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Resumen

El agua de produccion es el principal residuo generado por la actividad hidrocarburifera,
responsable de la mayor parte de los derrames por su elevada salinidad. En este trabajo se
determind la toxicidad del agua de produccion sobre Astyanax abramis, un pez de clima subtropical,
bentopelagico, que puede encontrarse en casi todo tipo de ambientes lenticos del Noroeste de
Argentina, a los efectos de emplear los resultados como indicadores ante derrames. La evaluacion
se efectud mediante la exposicion de individuos a diferentes concentraciones de agua de produccion,
realizandose una prueba de intervalo de toxicidad y otra de toxicidad aguda. Concentraciones de agua
de produccion por encima de 7,5% resultaron mortales para el 100% de los ejemplares expuestos. El
valor de concentracion letal media CL, es igual a 4,76%.

Palabras clave: agua de produccion; bioensayo; intervalo de toxicidad; toxicidad aguda;
astyanax abramis
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Toxicity of o1l water production over the fish astyanax abramis

(Jenyns 1842).

Abstract

Produced water is the main waste generated by oil and gas activity, responsible for the majority of
spills by the high salinity. This study determined the toxicity of produced water on Astyanax abramis,
a freshwater fish of subtropical climate, benthopelagic, which can be found in almost all types of lentic
environments of Northwest Argentina, for the purpose of using the results as indicators to spills. The
evaluation was performed by exposing individuals to different concentrations of water production,
performing a test of toxicity range and another of acute toxicity. Produced water concentrations above
7,5% were mortal to 100% of individuals exposed. The average mortality LC50 value was equal to

4,76%.

Keywords: water production; bioessays; toxicity range; acute toxicity; astyanax abramis.

Introduccion

A lo largo de la historia, las actividades antropicas
han generado sustancias contaminantes que han
ocasionado el deterioro de los componentes ambientales,
incluyendo el agua, el aire y el suelo, asi como también
de la biota asociada y por ende, de los ecosistemas.
Los efectos de los contaminantes dependen de la
concentracion en la que se encuentren estas sustancias,
de su persistencia y de su biodisponibilidad, pudiendo
ocasionar desde consecuencias no letales, como el
desplazamiento temporal de algunas especies, hasta la
muerte de poblaciones enteras.

En la actualidad, aumenta la preocupaciéon a
nivel internacional con respecto a la exposicion de
los organismos a compuestos de alta toxicidad. Son
numerosos los paises que han comenzado a realizar
bioensayos para determinar las concentraciones letales
de estos compuestos, a fin de contar con parametros
de supervivencia (o mortandad) para la estimacion
de concentraciones riesgosas para el medio y sus
organismos, empleando sobre todo a peces y anfibios. Es
recomendable realizar estos ensayos bajo condiciones y
con especies locales, de modo de desarrollar pardmetros
representativos para cada region, que puedan brindar
un aporte sustancial a la toma de decisiones en materia
ambiental.

El principal residuo generado por la actividad
hidrocarburifera es el agua de produccion, responsable

ademas de la mayoria de los derrames ocurridos en las
instalaciones productivas debido a que por su elevada
salinidad (del orden de 150000 mg/L), y en algunos
casos, la presencia de trazas de metales pesados, tiene
un alto poder corrosivo [2].

El agua de produccion es un contaminante ideal,
con la misma gravedad especifica de la capa acuifera,
potencial fuente de alimentacion de la capa freatica, y con
una movilidad equivalente y facilmente mezclable con el
agua dulce de la capa fredtica. En consecuencia, es un
potencial contaminante de cuerpos de agua superficial.
Sin embargo, no existen hasta el momento antecedentes
del grado de toxicidad del agua de produccion.

La Asociacion Regional de Empresas de Petroleo
y Gas Natural en Latinoamérica y El Caribe [2]
propone la utilizacion de bioensayos de supervivencia/
mortandad de peces como norma para evaluar la
toxicidad de residuos de la explotacion hidrocarburifera.
Un bioensayo, o ensayo de toxicidad, es el uso de un
organismo vivo como un agente de prueba para la
presencia o concentracion de un compuesto quimico o
un efecto ambiental [4]. Los organismos mayormente
utilizados para bioensayos son los peces por su ubicacion
y funcién en los sistemas acuaticos, ya que ademas de
ocupar diferentes posiciones troficas en los ecosistemas
son normalmente considerados buenos representantes
de los organismos de mayor complejidad [8].

