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RESUMEN

Bravo, Nelson. 2007. Efecto agudo del Amoniaco en tilapia roja (Oreochromis sp.).
Proyecto Especial del Programa de Ingeniero Agronomo. Carrera de Ciencia y Produccion
Agropecuaria, Zamorano, Honduras. 15 p.

El amoniaco (NH3) es el producto final del catabolismo de proteinas y representa del 60 al
80% del nitrogeno que excreta un pez. El amoniaco en el agua es muy toxico para los
peces. Se evaluo el efecto agudo del amoniaco en tilapia roja (Oreochromis sp.)
estimando la Concentracion Letal Media (LCsg) para peces-larva y alevines. Los ensayos
se realizaron en las instalaciones de la Estacion de Acuacultura de Zamorano. Se expuso
los peces a siete concentraciones de amoniaco 0.00, 0.50, 0.87, 1.52, 2.64, 4.64 y 8.00
ppm de NHj durante 96 horas. Se utiliz6 peces-larva de 7 a 9 mm de longitud con un peso
de 0.01 g y alevines de 0.05 g de peso y 16 a 18 mm de largo. Para elaborar las
concentraciones de amoniaco se realizaron diluciones en serie a partir de una solucion
madre. Los peces se sembraron en bolsas plésticas (50 cm X 25 ¢cm) con cuatro litros de
agua. Se colocd 20 peces por bolsa y se inflo las bolsas con oxigeno puro antes de
sellarlas. La mortalidad en las bolsas se contd cada 12 horas durante 96 horas. La
sobrevivencia de los peces probados con 0.0 ppm de amoniaco fue mayor al 95% y la
sobrevivencia general al terminar 96 horas de prueba fue de 24% en los peces-larva y
39% en los alevines. Con las concentraciones intermedias de NH3, de 0.50 a 4.64 ppm, no
se encontrd ningin pez muerto a las 12 horas de exposicion. Se estimo la LCsy a las 96
horas si peces-larva en 1.08 ppm de NHj y para alevines en 1.83 ppm.

Palabras clave: Amoniaco no ionizado, TAN.
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INTRODUCCION

La acuacultura se define como el cultivo de organismos acuaticos incluyendo peces,
moluscos, crustdceos y plantas acudticas. La actividad de cultivar supone la intervencion
del hombre en el proceso de cria para aumentar la produccion. La produccion acuicola
aumenta en todo el mundo, y se espera que se extienda de manera significativa, a medida
que su practica aumente y se diversifique (Barg 1992).

La produccion comercial piscicola en Honduras se establecid en 1989 y crece rapidamente
desde entonces. Ocupa el tercer lugar en exportaciones de filete fresco al mercado
estadounidense con una produccion anual de 15,000 toneladas, generando 19,000 empleos
directos y 50,000 empleos indirectos (Zelaya 1998).

La tilapia es una especie que se explota en diferentes partes del mundo con muy buenos
resultados manejando diferentes niveles de intensificacion, dependiendo del caudal de
agua que se disponga para realizar los recambios de agua en el estanque, lo que permite
aumentar o disminuir la densidad de siembra (Zelaya 1998).

La tilapia puede tolerar condiciones no favorables que otras especies no soportarian, como
concentraciones de hasta 0.10 ppm de oxigeno disuelto en el agua, temperaturas minimas
de 20°C y concentraciones maximas de 2.4 ppm de amoniaco. A consecuencia de las altas
densidades de siembra en estanques se incrementa la probabilidad de exposicion de los
peces a concentraciones elevadas de amoniaco y nitritos (Lovell 1989).

El amoniaco (NHj3) es el producto final del catabolismo de proteinas y representa 60 a
80% del nitrégeno que excreta un pez (Hasan y Machintosh 1986). Concentraciones muy
elevadas de amoniaco pueden causar reducciones en la taza de crecimiento, cambios
histopatologicos, una reduccion de la capacidad de transporte de oxigeno por la
hemoglobina o provocar la muerte del pez. La toxicidad del amoniaco ha sido
intensamente investigada en numerosas especies. Los salmonidos son més sensibles que
especies como la carpa o el bagre (Richarson 1991).

