | Movimiento de Cambios
aletas morfoldgicos
Los peces nadan a Coloracion Movimiento No presentaron

24 buena velocidad natural continuo cambios
Los peces nadan a Coloracion Movimiento No presentaron

48 buena velocidad natural continuo cambios
Los peces nadan a Coloracion Movimiento No presentaron

72 buena velocidad natural continuo cambios
Los peces nadan a Coloracion Movimiento No presentaron

96 buena velocidad natural continuo cambios
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4.2.2.2 Efectos del aditivo modificador reoldgico a base de latex sobre la
morfologia de los alevines de Poecilia reticulata sometidos a la concentracion de
0,25 % V/V de latex

En la tabla 4.8 se puede observar que los alevines de Poecilia reticulata
sometidos a la concentracion de 0,25 % V/V a las 72 horas del ensayo, mostraron un
nado lento en el fondo en comparacion al tipo de nado que presentaban los alevines
de la prueba de control (0,00 % V/V) que tenian buena velocidad. Tanto en la
pigmentacion de la piel como en el movimiento de las aletas y los cambios

morfolégicos, no se observaron cambios en comparacion a la prueba de control..

Tabla N° 4.8 Caracteristicas anatémicas externas de los alevines de Poecilia
reticulata sometidos a la concentracion de 0,25 % V/V del latex

Horas Nado Pigmentacion | Movimiento de Cambios

aletas morfolégicos
Los peces nadan a Coloracion Movimiento No hubo cambios

24 buena velocidad natural continuo morfoldgicos
Los peces nadan a Coloracion Movimiento No hubo cambios

48 buena velocidad natural continuo morfolGgicos
Nado lento en el Coloracion Movimiento No hubo cambios

72 fondo natural continuo morfoldgicos
Nado lento en el Coloracion Movimiento No hubo cambios

96 fondo natural continuo morfolGgicos

4.2.2.3 Efectos del aditivo modificador reoldgico a base de latex sobre la
morfologia de los alevines de Poecilia reticulata sometidos a la concentracién de
0,50 % V/V de latex

En la tabla 4.9 se puede observar que los alevines de Poecilia reticulata

sometidos a una concentracion de 0,50 % del latex, a las 24 mostraron un
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comportamiento en el nado en forma de circulo mientras a partir de las 48 horas el
comportamiento en el nado fue de un lado a otro en comparacion con los alevines de
la muestra patron. Por otro lado, no se mostraron cambios en la pigmentacién de la

piel, movimientos de aletas ni en su morfologia durante el tiempo de la prueba.

Tabla N° 4.9 Caracteristicas anatomicas externas de los alevines Poecilia
reticulata sometidos a la concentracién de 0,50 % V/V del latex

Horas Nado Pigmentacion Movimiento de Cambios

aletas morfologicos
Nado en circulo Coloracion Movimiento No hubo cambios

24 natural continuo morfoldgicos
Nado de un lado a Coloracion Movimiento No hubo cambios

48 otro natural continuo morfol6gicos
Nado de un lado a Coloracion Movimiento No hubo cambios

72 otro natural continuo morfoldgicos
Nado de un lado a Coloracion Movimiento No hubo cambios

96 otro natural continuo morfoldgicos

4.2.2.3 Efectos del aditivo modificador reoldgico a base de latex sobre la
morfologia de los alevines de Poecilia reticulata sometidos a la concentracién de
0,75 % VIV de latex

En la tabla 4.10 se puede observar que los alevines de Poecilia reticulata
sometidos a una concentracion de 0,75 % de latex presentaron cambios graduales en
el nado, ya que a las 24 horas se observé un nado en circulo, a las 48 horas el
comportamiento en el nada era de un lado a otro y a partir de las 72 horas presentaron
un nado en la superficie y adormecido comparandolo con el comportamiento de los

alevines en la prueba de control.