Astyanax abramis (Jenyns 1842) es conocida por
sus nombres comunes como mojarra, mojarra pacusa o
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mojarra matrera. Es una especie de clima subtropical,
bentopelagica, que puede encontrarse en casi todo tipo
de ambientes Iénticos del Centro y Norte de Argentina
[2], [9]; [7]. Esta considerada una especie comun, de
amplia distribucion y baja vulnerabilidad, para la cual
no se registran amenazas directas sobre su supervivencia
[3]. Dada su amplia distribucion en zonas con actividad
hidrocarburifera del Noroeste de Argentina [5], el
objetivo del presente trabajo fue determinar los valores
de concentraciones toxicas del agua de produccion
sobre Astyanax abramis, a los efectos de emplear los
resultados como indicadores de calidad del agua ante
potenciales derrames.

Materiales y métodos

La evaluacion de la toxicidad se efectué mediante
la exposicion de mojarras a diferentes concentraciones
de agua de produccién, colocando las mismas en 10
botellas experimentales, con una capacidad de 6 L cada
una. Los ejemplares utilizados provinieron de una zona
libre de produccion de hidrocarburos, por lo que los
organismos cumplen con la premisa de no haber sido
expuestos al agua de produccion previamente. Solo se
utilizaron para las pruebas ejemplares con una longitud
estandar entre 3,5 cm y 7 cm, por ser estas tallas las
que presentaban mayor supervivencia al traslado y
alimentacion.

El agua de produccion empleada en el ensayo
presenta una densidad de 1,08 g/cm®, pH igual a 6,17,
elevada conductividad eléctrica (190 mS/cm), altas
concentraciones de sodio y cloruros, concentraciones
de metales pesados no detectables por el andlisis del
laboratorio, ausencia de hidrocarburos totales de petroleo
y fuerte poder corrosivo, reuniendo las caracteristicas
generales de las aguas de produccion residuales de los
yacimientos hidrocarburiferos de la Cuenca Noroeste de
Argentina.

Siguiendo a Alcardaz Zubeldia et al [1] y Jofré
et al [10], la metodologia requiri6 de dos etapas
complementarias:

1. Prueba de Intervalo de Toxicidad: destinada a
determinar el rango de toxicidad a medir, en
funcion de la hipotesis de que es poco probable la
subsistencia de mojarras a grandes concentraciones
(superior a 10%) de agua de produccion. Esta
prueba se llevo a cabo con la finalidad de descartar
concentraciones muy elevadas, y obtener el valor
de concentracion minima letal, es decir, la menor
concentracion de agua de produccion que produce
el 100% de mortandad.
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2. Prueba de toxicidad aguda: basados en la Prueba
de intervalo de toxicidad, y tratandose de un
ensayo sin antecedentes locales, se plantearon las
concentraciones en funciéon de la concentracion
minima letal, empleandose concentraciones de 3,5,
4,5,5,5y 6,5% de agua de produccion.

En ambas pruebas se incorpord una prueba negativa
testigo (con 0% de agua de produccion) con control de
mortandad, para la validacion del ensayo, realizandose
4 réplicas de cada tratamiento.

Para la Prueba de toxicidad aguda se establecieron las
condiciones expuestas en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas del ensayo de toxicidad aguda

Tipo de prueba Estatica, sin renovacion de solucion.
Duracién 96 horas.
Medicién de Anl, 3,6,y 12thr?r?; diltlmciio cie;l
mortandad ensayo, y posteriormente cada
horas.
Fotoperiodo 12 horas de luz y 12 horas de

oscuridad aproximadamente.

Suministro de No hubo. Se suspendid 24 horas antes

alimento y durante la prueba.
Repeticiones 4 por concentracion.
Con aireacion y medicion de oxigeno
Aireacién disuelto. Valores recomendables de 7

a9 mg/L.

