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RESUMEN

Esta investigacion fue realizada con el proposito de evaluar la biotoxicidad de un aditivo anti-acrecién
a base de extracto de Parapara (Sapindus saponaria) con aplicacién en la formulacién de fluidos de
perforacion utilizando alevines de guppy salvaje (Poecilia reticulata) como bioindicadores. Primero,
se procedi6 a caracterizar el aditivo para conocer propiedades tales como pH, gravedad especifica,
dureza célcica, cantidad de cloruros, color y apariencia. Para la determinacién de la biotoxicidad del
aditivo se ejecutd un procedimiento de tipo experimental a nivel de laboratorio, empleando pruebas de
calidad del agua, determinando el efecto que causa el aditivo sobre la morfologia de los bioindicadores
al someterlos a diferentes concentraciones del aditivo anti-acrecién a base de extracto de Parapara (0;
0,15; 0,25; 0,50 y 0,75) % V/V durante un periodo de 96 horas, con 4 repeticiones por acuario para asf,
de esta manera, determinar la dosis letal media (Dlso) relacionando la mortalidad y concentracién del
aditivo mediante un grafico de dispersion ajustado a un modelo polinémico de segundo orden, lo cual
arrojo una DLso de 4850 ppm permitiendo considerar al aditivo anti-acrecion a base de extracto de
Parapara 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 toxicolégico dentro del rango establecido para
productos no peligrosos (DLse> 100 mg/L). Se llegd a la conclusion de que el aditivo anti-acrecion a
base de extracto de Parapara en concentraciones menores a su DLso en cuerpos de agua dulce no afecta
a los organismos vivientes que pueden estar en el agua pudiendo utilizarse para la formulacion de
fluidos de perforacién base agua sin causar dafios ambientales.

Palabras clave: Biotoxicidad, extracto de Parapara, alevines, dosis letal media,
calidad del agua
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INTRODUCCION

El fluido de perforacion es una sustancia de caracteristicas quimicas y fisicas
apropiadas, que puede ser aire 0 gas, agua, petroleo y combinaciones de agua y aceite
con diferente contenido de solidos. No debe ser toxico, corrosivo ni inflamable, pero
si inerte a las contaminaciones de sales solubles 0 minerales y ademas, estable a altas
temperaturas. Debe mantener sus propiedades segun las exigencias de las operaciones
y debe ser inmune al desarrollo de bacterias. (CIED PDVSA, 2002).

El fluido de perforacion se compone de una serie de aditivos quimicos que
permiten una perforacion eficiente y el agregado de estos productos dependera de
ciertos factores como el tipo de formacion que se esté perforando, la profundidad a
perforar, la fase de la perforacion, condiciones de presion y temperatura, entre otros.
Dentro de sus propo6sitos se encuentran principalmente: transportar los ripios desde el
fondo del hoyo hasta la superficie, enfriar y lubricar la mecha, formar revoque,
controlar la presion de la formacion y mantener en suspension las particulas sélidas

cuando se interrumpe la circulacion.

Uno de los aditivos que se utilizan para la formulacion de los fluidos de
perforacion son los aditivos anti-acrecion, cuya funcion principal es la de mantener la
sarta de perforacion lubricada disminuyendo asi la tension superficial entre los cortes
generados por la mechay el cuerpo externo de las tuberias para asi alargar la vida (til

de estas, generando un ahorro econémico para las empresas.

Como se sabe, la actividad petrolera afecta directamente al ambiente, por esto,
en algunos casos se buscan alternativas de aditivos que se agregan al fluido de

perforacion formulados con componentes naturales a los cuales se les realiza de igual



manera una evaluacion toxicoldgica con el propdsito de saber si dicho aditivo puede

ser utilizado y minimizar los impactos ambientales.

Esta investigacion estuvo orientada en la determinacion de la biotoxicidad de
un aditivo anti-acrecion formulado a base de extracto de Parapara utilizando alevines
de Guppy Salvaje (Poecilia reticulata) como bioindicadores, especie que se encuentra
presente en cuerpos de agua localizados en zonas dedicadas a la actividad petrolera,
especificamente a la perforacion de pozos. La determinacién de la toxicidad se realizé
con la aplicacion de pruebas de calidad del agua y dosis letal media (DLso) con la
finalidad de establecer que tan tdxica podria resultar su aplicacion en la industria

petrolera.



CAPITULO |
EL PROBLEMA Y SUS GENERALIDADES

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La explotaciéon de hidrocarburos siempre ha tenido un impacto negativo en el
ambiente, de ella surgen una gran cantidad de problemas operacionales asociados al
proceso de perforacion como los derrames, los cuales afectan directamente tanto al
ecosistema como a la vida que alberga. A su vez, a medida que pasa el tiempo, el
fluido de perforacion se convierte en un desecho y debe ser eliminado, por esta razén
los fluidos compuestos por aditivos de bajo impacto ambiental son los més deseables.

Es necesario conocer los dafios que pueden ocasionar sustancias derivadas de
estas actividades en cuerpos de agua dulce o salada, conocer sus propiedades, realizar
pruebas de calidad de agua utilizando organismos cuyo habitat sea el sitio afectado y
validar bioensayos de toxicidad para evaluar los efectos tdxicos de dichas sustancias.
A su vez, se busca obtener aditivos de origen natural que puedan generar un menor

impacto ambiental

En relacion a lo antes expuesto, es necesario evaluar la biotoxicidad de un
aditivo a base de extracto de Parapara (Sapindus saponaria), el cual puede ser usado
como aditivo anti-acrecion en fluidos de perforacion base agua, a fin de determinar
qué tan nocivo es su efecto sobre especies que se encuentren en cuerpos de agua
cercanos al proceso de perforacién de pozos petroleros como lo son los alevines de

Guppy Salvaje (Poecilia reticulata).



1.2 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.2.1 Objetivo General

Evaluar la biotoxicidad de un aditivo anti-acrecion a base de extracto de
Parapara (Sapindus saponaria) con aplicacion en la formulacion de fluidos de

perforacion.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar el aditivo anti-acrecion a base de extracto de Parapara (Sapindus
saponaria) necesario para la evaluacion toxicologica.

e Determinar el efecto del aditivo anti-acrecion a base de extracto de Parapara
(Sapindus saponaria) sobre la calidad del agua y la morfologia de los alevines
de Poecilia reticulata.

e Evaluar la biotoxicidad del aditivo anti-acrecion a base de extracto de Parapara
(Sapindus saponaria), mediante la dosis letal media (DLso), utilizando como

bioindicadores alevines de Poecilia reticulata.

1.3 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Esta investigacion tuvo como finalidad determinar la biotoxicidad de un liquido
desarrollado a base de semilla de Parapara, el cual puede ser utilizado como aditivo
anti-acrecion en algunos fluidos de perforacion. Para su evaluacion se utilizaron
alevines de Guppy Salvaje (Poecilia reticulata) como bioindicadores, con el fin de
identificar los posibles cambios anatdmicos externos que presentan los mismos al ser
sometidos a diversas concentraciones de dicho aditivo, a fin de evaluar si su uso es

dafino para las especies que se encuentran en lugares aledafios a instalaciones de



perforacion y finalmente concluir si el uso de este aditivo es viable para la industria
petrolera contribuyendo asi con el uso de productos naturales como alternativa y la

disminucion del impacto ambiental.



CAPITULO 11
MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Marcano, Z. y Malavé, L. (2012) “Determinacion de la toxicidad de los
detergentes formulados a partir de aceite de palma (Elaeis guineensis) y aceite de
soya (Glycine max), utilizados como aditivos en los fluidos de perforacion”. Se
enfocaron en la determinacion de la toxicidad de dos (2) detergentes a base de aceites
naturales como aditivos para fluidos de perforacion base agua, partiendo de la
obtencidn de glicerina mediante el proceso de transesterificacion y de la obtencion de
detergentes liquidos mediante el proceso de saponificacién. Una vez formulados los
detergentes procedieron a caracterizarlos para conocer propiedades tales como color,
apariencia, gravedad especifica, pH, solubilidad hidrica, punto de ebullicién y punto

de inflamacioén.