La Concentracion Letal Media (LCsy) es la medida mas usada en toxicologia para
determinar la concentracion que cause la muerte del 50% de la poblacion a las 24, 48, 6
96 horas (Lim 1989).



Para tilapia del Nilo se ha calculado la LCsy de amoniaco en 48 horas en 1.007-1.010
mg/L y 7.39-7.41 mg/L trabajando con peces-larva y alevines de aproximadamente 10 g
de peso promedio (Benlu y Koksal 2005). Se ha reportado una LCsy de 6.6 mg/L de NH3
en 48 horas de exposicion para un hibrido de tilapia (O. mossambicus x O. niloticus) sin
especificar el tamafio de los peces (Daud et al. 1998).

En pruebas de toxicidad aguda es comun el uso de bio-ensayos estaticos, donde la
sustancia es agregada s6lo una vez al sistema, no hay flujo y el medio no se cambia
durante todo el ensayo (Gonzalez 1997). El estudio de tipo estético tiene la ventaja de ser
simple, de bajo costo y no necesita de equipo especializado (Sprague 1990).

El objetivo de este ensayo fue evaluar el efecto agudo del amoniaco en tilapia roja
(Oreochromis sp.) y estimar la Concentracion Letal Media (LCsg) en 96 horas para peces-
larva y alevines.



MATERIALES Y METODOS

Ubicacion. El estudio se realizo en septiembre de 2007 en las instalaciones de la Estacion
de Acuacultura de la Escuela Agricola Panamericana, ubicada en el valle del Yeguare,
Francisco Morazdn, Honduras. Zamorano estd a 800 msnm con una precipitaciéon media
anual de 1100 mm y temperatura media anual de 24°C.

Animales. Se realizaron dos ensayos para probar la toxicidad aguda del amoniaco en
tilapia roja (Oreochromis sp, Clase Teleostomi, Orden Perciformes, Familia Cichlidae).
En el primer experimento se utilizaron 560 alevines recién nacidos o peces-larva de 7 a 9
mm de longitud con un peso de 0.01 g.

En el segundo ensayo se utilizaron 560 alevines de 0.05 g de peso y de 16 a 18 mm de
largo. Todos los peces se obtuvieron de las pilas de reproduccion y crecimiento de la
Estacion de Acuacultura de Zamorano.

Los peces-larva y los alevines fueron trasladados 12 horas antes de empezar cada
experimento a dos tanques circulares de fibra de vidrio (1.00 m de didmetro x 0.60 m de
profundidad) ubicados en el laboratorio humedo para interrumpir su ingesta y minimizar
la excrecion de desechos al momento de realizar las pruebas.

Agua. El agua potable para el traslado de los peces y para los dos ensayos se tratd con
hidroxido de calcio (CaOH;) a una dosis de 25 mg/L para estabilizar el pH en 7.5 y se
agrego6 tio-sulfato sodico al agua a una dosis de 50 mg/L para eliminar el cloro residual en
el agua.

Solucion madre. Se prepar6 una solucion madre de amoniaco (NHj) diluyendo un
kilogramo de urea en nueve litros de agua, con lo que se alcanzd una concentracion de
5426 ppm de NHj. La solucion madre fue preparada seis dias antes de iniciar el primer
ensayo y se evalud su concentracion Total de Nitrogeno como Amonio + Amoniaco
(TAN) utilizando el método Nessler con un espectrofotometro’ .

El pH del agua se evalu6 con un potenciometro”. La temperatura del agua fue tomada con
un medidor polarigrafico’.

! Espectrofotometro, modelo DR 2000, Fabricado por Hach Company. P.O. Box 389. Loveland, Colorado.
USA.