En la pigmentacion de la piel de los alevines, se empieza a observarse que es

algo clara a las 48 horas y a partir de las 72 horas la piel tiene una pigmentacion clara
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comparado con la pigmentacion que presentaron los alevines de la prueba de control.
En cuanto al movimiento de aletas, a las 72 horas, los alevines tenian un movimiento
suave en comparacion con los alevines de la prueba de control como también se
observo que la membrana de los ojos de los alevines era de color blanco, cambio que

no se noto en los alevines que fueron sometidos a concentraciones menores.

Tabla N° 4.10 Caracteristicas anatomicas externas de los alevines Poecilia
reticulata sometidos a la concentracion de 0,75 % V/V del latex

Horas Nado Pigmentacion Movimiento de Cambios
aletas morfologicos
Nado en circulo ~ Coloracidn natural Movimiento No hubo cambios
24 continuo morfolbgicos
Nado de un lado | Coloracién natural y | Movimiento No hubo cambios
48 a otro algo clara continuo morfolbgicos
Nado en la Piel clara Movimiento Membrana de los 0jos
72 superficie y suave emblanquecida
aletargado
Nado en la Piel clara Movimiento Membrana de los 0jos
96 superficie y suave emblanquecida
aletargado

4.2.2.3 Efectos del aditivo modificador reoldgico a base de latex sobre la
morfologia de los alevines de Poecilia reticulata sometidos a la concentracion de
1,00 % V/V de latex

En la tabla 4.11 se puede observar que los alevines de Poecilia reticulata
sometidos a una concentracion de 1,00 % de latex presentaron cambios progresivos
en el nado, en donde pasadas las 24 horas del ensayo, el nado era lento y los alevines
tenian problemas de equilibrio y a partir de las 48 horas el nado era en la superficie

con problemas de equilibrio comparado con los alevines de la prueba de control
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Tabla N° 4.11 Caracteristicas anatomicas externas de los alevines Poecilia
reticulata sometidos a la concentracion de 1,00 % V/V del latex.

Horas Nado Pigmentacion | Movimiento de Cambios

aletas morfoldgicos
Nado lento y problemas Piel clara Movimiento Membrana de los ojos

24 de equilibrio suave emblanquecida
Nado en la superficie y Piel clara Movimiento Membrana de los ojos

48 | problemas de equilibrio suave emblanquecida
Nado en la superficie y Piel clara Movimiento Membrana de los ojos

72 | problemas de equilibrio suave emblanquecida
Nado en la superficie y Piel clara Movimiento Membrana de los ojos

96 problemas de equilibrio suave emblanquecida

Se puede notar que la pigmentacion de la piel, a partir de las 24 horas, fue mas
clara que los alevines de la prueba de control que tenian una coloracion natural. En
relacién con el movimiento de aletas, su puede observar que a partir de las 24 horas el
movimiento de las aletas de los alevines eran méas suaves que el movimiento que

tenian los alevines de la prueba de control.

En cuanto a los cambios morfologicos de los alevines, a partir de las 24 horas
del ensayo, se not6 que la membrana de los ojos estaban méas emblanquecidas

comparadas a las de los alevines de la prueba de control.

4.3 EVALUACION DE LA BIOTOXICIDAD DEL ADITIVO A BASE DE
LATEX, MEDIANTE LA DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL MEDIA
(DLso), UTILIZANDO ALEVINES DE Poecilia reticulata COMO
BIOINDICADORES

En la tabla 4.12 se observa que transcurridas las primeras 24 horas del ensayo
toxicologico, la mayor cantidad de muertes de alevines se generaron en los acuarios

que contenian una concentracion de 1 % V/V del aditivo modificador reologico a
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base de latex del arbol de caucho (13 alevines muertos), seguido por los acuarios con
tratamientos de 0,75% (2 alevines muertos) y el tratamiento de 0,50% (1 alevin

muerto), para un total de 16 muertes para este primer periodo de evaluacion.