Posteriormente determinaron la toxicidad de los aditivos mediante una prueba
de calidad de agua utilizando acuarios esféricos y alevines de Viejita (Petenia
splendida) como bioindicadores, estos se sometieron a prueba durante un periodo de
96 horas, en las cuales se le adicionaron concentraciones de ambos detergentes (0;
0,25; 0,50; 0,75 y 1 % V/V), con 3 repeticiones por acuario. Con los resultados
obtenidos del bioensayo, establecieron una relacién entre las concentraciones
utilizadas de los detergentes formulados y el promedio de muertes a través de un
analisis de varianza estableciendo un nivel de confiabilidad de 95% para el ensayo
biotoxicoldgico realizado, permitiendo a través de la realizacién de un gréfico de
dispersion ajustado a un modelo polindmico de segundo orden, la determinacion de la
dosis letal media (DLM) para cada aditivo, concluyéndose que el detergente

formulado a base de glicerina de palma resultd ser mas toxico debido a que generd



una mayor mortalidad de la especie con una concentracion de 1950 mg/L, con
respecto al formulado a base de glicerina de soya del cual se necesitaron 6930 mg/L

para generar la muerte de la mitad de las especies.

El trabajo de investigacion citado anteriormente aportd conocimientos sobre la
metodologia para llevar a cabo de manera méas precisa las actividades experimentales

de la investigacion.

Rivas, I.y Tarrazzi, F. (2013) “Evaluacion de la toxicidad de un crudo liviano
utilizando alevines de peces (Petenia splendida) como bioindicadores”. El
procedimiento que utilizaron fue de tipo experimental desarrollado a nivel de
laboratorio, iniciando con la caracterizacion fisica del crudo, empleando pruebas de
calidad del agua, evaluando las caracteristicas anatomicas externas de los
bioindicadores al someterlos a diferentes concentraciones de crudo y de esta manera
determinaron la dosis letal media mediante un analisis de regresién modelo lineal,
relacionando estadisticamente la mortalidad y concentracion de crudo liviano, estos
resultados los obtuvieron mediante el programa estadistico STATGRAPHICS plus
version 5.1, que arrojé una DLso de 110,33 mg/L. Indicaron que los derrames de
crudo liviano en cuerpos de agua dulce no solo afectan la composicion fisico-
quimica del agua, sino a cualquier organismo viviente que puede estar en ella; a pesar
de que existen organismos que se pueden adaptar a cambios severos a su hébitat,
siempre sufren pequefias o grandes transformaciones anatdmicas externas, es decir
que un derrame de crudo liviano, por ser un componente ajeno o extrafio a un cuerpo
de agua, provoca un eminente desequilibrio al ecosistema, trayendo consigo
transformaciones, deceso y hasta posible extincion de especies u organismos

vivientes.

El trabajo de investigacion citado previamente aportdé conocimientos sobre la

metodologia aplicada para llevar a cabo el célculo de la dosis letal media.



2.2 BASES TEORICAS

2.2.1 Fluidos de perforacion

El fluido de perforacion se utiliza en el proceso de perforacién rotatoria para
limpiar los fragmentos de roca por debajo de la broca y llevarlos a la superficie,
ejercer suficiente presion hidrostatica contra formaciones del subsuelo para evitar que
los fluidos de formacion fluyan hacia el pozo, enfriar y lubricar la sarta de
perforacion rotativa y la mecha. Ademas, el fluido de perforacién debe presentar
propiedades que no sean perjudiciales al medio ambiente (no debe ser tdxico), no
debe presentar efectos adversos en la formacion penetrada o causar corrosion en los
equipos Y tuberias, no debe ser inflamable y debe ser estable a altas temperaturas y
mantener sus propiedades segun la exigencia de los procesos de perforacion.
(Bourgoyne, Millheim, Chenevert y Young, 1986).

2.2.2 Tipos de fluidos de perforacion

» Fluidos base agua: los fluidos base agua son aquellos cuya fase liquida o
continua es agua. Estos sistemas son muy versatiles y se utilizan por lo general
para perforar formaciones no reactivas, productoras o no productoras de
hidrocarburos. (CIED PDVSA, 2002).

> Fluidos base aceite: son fluidos en que la fase continua, o externa, es un aceite,
como el diesel o aceite mineral. En las propiedades del fluido base aceite
influye lo siguiente: relacion aceite/agua, tipo Yy concentracion de
emulsificantes, contenidos en solidos, temperatura y presion pozo abajo, entre
otras. (BAROID, 1997).



2.2.3 Principales propiedades de los fluidos de perforacion

De acuerdo con el Instituto Americano del Petroleo (API), las propiedades del
fluido a mantener durante la perforacion del pozo son fisicas y quimicas. (CIED
PDVSA, 2002).

2.2.3.1 Propiedades fisicas

> Densidad: es la propiedad del fluido que tiene por funcion principal mantener
en sitio los fluidos de la formacion. Los fluidos con buena densidad facilitan la
limpieza del pozo aumentando las fuerzas de flotacion que actGan sobre los
recortes, lo cual contribuye a su remocion del pozo. La densidad se expresa por
lo general en libras por galon (Ipg).

> Viscosidad plastica: la viscosidad es la resistencia que ofrece el fluido a ser
bombeado o a fluir. La viscosidad plastica depende de la concentracion, tamarfio
y forma de los solidos presentes en el fluido y se controla con equipos
mecénicos de control de sélidos, este control es indispensable para mejorar el
comportamiento reoldgico y sobre todo para obtener altas tasas de penetracion
(ROP).

> Punto cedente: es la resistencia al flujo causada por las fuerzas de atraccion
entre las particulas sélidas del fluido. Esta fuerza es consecuencia de las cargas
eléctricas sobre la superficie de las particulas dispersas en la fase liquida. El
punto cedente es una medida de la fuerza de atraccion entre las particulas, bajo
condiciones dinamicas o de flujo. Es la fuerza que ayuda a mantener el fluido
una vez que entra en movimiento.

> Resistencia o fuerza de gel: esta resistencia o fuerza de gel es una medida de
la atraccion fisica y electroquimica bajo condiciones estaticas. Esta relacionada

con la capacidad de suspensién del fluido. Las mediciones comunes de esta 9
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propiedad se toman a los diez segundos y a los diez minutos, pero pueden ser
medidas para cualquier espacio de tiempo deseado.

> Filtrado API: representa la habilidad de los componentes sélidos del fluido de
perforacion para formar una costra delgada y de baja permeabilidad en las
paredes del hoyo. El filtrado indica la cantidad relativa de liquido que se filtra a
través del revoque hacia las formaciones permeables, cuando el fluido es
sometido a una presion diferencial. Se mide en condiciones estaticas, a baja
temperatura y presion para los fluidos base agua.

> pH: el pH indica si el fluido es &cido o basico. El grado de acidez o alcalinidad
del fluido de perforacion es indicado por la concentracién del i6n hidrégeno;
que se expresa comunmente en términos de pH. La medida de pH se realiza
como una ayuda en la determinacion del control quimico del fluido, asi como
indicador de sustancias contaminantes, tales como cemento, yeso.

> Porcentaje de sélidos y liquidos: el porcentaje de sélidos y liquidos se
determina con una retorta. Los resultados obtenidos también permiten conocer a
través de un analisis de sélidos, el porcentaje de sélidos de alta y baja gravedad

especifica.

2.2.3.2 Propiedades quimicas

» Cloruros: se producen por la combinacién del gas cloro (ion negativo) con un
metal (ion positivo) obteniendo como resultado una sal, se caracteriza por ser
altamente toxico y su principal uso es como desinfectante. Sin embargo, cuando
se combinan con un metal, especificamente con el sodio (Na), resultan
esenciales para la vida ya que pequefias cantidades de cloruros son vitales para
la funcion celular de los seres vivos.

> Dureza: la dureza del agua se debe principalmente a los iones calcio y

magnesio presentes en el agua y es independiente de los iones acidos asociados.



11

La dureza total se mide en términos de partes por millon de carbonato de calcio

o calcio, y a veces equivalentes por millon de calcio.

2.2.4 Acrecion

La acrecion es el aumento de un cuerpo debido a la adherencia de particulas
menores. Es debido a la acrecion que se presentan en muchos casos problemas de
embolamiento en los componentes de la sarta de perforacion generando aumento de
torque y arrastre, tension, obstruccion de una linea de flujo, desgaste prematuro de la
mecha y BHA, perforacion més lenta, y escariado posterior, derivando en un excesivo
tiempo no productivo (TNP) y riesgo de equipos altamente costosos (Baker Hughes
Inteq, 1998).