Efecto medido Mortalidad o inmovilidad a 96 horas

10 individuos en prueba de toxicidad

Indivi e .
ndividuos por aguda y 5 individuos en la de intervalo

ecera ..
P de toxicidad.
Datos . .
. , oxigeno disuelto, temperatura,
H disuelto, t t
complementarios de .. L
conductividad eléctrica
control

e Inmovilidad o mortalidad en los

testigos menor a 10% a 96 horas.

La variabilidad entre réplicas no
excede el 20%.

Criterio de
validacion de prueba °

1. La adicion de las soluciones en todas las pruebas
se efectud de manera muy lenta y suave para evitar
la exposicion de los organismos a una elevada
concentracion de la solucion madre, asegurando
la completa mezcla del compuesto toxico en el
medio y cuidando de no estresar a los organismos
expuestos, simulando una descarga accidental en
condiciones naturales.

Antes y durante las pruebas se controlaron
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diariamente temperatura del agua, pH, oxigeno disuelto
y conductividad eléctrica, empleando un multimetro
HORIBA® Water Quality Checker U — 10. La toxicidad
se determino a través de la Concentracion Letal Media,
CL,,, que representa la concentracion de la sustancia
evaluada que produce el 50% de mortandad de los
organismos expuestos. Para la determinacion de CL, se
utilizé el programa libre BIOSTAT 2007, el cual cuenta
con el desarrollo de dos procesos complementarios, el
primero es el Analisis Probit, propuesto por la Agencia
de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos [11], que
obtiene como resultado un valor de Concentracion Letal
Media, y que se complementa con un segundo proceso
que ajusta el valor obtenido por el primer andlisis, a través
de una regresion lineal, con comprobacion automatica
de Chi Cuadrado, obteniéndose asi un valor de CL,,
mas representativo. En este caso, la estimacion se realiza
a través de la relacion de la respuesta (mortalidad) en
funciodn del logaritmo en base 10 del estimulo (dosis).

Para los analisis no se consideraron los grupos
testigos ni las concentraciones o tiempos en que
la supervivencia fue 100%, como tampoco las
concentraciones que presentaron 100% de mortalidad.
Las variables empleadas fueron: a) la dosis, es decir
la concentracion porcentual de agua de produccion
testeada en el procedimiento; b) el efecto, considerado
como el recuento de animales muertos para cada
concentracion al final del periodo de exposicion; y c)
el tamafio, referido al total de animales por ensayo, en
este estudio de 10 individuos por pecera. En todos los
casos, se ingresaron en el software, por requerimientos
del mismo, los promedios de mortandad de todas las
réplicas, expresados en numeros enteros.

Finalmente, para poder caracterizar la solucion con
la concentracion de CL50 estimada, se prepar6 la misma,
registrandose pH y conductividad eléctrica, a efectos de
poder aplicar y extrapolar los resultados a situaciones en
el campo.

Resultados y discusion

Prueba de Intervalo de toxicidad

La prueba de Intervalo de toxicidad resulta
necesaria debido a que cuando se carece de informacion
relativa sobre la toxicidad de una sustancia problema, se
recomienda efectuar una serie de diluciones a partir de la
sustancia madre original (concentracion de 100%), con
el objeto de encontrar las concentraciones por encima
de 0% y por debajo del 100% de mortandad, con el
fin de evitar datos inutiles en el procesamiento de los
resultados.

A los efectos de poder establecer el rango a testear
como intervalo de toxicidad, se realizé una prueba inicial
con una concentracion del 10% de la sustancia problema
sobre la capacidad de la botella experimental. Para esta
concentracion se produjo una mortandad de 100% a las
12 horas de iniciado el ensayo. Conociendo este valor, se
emplearon diluciones menores al mismo a fin de hallar
la concentracion que produce una mortandad del 100%,
pero empleando un tiempo total de 96 horas, similar al
de la duracion de los ensayos de toxicidad aguda (Tabla
2). Una concentracion de agua de produccion de 7,5%
produjo una mortalidad total de 100% en 96 horas.