2 Potenciémetro, modelo AB 15 basico. Fabricado por Fisher Company, 85741 Tucson, Arizona, USA.

? Modidor polarigrafico, modelo 55. Marca YSI. Fabricado por Yellow Springs Company. P.O. Box 456
Ames, lowa. USA



Al momento de iniciar el ensayo se comprobd cada concentracion de amoniaco con la
misma metodologia. Al final de cada ensayo se evaluo la concentracion de amoniaco en el
agua de dos bolsas escogidas al azar de cada tratamiento.

Concentraciones de amoniaco. Se prepararon siete concentraciones de NH; para probar
en cada ensayo. Para definir los tratamientos (concentraciones de amoniaco) del ensayo se
determin6 una concentracion minima de 0.5 ppm y una maxima de 8.0 ppm de amoniaco
y se escogieron cuatro concentraciones equidistantes logaritmicamente entre la
concentracion minima y la maxima.

Para alcanzar las concentraciones de amoniaco de cada tratamiento se realizaron
diluciones en serie de la solucion madre (Cuadro 1). Por ejemplo, se mezclo 0.013 L de
solucion madre con 9.00 L de agua declorinada para llegar a una concentracion de 8.00
ppm de amoniaco. Luego, se mezclo 5.17 L de la solucioén preparada de 8.00 ppm con
4.00 L de agua declorinada para obtener a una concentracion de 4.64 ppm de amoniaco,
esto se realizo sucesivamente para alcanzar las otras concentraciones de amoniaco.

Cuadro 1. Proceso de dilucion en serie seguido para preparar las soluciones de amoniaco
con base en urea, para realizar una prueba de LCsy con peces-larva y alevines de tilapia
roja, Zamorano Honduras.

Volumen Volumen
Concentracion de solucion agua de Concentracion
inicial extraida dilucion final
(ppm) L) L) (ppm)
5426.00 0.013 9.0 8.00
8.00 5.170 4.0 4.64
4.64 5.170 4.0 2.64
2.64 5.170 4.0 1.52
1.52 5.170 4.0 0.87
0.87 5.170 4.0 0.50

Siembra de los peces. Cada prueba de toxicidad aguda se llevo a cabo en 28 bolsas
plasticas (50 x 25 cm) con cuatro litros de agua en cada una. Se sembro6 20 peces en cada
una de las bolsas, luego las bolsas fueron infladas con oxigeno puro y selladas con un
caucho o hule. Las bolsas preparadas fueron rotuladas y colocadas en el laboratorio
himedo de la Estacion de Acuacultura.



Mortalidad de los peces (%0). Se contaron los peces muertos en cada bolsa a intervalos
de 12 horas, durante las 96 horas que durd cada ensayo. Los individuos muertos fueron
removidos al momento de detectarlos y después se re-infl6 la bolsa con oxigeno puro.

Disefio Experimental y Analisis Estadistico. Se realizaron dos ensayos con siete
tratamientos y cuatro repeticiones en un Disefio Completamente al Azar (DCA). Los
resultados de mortalidad se analizaron utilizando la prueba Duncan, mediante el paquete
estadistico “Statistical Analysis System” (SAS 2003). Se determin6 la Concentracion
Letal media (LCsp) a 96 horas usando un andlisis PROBIT (Finney 1971) con un margen
de error de 5%.



RESULTADOS Y DISCUSION

Temperatura y pH. El pH del agua en las bolsas se mantuvo estable en neutro, la
temperatura del agua varid entre 24.2 y 25.9°C. El pH y la temperatura regulan la
proporcion entre amoniaco y el amonio ionizado en el agua (Meyer 2007). A medida que
estos dos factores incrementan aumenta la proporcion de amoniaco en el agua. El pH fue
estable debido a que se encal6 el agua con hidroxido de calcio. La temperatura del agua
de las bolsas fue relativamente estable por las condiciones controladas del laboratorio
htmedo.