2.2.5 Aditivo anti-acrecion para fluidos de perforacién

Es una mezcla acuosa de aditivos de superficie activa, desarrollados para
reducir la tension superficial de los sistemas de fluidos de perforacién a base de agua
y de esta manera reducir la tendencia que tienen los cortes de lutitas sensibles al agua
de adherirse a la mecha y demas componentes de la sarta de perforacion o ensamblaje
de fondo (M-I SWACO, 2004).

2.2.6 Funciones de los aditivos anti-acrecion

Segin M-I SWACO (2004), las funciones principales de los aditivos anti-

acrecion son las siguientes:

e Minimizar el embolamiento de la mecha y del ensamblaje de fondo causado por

el hinchamiento de las arcillas reactivas.
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e Reducir el torque y el arrastre durante los viajes de tuberia.
e Obtener tasas de perforacién mejorada por efecto de una mejor limpieza del

hoyo.

2.2.7 Parapara (Sapindus saponaria)

Arbol pequefio a mediano de color verde, puede llegar a alcanzar 16 metros de
altura y en casos extraordinarios llega a medir hasta 25 metros, su corteza presenta
tonos de gris claro a gris oscuro y sus hojas se caracterizan por ser pinnadas midiendo
de 9 a 50 centimetros de largo. Los frutos son bayas redondas de 15 milimetros de
diametro de color café que contienen una pulpa pegajosa y una semilla de 1

centimetro de diametro, tanto la pulpa como la semilla son venenosas.

Figura 2.1 Parapara (Sapindus saponaria)
Fuente:

2.2.8 Toxicidad

Es una medida usada para evaluar el grado toxico o venenoso de algunos
elementos y la toxicidad puede referirse al efecto que causa sobre un organismo
completo, como un ser humano, una bacteria, una planta, o una subestructura, como

una célula, dicho efecto puede resultar de un numero de procesos, incluyendo
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absorcion, distribucion, metabolismo de compuestos padre, almacenamiento vy

excrecion. (Castillo, 2004).

M-I SWACO, (2001), establece que: “la toxicidad se usa para determinar los

efectos de la contaminacion sobre los organismos de prueba” (p. 23.2)

2.2.9 Pruebas de bioensayo

Son pruebas realizadas en animales para determinar la toxicidad de un desecho
0 producto, determinandose una relacion de respuesta a la dosis para cada material de
prueba, en general, a medida que aumenta la concentracion del material a prueba en
el ambiente del animal, un mayor porcentaje de los mismos responden a la toxicidad

al morirse.

Los resultados de las pruebas de bioensayo son reportados mediante la
identificacion de puntos especificos en la relacion de respuesta a la dosis, la mayoria
de los permisos de descarga que usan las pruebas de bioensayo, imponen limites
basados en el resultado de la prueba LC50 (concentracion de una sustancia en el aire
0 agua que matara a 50% de la poblacién de animales de la prueba), cuanto mayor sea
la LC50 mayor sera la toxicidad. (M- SWACO, 2001).

2.2.10 Guppy Salvaje (Poecilia reticulata)

Son peces pequefios que llegan a medir de 2 a 6 cm de longitud, se caracterizan
por ser ovoviviparos y por vivir en aguas poco profundas en las margenes de
quebradas, lagunas, cafios y rios. Segin Milani (2016): “Son peces omnivoros, la
posicién de la boca indica que en la naturaleza se alimentan en la superficie de

detritus, insectos acuaticos y algas”. (p.1).
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Los Poecilia reticulata presentan dimorfismo sexual, esto quiere decir que se
pueden diferenciar los machos de las hembras, siendo los machos mas pequefios y
coloridos con las aletas caudal y dorsal méas desarrolladas y la aleta anal modificada

en organo copulador (gonopodio).

Figura 2.2 Poecilia reticulata
Fuente: Milani. (2016)

2.2.11 Bases y normativas legales relacionadas con la investigacién

> Ley Orgénica del Ambiente (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 biolégicas, vegetales y animales.

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

e Las que alteren las dinamicas fisicas, quimicas y bioldgicas de los cuerpos
de agua.

e Otras que puedan dafiar el ambiente o incidir negativamente sobre las
comunidades biolégicas, la salud humana y el bienestar colectivo.
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> 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 o vayan a ser descargados, en forma directa o indirecta, a rios, estuarios,

lagos y embalses.

Tabla 2.1 Maximo rango permisible de las aguas aptas de acuerdo a los
pardmetros fisico-quimicos

Parametros fisico-quimico Limites maximos
Cloruros 1000 mg/L
pH 6-9

Fuente: Decreto 883 (1995)

2.3 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

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

Contaminacion: aumento de la concentracion de una sustancia del sistema natural
superando las variaciones tipicas y condiciones normales de la misma. (Alvarez,
Martin y Ruza, 1984, p. 437).

Contaminacion en fluido de perforacion: la presencia en un fluido de perforacion
de cualquier materia extrafia que tienda a producir propiedades perjudiciales del
fluido de perforacion. (M-1 SWACO, 2001, p. B-6)
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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)

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.32).

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

Impacto ambiental: efecto sobre el ambiente ocasionado por la accién antrépica o
de la naturaleza. (Ley Orgéanica del Ambiente, 2006, p.7)

Indicador: sustancias en valoraciones acido base que, en solucién, cambian de color
o se vuelven incoloras, cuando la concentracion de iones hidrdgeno alcanza un valor
definido; estos valores varian con el indicador. En otras valoraciones, como las
determinaciones de cloruro, dureza y otras, estas sustancias cambian de color al final
de la reaccion. Los indicadores comunes son la fenolftaleina, el cromato de potasio,
etc. (M-I SWACO, 2001, p. B-12)



CAPITULO III
MARCO METODOLOGICO

3.1 TIPO DE INVESTIGACION

La investigacion que se realizé fue de tipo explicativa debido a que partiendo
del andlisis e interpretacion de resultados obtenidos mediante observacion directa se
pretendio explicar el efecto que caus6 un aditivo anti-acrecion a base de extracto de
Parapara (Sapindus saponaria) en alevines de Poecilia reticulata utilizados como
bioindicadores, evaluando la biotoxicidad del aditivo para ser utilizado como fluido
de perforacion. Segun Arias, (2006):

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 en la determinacion de la
causa (post-facto) como de los efectos (investigacion experimental),
mediante la prueba de hipotesis. (p. 26)

3.2 DISENO DE LA INVESTIGACION

El disefio de la presente investigacion fue de tipo experimental ya que se
sometieron a estudio ejemplares de Poecilia reticulata, a fin de observar los efectos
que causarian las concentraciones del aditivo anti-acrecién a base de semilla de
Parapara (variables independientes) sobre la mortalidad y caracteristicas morfolégicas
(variables dependientes) de esta especie en estudio. Segun Arias, (2006), la

3

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 y reacciones que se producen (variable

dependiente).” (p.24)

17
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3.3 DISENO EXPERIMENTAL

La investigacion estuvo enmarcada bajo un disefio de varianza de bloques

aleatorios donde “n” representa el numero de tratamientos y “m” el nimero de

repeticiones. Segun Little (1987):

En el disefio de bloques completos al azar, los bloques son conjuntos de
unidades experimentales dispuestas o seleccionadas con anterioridad a la
asignaciéon de tratamientos, de modo que la variabilidad existente es
minimizada dentro de los bloques y maximizada entre los mismos. Los
tratamientos se asignan aleatoriamente el mismo ndmero de veces a las
unidades experimentales dentro de un bloque (p.65).

Las unidades experimentales estuvieron constituidas por 20 acuarios los cuales
contuvieron 8 peces cada uno, sometidos a concentraciones de 0; 0,15; 0,25; 0,50;
0,75 %V/V de aditivo a base de extracto de Parapara (Sapindus saponaria)
respectivamente, con un numero de 4 acuarios por cada concentracion (4
repeticiones), siendo las variables independientes las distintas concentraciones del
aditivo necesarias para determinar el efecto que tendran sobres las variables
dependientes (mortalidad, cambios morfoldgicos y propiedades del agua). Esto con el
fin de evaluar la biotoxicidad del aditivo anti acrecién a través de pruebas de calidad
del agua y dosis letal media (DL50) utilizando alevines de Poecilia reticulata como

bioindicadores.