A las 48 horas del ensayo, la concentracion de 1 % V/V continué produciendo
la mayor cantidad de muertes (23 alevines), mientras que la menor cantidad de
muertes se registro en el tratamiento de 0,50 % V/V con solo dos (2) especimenes

muertos.

Pasadas las 72 horas del ensayo, se observo que la mayor cantidad de muertes
producidas fueron de los tratamientos que tenian concentraciones de 1 % V/V, sin
embargo, se puede observar que para ese periodo de evaluacion, ya habian muerto
aproximadamente el 90 % de los alevines sometidos a esa dosis. También se pudo
observar que se generd un incremento en el nimero de especimenes muertos en los
acuarios con los tratamientos de 0,75 % V/V del aditivo modificador reoldgico en

estudio registrandose 11 alevines muertos a las 72 horas.

Transcurridas las 96 horas del ensayo, se puede observar que solo se registrd
una muerte en los tratamientos que tenian una concentracion de 1 % V/V quedando
aproximadamente el 10 % de los alevines vivos para esa concentracion. La mayor
cantidad de muertes se produjeron en las repeticiones que tenian una concentracion
de 0,75 % V/V donde hubo 16 alevines muertos. Para los tratamientos con
concentraciones de 0,25 % V/V no se registraron muertes de la especie durante el

desarrollo del ensayo toxicolégico.



36

Tabla N° 4.12 Total de alevines de Poecilia reticulata muertos por concentracion
de latex del arbol de caucho (Hevea brasiliensis)

Concentraciones Tiempo del ensayo Total de
mg/L  %VIV Muertes
0,00 0,00 0 0 0 0 0
0,00 0,00 0 0 0 0 0
0,00 0,00 0 0 0 0 0
0,00 0,00 0 0 0 0 0
2500,53 | 0,25 0 0 0 0 0
2500,53 0,25 0 0 0 0 0
2500,53 0,25 0 0 0 0 0
2500,53 0,25 0 0 0 0 0
5001,06 0,50 1 0 0 0 1
5001,06 0,50 0 1 0 0 1
5001,06 0,50 0 0 0 1 1
5001,06 0,50 0 0 0 1 1
7501,59 0,75 0 1 1 3 5
7501,59 0,75 1 1 1 1 4
7501,59 0,75 0 0 3 0 3
7501,59 0,75 1 0 2 1 4
10002,12 | 1,00 4 3 1 0 8
10002,12| 1,00 4 3 3 0 10
10002,12| 1,00 2 2 5 0 )
10002,12| 1,00 3 2 3 1 9

Se puede destacar que en los acuarios utilizados como tratamiento control
(concentracion de 0,00 % V/V), no se registré la muerte de alevines, por lo tanto, se
cumple lo establecido en las normas de la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos (EPA) (2001), donde indican que en una muestra de control (0,00 %
V/V) no puede generarse muerte mayor al 1% de los especimenes, permitiendo
constatar que la muerte de los alevines fueron producidas a causa del efecto que tuvo

el latex del arbol de caucho (Hevea brasiliensis).
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En la tabla 4.13 se puede observar el total de alevines de Poecilia reticulata
muertos y su respectivo promedio aritmético en relacion a las diferentes

concentraciones del latex del arbol de caucho (Hevea brasiliensis).

Tabla N° 4.13 Totales y promedios de alevines de Poecilia reticulata muertos a
diferentes concentraciones de latex de arbol de caucho (Hevea brasiliensis)

Concentraciones Mortalidad

0,00 0,00 0,00 0,00
2500,53 0,25 0,00 0,00
5001,06 0,50 4,00 1,00
7501,59 0,75 16,00 4,00
10002,12 1,00 36,00 9,00

En la grafica 4.1 se puede apreciar que al aumentar la concentracion del aditivo
modificador a base de latex, ocurre un aumento del nimero muertes de alevines de
Poecilia reticulata; ya que se refleja una linea recta con pendiente positiva,
determindndose que la dosis letal media, la cual representa la concentracion que
genera el 50 % de muerte en lo alevines de Poecilia reticulata durante las 96 horas
del ensayo toxicologico, fue de 7500 ppm o mg/L, considerandose el aditivo
modificador reoldgico a base de latex del arbol de caucho (Hevea brasiliensis) como
un producto no peligroso y de baja toxicidad segin las normas establecidas por la
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) (1993), ya que su
dosis letal media es mayor o igual a 100 mg/L, el cual es el rango establecido para

productos no peligrosos (DL50> 100 mg/L).