El rango adecuado de pH en el agua para el cultivo de tilapia esta entre 6 y 9 (Boyd 1979).
La temperatura del agua influye en la tasa de crecimiento y metabolismo de los peces,
para la tilapia el rango optimo esta entre 25 y 32°C (Zelaya 1998). La temperatura y el pH
del agua en los dos ensayos estuvieron dentro del rango aceptable y permanecieron
relativamente estables, por lo que no fueron una fuente de variacion.

Concentraciones de amoniaco. Las concentraciones de NH; aumentaron (Cuadro 2)
durante las 96 horas de cada ensayo. El incremento fue mayor en las bolsas donde existio
mayor sobrevivencia de peces. La actividad metabdlica de los peces contribuye al
incremento de NHj en el agua (Hasan y Machintosh 1986).

Se observd una tendencia de un menor incremento de NH; en ppm y en porcentaje
(Cuadro 2) con una mayor concentracion inicial de NH;. Una alta concentracion de NHj
disminuye el metabolismo de los peces, provocando cambios histopatoldgicos y una
reduccion de la capacidad de transporte de oxigeno de la hemoglobina (Richarson 1991).



Cuadro 2. Concentraciones (ppm) iniciales y finales (96 horas) de amoniaco observadas
en el agua de las bolsas, en peces-larva y alevines.

Peces Ciniciat NH3 Ctinat NH3 A = Ceinal — Cinicial

ppm ppm ppm %

0.00 0.26 0.26 0.0

0.50 0.67 0.17 34.0

0.87 1.02 0.15 18.8

Peces- larva 1.52 1.63 0.11 6.9
(7-9 mm) 2.64 2.71 0.07 2.8
4.64 4.67 0.03 0.7

8.00 8.01 0.01 0.1
0.00 0.27 0.27 0.0
0.50 0.71 0.21 42.0
0.87 1.06 0.19 23.8
Alevines 1.52 1.64 0.12 7.5
(16 a 18 mm) 2.64 2.73 0.09 3.6
4.64 4.70 0.06 1.3
8.00 8.02 0.02 0.2

Mortalidad. La sobrevivencia general al terminar las 96 horas de prueba fue de 24% con
los peces-larva y 39% con los alevines. Hay una tendencia a una mejor resistencia al
amoniaco con un mayor tamano de los peces (Benlu y Koksal 2005).

La mortalidad, tanto de los peces-larva (Cuadro 3 y Figura 1) como de los alevines
(Cuadro 4 y Figura 2), increment6 con su exposicion a una concentracion inicial mayor de
amoniaco. Concentraciones muy elevadas de amoniaco pueden causar trastornos
importantes en la fisiologia de los peces (Richarson 1991).

La sobrevivencia de los peces con 0.0 ppm de amoniaco fue mayor al 95%. La mayor
mortalidad ocurrié después de las 48 horas en ambos ensayos. La mortalidad general
después de las 48 horas fue mayor al 70% del total de peces sembrados en los dos ensayos
(Cuadros 3 y 4, Figuras 1y 2).

A las 48 horas en el ensayo de los peces-larva todos se encontraron muertos a la
concentracion de 8 ppm de amoniaco (Cuadro 3) mientras habia siete alevines vivos bajo
las mismas condiciones en la segunda prueba. Esto demuestra la tendencia de los peces de
mayor tamafio de tolerar NHj en el agua (Benlu y Koksal 2005).

Con las concentraciones intermedias de NH3, de 0.50 a 4.64 ppm, no se encontrd ningun
pez muerto a las 12 horas de exposicion (Cuadro 3 y 4). Los primeros peces
muertosaparecieron en las bolsas con 4.64 y 8 ppm de NHj; a las 24 horas. A partir de este



momento, la mortalidad de los peces aumentd con el tiempo y con la concentracion de
NH; en el agua (P<0.05).