3.4 PROCEDIMIENTO METODOLOGICO

Para la realizacion de la investigacion se empled un procedimiento
metodoldgico con el fin de mantener un orden y concordancia sobre los objetivos

especificos ya planteados:



19

3.4.1 Caracterizacion del aditivo anti-acrecion a base de extracto de

Parapara (Sapindus saponaria) necesario para la evaluacion toxicolégica.

Se tomd como punto de partida el desarrollo del aditivo anti-acrecion a base de
extracto de Parapara (Sapindus Saponaria), el cual fue obtenido mediante el
procedimiento aplicado por Cabeza (2019) Inicialmente se realiz6 la ubicacion del
arbol de Parapara en zonas aledafias al municipio Caripe, estado Monagas y se obtuvo

su fruto a fin de extraer su cascara mediante un simple corte o prensado.

Posteriormente se procedio a la elaboracion del aditivo anti-acrecion, liquido a
base de la cascara de acuerdo al procedimiento indicado por VidaNaturalia (2014) el
cual consistio en afadir 80 cascaras de parapara a 1 litro de agua, lo que representd un
peso total de 62,92 g de cascaras colocdndose en un recipiente durante un tiempo de
15 minutos sobre el plato de calentamiento y se dejo reposar durante un tiempo de 30

minutos filtrando finalmente la mezcla obtenida.

Luego el liquido obtenido fue dividido en dos partes iguales y se coloc6 una de
las partes (%2 litro) junto con las mismas céscaras nuevamente sobre el plato de
calentamiento, pero esta vez durante un tiempo de 10 minutos mientras se iba
mezclando manualmente para evitar que las cascaras se fijaran al recipiente, pasados
los 10 minutos se procedié a retirar del plato y se dejo reposar por 30 minutos,
posteriormente se filtrd nuevamente y se adiciond al liquido que ya se habia obtenido
previamente formando asi 1 litro del aditivo anti-acrecion a base de extracto de

Parapara (Sapindus saponaria).

Una vez obtenido el aditivo anti-acrecion se procedio a determinarle las
propiedades fisicas y quimicas como: gravedad especifica, pH, dureza, cloruros, color

y apariencia utilizando los siguientes métodos:
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3.4.1.1 Método estdndar para determinacion de la gravedad especifica
mediante el picndmetro Gay Lussac (segin norma ASTM D854-14)

Esta prueba se basé en la utilizacion de un picnémetro o botella de gravedad
especifica, la cual posee un sello de vidrio que dispone de un tapon provisto de un
finisimo capilar, de tal manera que puede obtenerse un volumen con gran precision.
Esto permite medir la densidad de un fluido, en referencia a la de un fluido de

densidad conocida como el agua.

3.4.1.2 Método de prueba estandar para pH (segiin norma ASTM-3838-80)

Esta prueba se realiz6 para indicar el grado de acidez o basicidad del aditivo
anti-acrecion a base de semilla de Parapara (Sapindus saponaria). Se calculd a través

de un pH metro digital.

3.4.1.3 Método de célculo de dureza (segin norma ASTM D-1126)

Para el calculo de la dureza se aplicd el método volumétrico complexométrico
que consistio en colocar 1mL del aditivo anti-acrecidn a base de extracto de Parapara
en un Erlenmeyer, luego, se le afiadieron 5 mL de agua destilada para seguidamente
agregar 2 gotas de solucién amortiguadora Buffer (base de NH4sOH) y 3 gotas del
indicador negro de eriocromato. Después de agitar la mezcla se procedié a titular
usando una bureta de 25 mL llena y enrazada con la solucion de versenato estandar
(EDTA) 0,01 N, se empez0 a valorar agitando continuamente hasta que la muestra se
volvié azul intenso por primera vez, sin que quedara ningun rastro de rojo o vinotinto
y se registro el volumen en mL de solucion de versenato estandar utilizados. Esto con

el fin de calcular la concentracion de calcio que posee el aditivo anti-acrecion.
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3.4.1.4 Método para el célculo de cloruros (segun norma COVENIN 2138-
84)

Se empled el método de Mohr para calcular la cantidad de cloruros que poseia
el aditivo en estudio, primeramente, en un Erlenmeyer se agregé 1 mL del aditivo
anti-acrecion a base de extracto de Parapara y se completé con agua destilada hasta
alcanzar los 50 mL. Luego, se afiadieron 5 gotas de cromato de potasio (K2CrOy) al
5% que permitié presenciar una coloracion 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 utiliz6 para titular volumétricamente agregando
gota a gota mientras se agitaba constantemente hasta que se observé una coloracion
rojizo pardo. La titulacién se termind hasta que el color rojizo se mantuvo durante

varios segundos y se leyo en la bureta el volumen en mililitros gastado de AgNO:s.

3.4.1.5 Color y apariencia:

Mediante percepcion visual se obtuvo el color y la apariencia del aditivo anti-

acrecion.

3.4.2 Determinacion del efecto del aditivo anti-acrecion a base de extracto
de Parapara (Sapindus saponaria) sobre la calidad del agua y la morfologia de

los alevines de Poecilia reticulata.

Para realizar las pruebas se requirieron 20 recipientes de vidrio (acuarios- tipo
bowl) de una capacidad de 3 litros donde se introdujeron 2,5 litros de agua potable,
posteriormente se distribuyo el oxigeno en los 20 acuarios utilizando una bomba
aireadora conectada a mangueras de silicon unidas entre si por conectores plasticos

tipo T y culminando con un regulador de oxigeno para cada pecera, supervisando que



22

cada acuario estuviese recibiendo oxigeno. Luego, se procedi6 a enumerar e
identificar al azar cada pecera de acuerdo a las concentraciones establecidas para la
prueba (0%; 0,15%; 0,25%; 0,50%; 0,75% %V/V) utilizando 4 repeticiones por cada

concentracion.

Se introdujeron 8 ejemplares de Guppy salvaje (Poelicilia reiculata) en cada
pecera, con un tamafio aproximado de 2 a 3 centimetros, sin discriminacién de sexo,
estos 160 especimenes fueron previamente recolectados del rio Guanipa en el estado
Monagas. Seguidamente, se le agregd a cada acuario su concentracién ya establecida
del aditivo anti-acrecion a base de extracto de Parapara (Sapindus saponaria)
tomando muestras de agua de cada pecera cada 24 horas por un periodo de 96 horas
(4 dias) como lo establece la Prueba de toxicidad aguda para peces de agua dulce-
Método estatico (ISO 7346-1) con la finalidad de determinar si el producto en
estudio causa efecto sobre la calidad de agua, lo cual requiri6 la medicion de
parametros como la temperatura, la cual fue medida con un termémetro; el pH, el
cual fue determinado con el pHmetro digital (segin norma ASTM-3838-80); el
contenido de cloruros, el cual se determind mediante titulacién usando como agente
valorante el nitrato de plata y como indicador cromato de potasio y por Gltimo la
dureza; la cual se determiné a través de una titulacién 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.

A su vez, durante las 96 horas de realizacion del ensayo, cada 24 horas se
observo el comportamiento y los cambios fisicos de los alevines de Guppy Salvaje
(Poecilia reticulata) contenidos en los recipientes de vidrio (acuarios tipo bowl) con
las diferentes concentraciones de aditivo anti-acrecion a base de extracto de Parapara
(0; 0,15; 0,25; 0,50; 0,75 %V/V), realizando una tabla para cada concentracion

tomando como biomarcadores: nado, pigmentacién, movimiento de aletas y cambios
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morfolégicos como lo son: hinchamiento del cuerpo, emblanquecimiento de la

membrana ocular o desintegracion de la piel.

3.4.3 Evaluacion de la biotoxicidad del aditivo anti-acrecion a base de
extracto de Parapara (Sapindus saponaria), mediante la dosis letal media (DLso),

utilizando como bioindicadores alevines de Poecilia reticulata.