Por lo tanto en caso de haber desechos del aditivo modificador reologico a base
de latex en un medio acuatico ya sea en su transporte o al aplicarse al fluido de

perforacion, este no ocasionaria un impacto ambiental en ese ecosistema.



Mortalidad promedio de los alevines de Poecilia reticulata
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Dosis letal media (DLgg) del litex del drbol de caucho (hevea brasiliensis) aplicado sobre los
bisindicadores alevines de Poecilia reticulata
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Gréfica N° 4.1 Dosis letal media (DLso) del latex del arbol de caucho (Hevea
brasiliensis) aplicado sobre los bioindicadores alevines de Poecilia reticulata.



CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

El latex extraido del arbol de caucho (Hevea brasiliensis) es un sustancia
ligeramente acida con un pH menor a 7 segun la escala de Lauritz (1909).

La muestra de latex utilizada presentd un 92 % de liquido como agua y grasas;

y un 8 % de solidos constituido por resinas gomosas.

El latex utilizado generd cambios en las propiedades del agua, disminuyendo el

pH y aumentando la dureza a medida que aumentaba la concentracion de este.

Se manifestaron cambios en las caracteristicas morfoldgicas y en el
comportamiento de los alevines de Poecilia reticulata al ser sometidos a

diferentes concentraciones del latex.

Al aumentar la concentracion de latex, aumenté la cantidad de alevines de

Poecilia reticulata muertos.

La dosis letal media (DLso) del latex del arbol de caucho (Hevea brasiliensis)
fue de 7500 ppm, considerandose segun la Agencia de Proteccion Ambiental de
los Estados Unidos (EPA) (1993), como una sustancia no peligrosa por

presentar valores superiores a 100 mg/L.
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5.2 RECOMENDACIONES

Realizar pruebas de nitritos en los acuarios al realizar ensayos toxicologicos y

determinar su variacion con respecto a la concentracion y al tiempo.

Realizar estudios sobre diferentes especies con el fin de establecer una

correlacion entre los niveles de toxicidad aguda.

Realizar ensayos toxicoldgicos utilizando diferentes aditivos usados en los
fluidos de perforacién para determinar la dosis letal media (DLso) de estos.

Utilizar distintos aditivos y aplicarlos sobre suelos con presencia de flora
silvestre con el fin de estudiar los efectos de toxicidad y delimitar la dosis letal
media (DLso).

Realizar estudios comparativos determinando los efectos toxicol6gicos que
tiene el latex comercial sobre los alevines de Poecilia reticulata y en la calidad

del agua.
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APENDICE A
Muestra de célculos y procedimientos experimentales utilizados para la
caracterizacion del latex y la determinacién de las propiedades fisicas y quimicas
de las aguas recolectadas en el estudio de biotoxicidad.



A.1 Determinacion de la densidad del latex mediante la Norma ASTM D
854-14

Para determinar la densidad se utilizo el método del picnémetro (Norma ASTM
D 854-14); que consiste en determinar la diferencia entre el volumen del picnGmetro
Ileno con la sustancia en estudio y el picnémetro vacio previamente verificando que
al colocar el tapdn del picnometro la sustancia se derramara indicando que fue
Ilenado correctamente una vez determinado el peso del picndmetro antes y después de

ser llenado.

Procedimiento:

1. Se anoto el valor del volumen del picnémetro que tiene registrado en la pared
del frasco.

2. Se peso el picnémetro vacio, seco y limpio en la balanza analitica.

3. Se lleno el picnémetro con las diferentes muestras. Se colocé el tapdn, hasta
que parte del liquido se derramd, se secaron bien las paredes externas del picnémetro,
esto para evitar que el liquido que queda en las paredes externas provoque errores en
la medicion.