Tabla 2. Resultados de la prueba de intervalo de
toxicidad del agua de produccion sobre Astyanax
abramis

% de Oxigeno Conductividad
agua de pH Tem}()fcrz)ltura disuelto eléctrica Mortandad
producciéon (mg/L) (mS/cm)

0% 8,80 23,9 8,35 0,367 0%
2,5% 8,36 23,8 8,45 11,2 0%
5,0% 8,30 23,9 8,31 21,6 40 -60%
7,5% 7,97 244 9,06 28,9 100%
10,0% 7,50 243 8,36 35,9 100%

En funcion de este resultado, se establecid el
intervalo a utilizar en la prueba de toxicidad aguda,
empleandose concentraciones entre 3,5% y 6,5% de
agua de produccion.

Prueba de Toxicidad aguda

Las concentraciones de agua de produccion para
esta prueba fueron 3,5%, 4,5%, 5,5% y 6,5% de agua
de produccion, registrandose una mortalidad promedio
que varid entre 20% y 92,5% (Tabla 3). La mortalidad
de los testigos fue inferior al 10% del total de los peces
en todas las botellas.

Tabla 3. Evaluacion de mortandad en la prueba de
toxicidad aguda del agua de produccion sobre
Astyanax abramis

Concentracion testeada

6,5% 5,5% 4,5% 3,5%
Réplica Mortandad observada
1 90% 70% 20% 10%
2 100% 60% 30% 30%
3 90% 70% 30% 20%
4 90% 80% 40% 20%
Mortanfiad 054
Promedio + 70 +8,2% 30+£8,2% 20+ 8,2%
5,0%

desvio estandar

Los resultados del ensayo se resumieron en la
Tabla 4, empleandose esta informacion en el Programa
BIOSTAT en la obtencion de CL, .
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Tabla 4. Tabla de ingreso de datos al Programa Biostat
para la estimacion de la curva de letalidad
media en la prueba de toxicidad aguda del
agua de produccion sobre Astyanax abramis

Dosis  Peces muertos Tamaiio del lote % mortandad
6,5% 9 10 90%
5,5% 7 10 70%
4.5% 3 10 30%
3,5% 2 10 20%

Como resultado del analisis Probit, se estimo6 una
concentracion letal media CL,) = 4,87%. La Figura
1 presenta la respuesta (mortandad) en funcion del
estimulo (dosis).

Analisis Probit

| 7

[ Linea de Regresidn
— Puntos Experimentale

b4

i 4 5 B
Estimuo (Dosiz)

Figura 1. Respuesta (% de mortandad) vs. estimulo (dosis de
agua de produccion en %) en la prueba de toxicidad aguda del
agua de produccion sobre Astyanax abramis

Finalizado el analisis Probit, se ejecuto la correccion
y ajuste del valor obtenido, resultando la concentracion
letal media CL50 = 4,76% (Figura 2).
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Analisis Probit
Linea de Regresion
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Figura 2. Ajuste de CI50 por el método de regresion lineal
para la prueba de toxicidad aguda del agua de produccion
sobre Astyanax abramis

La concentracion de agua de produccién que
corresponde a CL, presenta un pH igual a 7,67 y
conductividad eléctrica de 22,1 mS/cm.

Si bien en la literatura son numerosos los ensayos
de toxicidad para diferentes especies de peces y
contaminantes [10]; [11]; [12]; no se han realizado
experiencias con especies nativas de Argentina ni se
conocen antecedentes recientes de ensayos con agua
de produccién, a excepcion del trabajo realizado por
Niewolski [13] con Hoplosternum littorale, una especie
muy comun en humedales del noroeste de Argentina,
para la cual la concentracion de agua de produccion
que corresponde a la concentracion letal media CL,;
es 2,60%, la mitad del valor estimado en este trabajo
para Astyanax abramis, evidenciando la dificultad
de extrapolar resultados y la necesidad de continuar
trabajando con especies locales.

Consideraciones finales

Considerando la informacion del bioensayo es
posible ante una contingencia de derrame de agua de
produccion que alcance cuerpos de agua superficiales,
conocer los valores de salinidad y conductividad
eléctrica a medir en la zona de descarga que produciran
una mortandad del 50% en la poblacion de peces
expuesta en el cuerpo receptor.
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Asimismo, en mediciones luego de un derrame, la
presencia de individuos de A. abramis en los ambientes
acuaticos alcanzados servira como indicador del grado
de afectacion de su calidad de agua.
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