El ensayo a realizar fue establecido bajo un disefio estadistico de bloques al
azar, utilizando diferentes parametros y la determinacion de la (DLso). Para llevar a
cabo la evaluacion de la biotoxicidad del aditivo anti-acrecion a base de extracto de
Parapara (Sapindus saponaria) se evalu6 cada 24 horas por un periodo de 4 dias (96
horas) la mortalidad de los bioindicadores, lo que permitié establecer mediante el
grafico de concentracion con respecto al promedio de ejemplares 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

3.5.1 Técnicas de recoleccion de datos

Para la realizacion de este proyecto se utilizd la revision bibliografica como
técnica, recopilando el material requerido para el desarrollo del tema en estudio,

como trabajos de grado, ensayos de calidad y normativa legal.

Otra técnica a utilizar fue la observacion directa. Segun Arias (2006), la
observacion directa “es una técnica que consiste 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)
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3.5.2 Instrumentos de recoleccion de datos

Segin Arias, (2006) “Un instrumento de recoleccion de datos es cualquier
recurso dispositivo o formato (en papel o digital), que se utiliza para obtener, registrar
o almacenar informacién”. De esta manera los instrumentos de recoleccion de datos
que se utilizaron para el desarrollo de este proyecto son principalmente: la

computadora portéatil, camara fotografica, tabla de recoleccion de datos, entre otros.

3.6 RECURSOS

3.6.1 Recursos humanos

La investigacion estuvo a cargo de dos estudiantes y ademas se cont6 con la
asesoria académica de profesores del Departamento de Ingenieria de Petréleo de la

Universidad de Oriente, Nlcleo de Monagas.

3.6.2 Recursos materiales

Para la ejecucion de esta investigacion se requirieron equipos, instrumentos y
materiales del laboratorio de perforacion de la Universidad de Oriente como: pH-
metro, termdmetros, goteros y agitadores, se utilizaron agentes valorantes (Nitrato de
plata, EDTA) e indicadores (cromato de potasio, negro de eriocromo) asimismo como

el aditivo anti-acrecion a base de extracto de Parapara.
3.6.3 Recursos economicos
Los gastos asociados a la adquisicién de material de oficina, reactivo para

ensayos, materiales e instrumentos en general necesarios para la ejecucion del

proyecto fueron asumidos totalmente por los investigadores de este trabajo.



CAPITULO IV
ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACION DEL ADITIVO ANTI-ACRECION A BASE DE
EXTRACTO DE PARAPARA (Sapindus saponaria) NECESARIO PARA LA
EVALUACION TOXICOLOGICA.

Acorde con la caracterizacion del aditivo anti-acrecion a base de extracto de
Parapara (Sapindus saponaria), se evaluaron sus propiedades obteniéndose los

resultados mostrados en la tabla 4.1:

Tabla 4.1 Propiedades y caracteristicas fisicas y quimicas del aditivo anti-
acrecion formulado a base de extracto de Parapara (Sapindus saponaria)

Propiedades y Caracteristicas

pH @ T=25°C 3,91
Gravedad Especifica @ T= 25 °C 1,0419
Dureza 240 mg/L
Cloruros 100 mg/L
Color Marrén
Apariencia Liquido

La caracterizacion del aditivo anti-acrecion formulado a base de extracto de
Parapara (Sapindus saponaria) fue realizada a condiciones estandar de presion y
temperatura (1 atm y 25 °C) respectivamente, observandose que el aditivo estudiado
presenta un pH de 3,91 clasificAndose como una sustancia &cida de acuerdo a la
escala de potencial de hidrogeno establecida por el bioquimico Lauritz (1909), dicha
acidez en un fluido de perforaciéon puede ocasionar un aumento en el desgaste por
corrosion en las sartas de perforacion, de igual manera, favorece un incremento en los
valores de las propiedades reologicas. En cuanto al efecto de la concentracion de

acidos sobre la vida de los especimenes, esto resultaria en un impacto negativo, ya

25
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que, las sustancias acidas generan una alteracion en el sistema nervioso de los peces
causandoles ansiedad (La Tercera, 2013). La gravedad especifica arrojé un valor de
1,0419 evidenciandose que el aditivo presenta un valor de gravedad especifica similar a
la densidad del fluido tomada como referencia para el calculo de dicha propiedad, es
decir, ligeramente mayor a la densidad del agua. También, se observé que el liquido
caracterizado posee una dureza de 240 mg/L teniendo en su composicion una
cantidad apreciable de particulas de calcio y magnesio que lo clasificarian como una
sustancia dura segun lo establecido por la guia de calidad del agua de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), (2003) por otro lado, el aditivo a base de parapara
presentd un valor de cloruros de 100 mg/L indicando la presencia de cloruros en su

composicion.

Adicionalmente el aditivo presentd una coloracién marrén debido a la céscara
de la Parapara, la cual es utilizada para formular el aditivo anti-acrecion y al ser
hervida desprende este color natural caracteristico, obteniéndose de igual manera una

apariencia liquida.

4.2 DETERMINACION DEL EFECTO DEL ADITIVO ANTI-ACRECION A
BASE DE EXTRACTO DE PARAPARA (Sapindus saponaria) SOBRE LA
CALIDAD DEL AGUA Y LA MORFOLOGIA DE LOS ALEVINES DE

Poecilia reticulata.

Se realizaron pruebas de calidad al agua contenida en las peceras durante la
realizacion del ensayo y, simultaneamente, se observaron las caracteristicas
anatomicas externas de los alevines de Guppy salvaje (Poecilia reticulata) al ser
expuestos a diferentes concentraciones del aditivo anti-acrecion a base de extracto de
Parapara (Sapindus saponaria) para determinar el efecto que caus6 dicho aditivo en

la calidad del agua y en la morfologia de los bioindicadores.
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4.2.1 Pruebas de calidad del agua realizadas durante el ensayo al agua
contenida en los acuarios a diferentes concentraciones de aditivo anti-acrecion

formulado a base de extracto de Parapara (Sapindus saponaria).

Para determinar el efecto que causa el aditivo en estudio en el agua contenida
en las peceras se realizaron pruebas de calidad durante la realizacion del ensayo.

4.2.1.1 Potencial de hidrégeno (pH) del agua sometida a diferentes

concentraciones del aditivo anti-acrecion.

Se evaluo el potencial de hidrogeno (pH) para cada concentracion durante un
periodo de 96 horas, donde se observa en la tabla 4.2 valores similares en cada
medicién manteniéndose en el rango de aceptacion segun lo indicado por la Agencia
de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (2001), la cual establece que los
valores de pH dptimos para la supervivencia de los peces en acuarios deben estar

entre los rangos de 6,5 a 8,0 (Ver Apéndice B).

Tabla 4.2 Valores promedio del potencial de hidrégeno (pH) del agua sometida a
concentraciones del aditivo anti-acrecion formulado a base de extracto de
Parapara (Sapindus saponaria)

Concentraciones iy pH
(mg/L) 24 h 48 h 72h 96 h
0 0 7,34 7,42 7,44 7,46
1562,85 0,15 7,56 7,66 7,78 7,83
2604,75 0,25 7,43 7,52 7,98 7,76
5209,5 0,50 7,62 7,72 7,99 7,98
7564,19 0,75 7,78 7,57 7,83 7,92
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4.2.1.2 Dureza del agua sometida a diferentes concentraciones del aditivo

anti-acrecion.

En relacion a los resultados obtenidos para la dureza del agua mostrados en la
tabla 4.3, al agregar el aditivo anti-acrecion a base de extracto de Parapara (Sapindus
saponaria) a distintas concentraciones, se observo un resultado de 40 mg/L para los
ensayos de 0 %V/V de concentracion, mientras que, para las demés pruebas (0,15;
0,25; 0,50; 0,75 %V/V) se observd que los valores de dureza eran de 80 mg/L,
indicando que el aditivo anti-acrecion aportd cierta cantidad de calcio a los acuarios,
esto debido a que el aditivo anti-acrecidn sin diluir en agua posee una dureza de 240
mg/L (tabla 4.1), sin embargo, el agua contenida se puede clasificar como agua
moderadamente dura por tener un valor entre los 75-150 mg/L, segln lo establecido
por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), (2003) (Ver Apéndice B) la cual no
deberia afectar la vida de los peces, como lo indica Hernandez, et al .(2000) que
establecen que los alevines de Poecilia reticulata resisten sin dificultad aguas

moderadamente duras e inclusos muy duras.