4. Se peso el picndmetro lleno en la balanza analitica.

5. Se determind la densidad de las muestras a temperatura ambiente utilizando
la siguiente ecuacion:

m pic lleno—m pic vac

p:

v pic

(A1)

Donde

m pic lleno: masa del picnémetro lleno, [g]
m pic vacio: masa del picnometro vacio, [g]
v pic: volumen del picnémetro, [ml]

(89,20413g —40,3911g
p =

=1,00021g/ml
48,7155ml



A.2 Procedimiento y célculo del pH

Para determinar y medir el grado de acidez o basicidad del aceite se utilizo un

pH-metro digital.

Procedimiento:

1. Primero se encendio el medidor de pH.

2. Luego se retiro el electrodo de la solucion de almacenamiento que posee pH
neutro y se enjuagd el mismo con agua destilada.

3. Finalmente se sumergi6 el electrodo en la muestra de latex a ser medida; se
registré el valor del pH una vez estabilizada la lectura en la pantalla y por

ultimo se anoté la misma.

Los valores obtenidos fueron los siguientes:

e pH de la muestra de latex= 5,68
La muestra presentd valores por debajo del pH neutro lo que significan que se

sitian en el rango de acidez.

Escala del pH

g

Muy dcida Moderadamente Ligeramente Neutro Ligeramenta Moderadamaente Muy biasico
dcido dcido basico basico

Graéfica A.1 Escala del pH propuesta por Lauritz Soren, (1909).

A.3 Procedimiento para el calculo de la dureza

Para el calculo de la dureza se aplico el método volumétrico complexométrico
bajo la norma API RP 13B-1.



. Enun Erlenmeyer de 250 ml inicialmente se coloc6 1 ml de la muestra del agua
a estudiar.

. Luego se afiadio aproximadamente 5 ml de agua destilada en el recipiente de

valoracion.

. Seguidamente, se agregaron 2 o 3 gotas de solucion amortiguadora Hardner

Buffer. (base de NH,OH).

. Por ultimo, se adicioné 3 gotas del indicador negro de eriocromato y se mezclo
mediante la agitacion.

. Usando una bureta de 25 ml llena y enrazada con la solucion de versenato
estandar (EDTA) 0,01 N, se empez6 a valorar agitando continuamente hasta
que la muestra se volvié azul intenso por primera vez, sin que quedara ningdn
rastro de rojo o vinotinto. Se registré el volumen en ml de solucion de versenato

estandar utilizados

Dureza (mg/L) = ml de Versenato Estandar x 400 ml de muestra (A.2)
Dureza= 0,2ml x 400= 80 mg/L

Tabla A.1 Clasificacion de la dureza del agua en mg/L CaCQO3, segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Dureza (mg/L CaCO3) Tipos de agua
0-60 Blanda
61-120 Ligeramente dura
121 -180 Dura
> 180 Muy dura

Fuente: Organizacion Mundial de la Salud (OMS). (2003)



A.7 Procedimiento para el célculo del contenido de cloruro

En la determinacién del contenido de cloruro se emple6é el método de Mohr

establecido bajo la norma APl RP 13B-1. De manera que:

1.

2.

Se verifico que las muestras presentaran un rango de pH de entre 7 a 8.

En un Erlenmeyer de 250 ml se agregd 10 ml de la muestra y se complet6 con

agua destilada hasta alcanzar los 50 ml.

Se afadieron 5 gotas de cromato de potasio (K2CrOg4) al 5% que nos permitid

presenciar una coloracién amarilla adquirida por la solucién a titular.

Posteriormente, se utilizé una bureta de 25 ml llena y enrasada con nitrato de
plata (AgNO3) a 0,01.M el cual se utilizd para titular volumétricamente
agregando gota a gota mientras se agitaba constantemente hasta que se observé
una coloracion rojizo pardo. La titulacion se termind hasta que el color rojizo se

mantuvo durante varios segundos.