Tabla 4.3 Valores promedio de dureza del agua sometida a concentraciones del
aditivo anti-acrecion formulado a base de extracto de Parapara (Sapindus

saponaria)
Concentraciones Yoviv Dureza (mg/L)

(mg/L) 24 h 48 h 72 h 96 h

0 0 40 40 40 40
1562,85 0,15 80 80 80 80
2604,75 0,25 80 80 80 80
5209,5 0,50 80 80 80 80
7564,19 0,75 80 80 80 80
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4.2.1.3 Cloruros del agua sometida a diferentes concentraciones del aditivo

anti-acrecion.

Se observa en la tabla 4.4 que para cada muestra de agua tomada de los
diferentes ensayos con distintas concentraciones de aditivo anti-acrecion a base de
extracto de Parapara (Sapindus saponaria), el total de cloruros es constante a lo largo
de toda la prueba, esto indica que el aditivo anti-acrecion agregado no poseia iones
cloruro suficientes (tabla 4.1) como para causar una alteracion de los valores de

cloruros presentes en cada acuario en estudio.

Tabla 4.4 Promedio total de cloruros por concentraciones con aditivo anti-
acrecion formulado a base de Parapara (Sapindus saponaria)

Concentraciones o Cloruros (mg/L)
O\

(mg/L) 24 h 48 h 72 h 96 h

0 0 100 100 100 100
1562,85 0,15 100 100 100 100
2604,75 0,25 100 100 100 100
5209,5 0,50 100 100 100 100
7564,19 0,75 100 100 100 100

4.2.2 Efecto de las diferentes concentraciones del aditivo a base de extracto
de Parapara (Sapindus saponaria) sobre la morfologia de los alevines de Poecilia

reticulata.

Para determinar el efecto que causaron las distintas concentraciones del aditivo
en estudio en la morfologia de los bioindicadores se observo cada 24 horas el

comportamiento de los mismos obteniéndose los siguientes resultados:
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4.2.2.1 Efecto de la concentracion de 0 %V/V sobre los alevines de Poecilia

reticulata

Segun el Club de peces de agua dulce (2015), los Poecilia reticulata “‘son peces
muy activos, les gusta explorar y siempre mantienen sus aletas en movimiento” lo
cual indica que los peces sometidos a 0% %V/V de concentracion de aditivo a base
de extracto de Parapara (Sapindus saponaria) mantuvieron sus caracteristicas
naturales de nado y movimiento de aletas como se observa en la tabla 4.5, a su vez,
no hubo cambio en su pigmentacién y no se observaron cambios morfol6gicos como
emblanquecimiento de la membrana ocular o cuerpo hinchado durante las 96 horas de
duracion del ensayo, dejando en evidencia que ningun factor afectaba el sistema en el

cual se encontraban todos los alevines de Guppy salvaje.

Las caracteristicas de estos peces fueron utilizadas como punto de comparacion
para las muestras de 0,15; 0,25; 0,50; 0,75 %V/V a fin de determinar si el medio

acuatico estuvo afectado durante la realizacién del ensayo.

Tabla 4.5 Efecto del aditivo a base de extracto de Parapara (Sapindus
saponaria) al 0 %V/V sobre la morfologia de los alevines de Poecilia reticulata

Movimiento Cambios

Horas Nado Pigmentacion -
de aletas morfoldgicos
24 Buen_a velocidag Natural Continuo Ninguno
(dispersos)
48 Buena velocidad Natural Continuo Ninguno

(dispersos)

72 Buen_a velocidad Natural Continuo Ninguno
(dispersos)

96 Buen_a velocidad Natural Continuo Ninguno
(dispersos)
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4.2.2.2 Efecto de la concentraciéon de 0,15 %V/V sobre los alevines de

Poecilia reticulata

Durante el ensayo se pudo observar (tabla 4.6) que los alevines de Guppy
salvaje (Poecilia reticulata) sometidos a una concentracion de 0,15 %V/V de aditivo
anti-acrecion a base de extracto de Parapara (Sapindus saponaria) no presentaron
ningdn cambio en sus caracteristicas anatdmicas en comparacion con la muestra de 0
%VI/V, ya sea de nado, pigmentacién, movimiento de las aletas o morfologia
indicando que una concentracion de 0,15 %V/V del aditivo no afecta el medio

acuatico en el cual se encuentran los bioindicadores.

Tabla 4.6 Efecto del aditivo a base de extracto de Parapara (Sapindus
saponaria) al 0,15 %V/V sobre la morfologia de los alevines de Poecilia
reticulata

Movimiento Cambios

Horas Nado Pigmentacién -
de aletas morfologicos

24 Buen_a velocidad Natural Continuo Ninguno
(dispersos)

Buena veloci . .
48 ue _a velocidad Natural Continuo Ninguno
(dispersos)

B loci . .
72 uen_a velocidad Natural Continuo Ninguno
(dispersos)

96 Buen_a velocidad Natural Continuo Ninguno
(dispersos)

4.2.2.3 Efecto de la concentraciéon de 0,25 %V/V sobre los alevines de

Poecilia reticulata

Se observa en la tabla 4.7 que para los peces sometidos a una concentracion de
0,25 %V/V no hubo ningun cambio pasadas las 48 horas de prueba, sin embargo,
luego de las 72 horas, los alevines disminuyeron la velocidad de su nado vy el

movimiento de sus aletas en comparacién con los del ensayo de 0 %V/V, lo cual es
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un indicativo de un cambio de conducta en los Guppy salvajes debido a las
condiciones del agua. Segun la pagina espafiola Mundo Acuario (2011), “se podra
comprobar que algo va mal, cuando el pez se empieza a mover por las esquinas o
rincones de la pecera, 0 se mueve muy lentamente, o sus aletas estan pegadas a su

cuerpo, evitando moverlas”.

Un comportamiento similar fue observado por Marcano y Malavé (2012) en su
ensayo para la determinacién de la toxicidad de detergentes formulados a partir de
aceite de Palma (Elaeis guineensis) y aceite de Soya (Glycine max), utilizados como
aditivos en los fluidos de perforacion, donde sus bioindicadores sometidos a la dosis
de 0,25 %V/V comenzaron a disminuir su velocidad a partir de las 72 horas de

realizacion de la evaluacion biotoxicologica.

Tabla 4.7 Efecto del aditivo a base de extracto de Parapara (Sapindus
saponaria) al 0,25 %V/V sobre la morfologia de los alevines de Poecilia
reticulata

Movimiento Cambios

Horas Nado Pigmentacion -
de aletas morfologicos

24 Buen_a velocidad Natural Continuo Ninguno
(dispersos)

Buena velocidad

48 . Natural Continuo Ninguno
(dispersos)

72 Velo?ldad media Natural PO_CO Ninguno
(dispersos) continuo

96 VEIO(.:Idad media Natural PO_CO Ninguno
(dispersos) continuo

4.2.2.4 Efecto de la concentracion de 0,50 %V/V sobre los alevines de

Poecilia reticulata

En la tabla 4.8 se observa que los alevines sometidos a una concentracion de

0,50 %V/V de aditivo anti-acrecion a base de extracto de Parapara (Sapindus
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saponaria) apenas transcurridas las primeras 24 horas de la prueba habian disminuido

la velocidad de su nado, sus aletas se encontraban plegadas por lo cual movimiento

era poco continuo o intermitente en comparacion con el ensayo de 0 %V/V.

A las 72 horas del inicio del ensayo, los peces sobrevivientes se encontraban

agrupados, su piel paso de tener su color natural brillante a una pigmentacién opaca,

cambio que no se habia observado en los especimenes sometidos a concentraciones

menores; esto ocurre debido a que en presencia de contaminacion de su habitat (en

este caso los acuarios), sus escamas, como el pelaje o la piel de cualquier animal,

puede verse afectada por alguna alteracion, cambiando su color inicial a colores mas

opacos 0 menos intensos como lo indica Zapata (2015).

Tabla 4.8 Efecto del aditivo a base de extracto de Parapara (Sapindus
saponaria) al 0,50 %V/V sobre la morfologia de los alevines de Poecilia

reticulata
. . Movimiento Cambios
Horas Nado Pigmentacion o
de aletas morfologicos
24 VeIoc_:ldad media Natural PO_CO Ninguno
(dispersos) continuo
48 Veloc_:ldad media Natural PO_CO Ninguno
(dispersos) continuo
Velocidad lenta .
72 Opaca Suave Ninguno
(agrupados en el fondo) P g
Velocidad lenta .
96 Opaca Suave Ninguno

(agrupados en el fondo)

4.2.2.5 Efecto de la concentracion de 0,75 %V/V sobre los alevines de

Poecilia reticulata

Durante las primeras 24 horas de prueba, se pudo observar que en los acuarios

con concentracion 0,75 %V/V del aditivo anti-acrecion a base de Parapara, todos los
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alevines murieron, presentando cambios en sus caracteristicas como: opacidad en la

superficie de la piel, membrana de ojos emblanquecida y cuerpo hinchado.

En el Manual basico de Sanidad Piscicola del Ministerio de Agricultura y
Ganaderia de Paraguay (2011), se sefiala que “la opacidad en la piel de los peces
puede ser causada por toxinas exdgenas. Los sintomas que aparecen con mas
frecuencia son lesiones en branquias, piel, como asi también fuertes lesiones
hepaticas y en el rifion.” (p.21), entendiéndose como exdgena una sustancia externa
como el aditivo a base de extracto de Parapara (Sapindus saponaria) agregado a los
diferentes acuarios, que se introduce al organismo por via digestiva o respiratoria de

los alevines.

Por otro lado, Fontanillas (2001), miembro de la unidad de Zoologia del
Departamento de Fisiologia Animal de la Universidad Complutense de Madrid en su
articulo Acuariofilia: enfermedades y tratamientos de peces de acuario, indica que “el
cuerpo hinchado es causa de Hidropesia la cual se manifiesta generalmente por

contaminacion en el agua, afectando sus rifiones”.

43 EVALUACION DE LA BIOTOXICIDAD DEL ADITIVO ANTI-
ACRECION A BASE DE EXTRACTO DE PARAPARA (Sapindus saponaria),
MEDIANTE LA DOSIS LETAL MEDIA (DLso), UTILIZANDO COMO
BIOINDICADORES ALEVINES DE Poecilia reticulata.

Se realiz6 una evaluacion a nivel de laboratorio de la toxicidad del aditivo anti-
acrecion a base de extracto de Parapara (Sapindus saponaria) por medio del calculo
de la dosis letal media (DLso) del aditivo en los bioindicadores.
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4.3.1 Calculo de la Dosis letal media (DLso) del aditivo anti-acrecion a base
de extracto de Parapara (Sapindus saponaria) aplicado sobre los bioindicadores

alevines de Poecilia reticulata.

Se calculd la dosis letal media (DLso) del aditivo anti-acrecion a base de
extracto de Parapara (Sapindus saponaria) sobre los alevines de Guppy salvaje
Poecilia reticulata con el fin de conocer la toxicidad del aditivo, obteniéndose los

siguientes resultados:

Tabla 4.9 Totales de alevines de Guppy salvaje (Poecilia reticulata) muertos por
repeticion a diferentes concentraciones de aditivo anti-acrecion a base de
extracto de Parapara (Sapindus saponaria)
Concentraciones | Tiempo de prueba
%v/v 24 |48 |72 |96
0,00
0,00
0,00
0,00
0,15
0,15
0,15
0,15
0,25
0,25
0,25
0,25
0,50
0,50
0,50
0,50
0,75
0,75
0,75
0,75

Total de muertes

o

DO N[O |OOC|OI0O0O|0O|0(0O|0|O0(0O|O
OO0 0O|0O|0O|0|O0|0|0O|O|0O|0O|0O|0O(0O|O|O0(O|O
OO0 0|00 |0|0O|I0|0O|O|O|0O|O|0O|0O|O|O|O

OO0 0O|I0OI0O|0|0O|I00O|O|0O|0O|0O|0O(0O|O0|O0(O|O
DOV N[O |OH|OO|O|O|O0|O|0O(0O|O0|O0(O0|O
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Segun los datos obtenidos en la tabla 4.9, luego de las 24 horas de haber
iniciado el ensayo se registrd la mayor cantidad de muertes de especimenes en todos
los acuarios en general debido a la presencia del aditivo anti-acrecion en el agua y su
primer contacto con los alevines. Se observa que la mayoria de peces que murieron
fueron los sometidos a la mayor concentracion, es decir, 0,75 %V/V, donde no
quedaron peces vivos. También se observa que luego de esto, transcurridas las 48, 72
y 96 horas la tasa de mortalidad se mantuvo totalmente nula y no se registraron mas
decesos. Por otro lado, cumpliéndose las 96 horas del ensayo, se puede ver que s6lo

murieron especimenes de Guppy salvaje en las concentraciones de 0,50 y 0,75 %V/V.

En el ensayo de 0 %V/V no se evidencio la muerte de alevines de Poecilia
reticulata, cumpliéndose uno de los criterios de las normas de la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) (2001), las cuales indican que en
una muestra patron no se puede generar una muerte mayor al 1% de los especimenes

utilizados como bioindicadores.

Tabla 4.10 Promedio y total de alevines de Guppy salvaje (Poecilia reticulata)
muertos por repeticion a diferentes concentraciones de aditivo anti-acrecion a
base de extracto de Parapara (Sapindus saponaria)

Concentracion Mortalidad
ppm o mg/L %viv Total Promedio
0,00 0,00 0 0
1562,85 0,15 0 0
2604,75 0,25 0 0
5209,50 0,50 25 6
7564,19 0,75 32 8

En la tabla N° 4.10 se observa el promedio aritmético de los alevines de Guppy
salvaje (Poecilia reticulata) muertos a las diferentes concentraciones de aditivo a

base de extracto de Parapara (Sapindus saponaria).
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Los resultados indican que solo fallecieron especimenes y existieron valores
promedio mayores a 0,00 en los acuarios con concentraciones de 0,50 y 0,75 %V/V
del aditivo; estos datos obtenidos fueron utilizados para la construccién de una
gréfica de mortalidad VS concentracion con el fin de calcular de la dosis letal media
(DLso) del aditivo anti-acrecion a base de extracto de Parapara (Sapindus saponaria)
como se muestra a continuacion.

Dosis letal media (DL;,) del aditivo anti acrecion a
base de extracto de Parapara aplicado sobre los

bioindicadores alevines de Poecilia reticulata
10

y = 1E-07x% + 0,0002x
g R*=0,9041

/ '
7

Mortalidad
53]

DLs= 4850 mg/L

— J

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Concentraciones (mg/L)

&
v

Gréfica 4.1 Dosis letal media (DL50) del aditivo anti-acrecion a base de extracto
de Parapara aplicado sobre los bioindicadores alevines de Poecilia reticulata

En la grafica anterior se muestra el valor obtenido para la dosis letal media
(DLso) el cual fue de 4850 mg/L, que representa la concentracion del aditivo anti-
acrecion en la cual el 50% de los peces murieron durante el ensayo toxicoldgico, esta

parabola con tendencia positiva indica que al aumentar la concentracion del aditivo
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anti-acrecion mayor sera el porcentaje de mortalidad de alevines de Poecilia
reticulata, y de acuerdo al valor obtenido de la Dosis letal media (DLso) que resulto
ser mayor de 100 mg/L, el aditivo anti-acrecion a base de extracto de Parapara puede
ser considerado como una sustancia no peligrosa segun la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (EPA) (1993).



CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

e EIl aditivo anti-acrecion a base de extracto de Parapara (Sapindus saponaria)
posee un pH de 3,91 clasificandose como una sustancia acida por poseer un pH
menor a 7 segun lo establecido en la escala de Lauritz (1909).

¢ El aditivo anti-acrecién en estudio present6 una gravedad especifica de 1,0419
evidenciandose que su densidad es ligeramente mayor a la densidad del agua.

e Las concentraciones de 0,15y 0,25 %V/V agregadas a los acuarios no afectaron
el comportamiento y apariencia natural de los bioindicadores durante las 96
horas de realizacion del ensayo toxicoldgico.

e Se observaron cambios en los alevines de Poecilia reticulata como nado
letargico, piel opaca, membrana de ojos emblanquecida, cuerpo hinchado,
producto de su continua exposicién al aditivo anti-acrecion a base de extracto
de Parapara (Sapindus saponaria) sometidos a concentraciones mayores a 0,25
%VIV.