Por Gltimo para cada muestra o alicuota se ley6 en la bureta el volumen en

mililitros gastado de AgNO:s.

Cloruro = cc consumido AgNO3 (Nitrato de plata) x 1000 (A.3)

Cloruro= 0,1 x 1000= 100 mg/L



A.8 Determinacion del % de sélidos y liquidos de la muestra latex
mediante la Norma APl RP 13B-1

Para la determinacion del % de solidos y liquidos se utilizo la retorta bajo la
norma API RP 13B-1.

Procedimiento:

1. Dejar que la muestra de lodo se enfrie a la temperatura ambiente.

2. Desmontar la retorta y lubricar las roscas del vaso de muestra con grasa para
altas temperaturas (Never-Seez®). Llenar el vaso de muestra con el fluido a
probar casi hasta el nivel maximo. Colocar la tapa del vaso de muestra girando
firmemente y escurriendo el exceso de fluido para obtener el volumen exacto —
se requiere un volumen de 10, 20 6 50 ml. Limpiar el fluido derramado sobre la
tapa y las roscas.

3. Llenar la camara de expansion superior con virutas finas de acero y luego
atornillar el vaso de muestra a la camara de expansion. Las virutas de acero
deberian atrapar los sélidos extraidos por ebullicién. Mantener el montaje
vertical para evitar que el lodo fluya dentro del tubo de drenaje.

4. Introducir o atornillar el tubo de drenaje dentro del orificio en la extremidad del
condensador, asentandolo firmemente. El cilindro graduado que estéa calibrado
para leer en porcentajes, deberia estar sujetado al condensador con abrazaderas.

5. Enchufar el cable de alimentacién en el voltaje correcto y mantener la unidad
encendida hasta que termine la destilacién, lo cual puede tardar 25 minutos
segun las caracteristicas del contenido de petrdleo, agua y sélidos.

6. Dejar enfriar el destilado a la temperatura ambiente.

7. Leer el porcentaje de agua, petréleo y sdélidos directamente en la probeta
graduada. Una o dos gotas de solucion atomizada ayudara a definir el contacto

petréleo-agua, después de leer el porcentaje de solidos.



8. Al final de la prueba, enfriar completamente, limpiar y secar el montaje de
retorta.

9. Hacer circular un producto limpiador de tubos a través del orificio del
condensador y del tubo de drenaje de la retorta para limpiar y mantener integro
el calibre de los orificios.

Al leer el contenido de agua y solidos de la muestra de latex se observo que esta
tenia un 92 % de liquidos y 8 % de sdlidos.



APENDICE B
Memoria fotografica



Figura B.1 Muestra del aditivo modificador reoldgico a base de latex

Figura B.2 Acuario contaminado con una concentracion de 1 % V/V del aditivo
modificador reoldgico a base de latex



Figura B.3 Acuarios contaminados con el aditivo modificador reoldgico a base
de latex

Figura B.4 Valvula tapada por el efecto del aditivo modificador reologico a base
de latex



Figura B.5 Alevines de Poecilia reticulata con pérdida de la pigmentacion de la
piel

Figura B.6 Alevin de Poecilia reticulata muerto por efecto del aditivo
modificador reoldgico a base de latex



APENDICE C

Datos promedios obtenidos de las propiedades fisicas y quimicas de las aguas

durante el ensayo de biotoxicidad.



Tabla C.1 Valores promedio del pH de las aguas contenidas en los acuarios por
concentracién del aditivo modificador reolédgico a base de latex

Tabla C.2 Valores promedio de los cloruros de las aguas contenidas en los
acuarios por concentracion del aditivo modificador reoldgico a base de latex




Tabla C.3 Valores promedio de la dureza de las aguas contenidas en los
acuarios por concentracion del aditivo modificador reoldgico a base de latex
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