¢ A medida que se aumenta la concentracion del aditivo anti-acrecion a base de
extracto de Parapara, mayor serd la mortalidad de los bioindicadores (Poecilia
reticulata).

e La dosis letal media (DLsg) del aditivo anti-acrecion formulado a base de
extracto de Parapara (Sapindus saponaria) resulté ser de 4850 mg/L,

clasificandolo como una sustancia no peligrosa.
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5.2 RECOMENDACIONES

e Evaluar la toxicidad al aditivo anti-acrecion formulado a base de extracto de
Parapara (Sapindus saponaria) utilizando plantas como bioindicadores o
alevines de agua salada.

e Efectuar estudios sobre el efecto que causan otros aditivos anti-acrecion
utilizados como aditivos en los fluidos de perforacion sobre la morfologia de
los alevines de Poecilia reticulata y realizar comparaciones.

o Caracterizar aditivos anti-acrecion a base de otras materias primas nacionales
evaluando su biotoxicidad con el propésito de disminuir el impacto ambiental.

e Realizar ensayos de calidad de agua a los cuerpos de agua afectados por los
aditivos de fluidos de perforacién para tener una evaluacion toxicolégica mas

completa.
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APENDICE A
Muestra de célculos y procedimientos experimentales utilizados para la
caracterizacion del aditivo anti-acrecion a base de extracto de Parapara

(Sapindus saponaria) y pruebas de calidad del agua.



A.1 Determinacién de la Gravedad Especifica del aditivo anti-acrecion a

base de extracto de Parapara mediante la Norma ASTM D 891

Para determinar la densidad se utilizo el método del picnémetro (Norma ASTM
D 891); que se basa en la utilizacién de un picnémetro, el cual posee un sello de
vidrio que dispone a su vez de un tapén previsto de un finisimo capilar y para

determinarla se utilizara la siguiente ecuacion:
Procedimiento:

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

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

3. Se llend el picnémetro con las diferentes muestras. Se colocd el tapdn, hasta
que parte del liquido se derramo, 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 picnometro lleno en la balanza analitica.

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

la siguiente ecuacion:

__ mpiclleno—mpicvacio (A 1)

vpic

Donde

m pic lleno: masa del picndmetro lleno, [g]
m pic vacio: masa del picndmetro vacio, [g]
v pic: volumen del picnometro, [mL]

26,370g — 15,951¢g g
B 10mL = L0490,

p



B pAditivo _ 1,0419 g/mL
pAgua 1g/mL
hui

G.E =1,0419

G.E

A.2 Procedimiento para el calculo del pH segin norma ASTM-3838-80

1. Presionar el boton on/off en ON para encender el medidor de pH

2. Ajustar la temperatura manualmente con la temperatura de la muestra.

3. Presionar el boton pH/mV hasta que el aviso en la pantalla indique el modo de
medicion deseado.

4. Retirar el electrodo de la solucion de almacenamiento.

5. Enjuagar el electrodo con agua destilada.

6. Sumergir el electrodo en la solucion a ser medida, después de pocos segundos
el valor de pH se estabiliza.

7. Registrar el valor del Ph.

A.3 Procedimiento para el calculo de la dureza

Para el calculo de la dureza se aplico el método volumétrico complexométrico segun
norma APHA: 3500-CA.

1. En un Erlenmeyer de 250 mL inicialmente se colocé 1 mL de la muestra del

agua a estudiar.

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

valoracion.

3. Seguidamente se agregaron 2 o 3 gotas de solucién amortiguadora Hardner

Buffer. (base de NH4OH).



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

5. Usando una bureta de 25 mL llena y enrazada con la solucion de versenato
estandar (EDTA) 0,01 N, se empez0 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 registrd el volumen en mL de solucién de

versenato estandar utilizados.

Dureza (mg/L) = mL de Versenato Estandar x 400 mL de muestra  (A.2)

Dureza= 0,1mL x 400= 40 mg/L

A.4 Procedimiento para el calculo del contenido de cloruro

En la determinacion del contenido de cloruro se empled el método de Mohr
establecido bajo la norma COVENIN 2138 — 84. De manera que:

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

2. En un Erlenmeyer de 250 mL se agregd 1 mL de la muestra y se complet6 con
agua destilada hasta alcanzar los 50 mL.

3. Se afadieron 5 gotas de cromato de potasio (K2CrOg4) al 5% que nos permitid
presenciar una coloracion amarilla adquirida por la solucion a titular.

4. Posteriormente se utiliz6 una bureta de 25 mL llena y enrasada con nitrato de
plata (AgNO3) a 0,01.M el cual se utiliz6 para titular volumétricamente
agregando gota a gota mientras se agitaba constantemente hasta que se observo
una coloracion rojizo pardo. La titulacion se termind hasta que el color rojizo se
mantuvo durante varios segundos.

5. Por ultimo para cada muestra o alicuota se leyo 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



APENDICE B

Valores de temperatura obtenidos y tablas utilizadas durante la evaluacion de la
biotoxicidad.



Cuadro B.1 Valores de temperatura obtenidos durante la evaluacion de la
biotoxicidad del aditivo anti- acrecién a base de extracto de Parapara (Sapindus

saponaria)
» Temperatura (°C)
Concentracion
% VIV 24 Hrs 48 Hrs 72 Hrs 96 Hrs
0,00 27,8 28,0 27,0 26,7
0,00 27,2 27,1 26,7 27,2
0,00 28,1 25,9 27,2 21,7
0,00 26,7 26,6 27,2 26,3
0,15 26,0 27,2 27,1 27,9
0,15 26,0 26,1 27,3 25,7
0,15 28,0 27,0 26,9 26,6
0,15 29,0 27,6 26,8 27,3
0,25 26,3 28,2 26,9 26,2
0,25 26,7 26,7 27,0 27,2
0,25 27,5 27,0 25,9 26,4
0,25 28,1 26,1 26,8 28,0
0,50 26,6 25,7 27,8 26,4
0,50 26,9 26,3 28,1 26,2
0,50 26,3 28,0 26,7 27,0
0,50 26,5 26,7 28,2 28,1
0,75 27,2 27,3 26,7 26,6
0,75 28,1 26,7 26,9 27,0
0,75 27,2 26,5 26,8 27,6
0,75 27,4 27,2 26,9 26,3




Tabla B.1. Clasificacion de la calidad del agua segun su pH

Nivel de pH Calidad del agua
Mala: es muy &cida, a los peces y otros organismos les sera
Menos de 5,5 casi imposible sobrevivir.
55-59 Aceptable
6,0-64 Buena
6,5-75 Excelente
7,6-8,0 Buena
8,1-85 Aceptable
. Mala: es muy alcalina y a los peces y otros organismos les
Mas de 8,6 puede ser casi imposible sobrevivir.

Fuente: Manual de campo del Dia Mundial del Control de la Calidad del Agua
(2007).

Tabla C.2 Clasificacion del tipo de agua segun su dureza

Tipo de Agua Dureza (mg/L)
Agua blanda 0-75
Agua moderadamente 75-150
dura
Agua dura 150-300
Agua muy dura > 300

Fuente: Guia de calidad del agua de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
(2003)



APENDICE C

Memoria fotografica del ensayo toxicoldgico



Figura C.1. Cascaras de parapara (Sapindus saponaria) para la elaboracién del
aditivo anti-acrecion.

Figura C.2. Aditivo anti-acrecién a base de extracto de parapara (Sapindus
saponaria).



Figura C.4. Acuarios luego de agregado el aditivo anti-acrecién a base de
extracto de Parapara e introducido los alevines de Poecilia reticulata.



Figura C.5. Alevines de Poecilia reticulata con cuerpo hinchado, opacidad
lechosa y membrana de ojos emblanquecida.

Figura C.6. Alevin de Poecilia reticulata con cuerpo hinchado, opacidad lechosa
y membrana de 0jos emblanquecida



n d
Figura C.7. Ensayo de titulacion, calculo de la dureza del agua contenida en los
diferentes acuarios
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