En los peces-larva la mortalidad con 0.50 y 0.87 ppm de NHj en el agua (Cuadro 3)
aumento significativamente a partir de las 72 horas, mientras tanto en las bolsas con 1.52

y 2.64 ppm de NHj; en el agua aument6 a partir de las 60 y 48 horas respectivamente
(P<0.05).

En los alevines la mortalidad con 0.50 ppm de NH; en el agua (Cuadro 4) aument6 a
partir de las 84 horas, y en las bolsas con 0.87 ppm de NH; aument6 significativamente a
las 72 horas. En las bolsas con 1.52 y 2.64 ppm de NHj3 en el agua aument6 a partir de las
60 y 48 horas respectivamente (P<0.05).

Cuadro 3. Numero de peces-larva de tilapia roja muertos al ser expuestos a siete
concentraciones (ppm) de amoniaco en bolsas plésticas con cuatro litros de agua. Los
valores son para el total de 80 peces sembrados en las cuatro réplicas de cada tratamiento.

Mortalidad (niimero)

Concentracion Tiempo (horas)

NH; (ppm) 12 24 36 48 60 72 84 96 CV*
000 lal lal lal lal lal lal lal 2a1 18
0.50 0! ot o0 o oY 5210 22" 39
0.87 0% 0 0 0 4 13" 218 3% 49
1.52 0! 0t 0 221 14" 248 36 50% 5.0
2.64 0! 0% 129" 5% 29% 449 4% 57
4.64 0! 592 12 18% 289 429 557 1™ 438
8.00 0! 332 632 80% 80  80%* 80%' 80%' 14.0
cv¥ 529.1  39.1 227 13.0 139 154 102 7.05

CV": Coeficiente de variacion.

CV*: Coeficiente de variacion.

Valores en la misma columna con distinta letra, difieren entre si (P< 0.05); valores en la misma fila con
distinto nimero, difieren entre si (P< 0.05).



Tratamientos (ppm)
120.00

100.00

80.00

60.00

40.00

Mortalidad (%)

20.00

0.00 -

Figura 1. Mortalidad (%) observada en peces-larva de Oreochromis sp. expuestos a
diferentes concentraciones de amoniaco, Zamorano Honduras.
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Cuadro 4. Numero de alevines de tilapia roja muertos al ser expuestos a siete
concentraciones (ppm) de amoniaco en bolsas plésticas con cuatro litros de agua. Los
valores son para el total de 80 peces sembrados en las cuatro réplicas de cada tratamiento.

Mortalidad (nUmero)
Concentracion Tiempo (horas)

NH;(ppm) 12 24 36 48 60 72 8 96 CV*

000 Oal Oal Oal Oal Oal Oal 1a12 2a2 135
0.50 0 o 0! 0! 0 0 62 15”139
0.87 0 o 0! 0% 0% 592 139 2% 230
1.52 0 oY 0! 12! 62 16 23" 4% 44
2.64 0 o™ 0! 520 119 24% 0 359 47 333
4.64 0% 4% gd 13 g3d 3795 49 577 506
8.00 0 22 519 71 80 80  80%° 80%°  16.44
cv¥ 0 407 3395 2799 1298 11.62 11.44 5.44

CV*: Coeficiente de variacion.

CV*: Coeficiente de variacion.

Valores en la misma columna con distinta letra, difieren entre si (P< 0.05); valores en la misma fila con
distinto nimero, difieren entre si (P< 0.05).

Tratamuientos (ppm)

120.00
100.00 - =—0.00
--0.50
— . —te—() 87
S 80.00 L5
g —=2.64
= 60.00 - ——14-64
5 8.00
= 40.00
20.00 _
0.00 | m=——
12 24 36 48 60 72 84 96
Horas

Figura 2. Mortalidad (%) observada en alevines de Oreochromis sp. expuestos a
diferentes concentraciones de amoniaco, Zamorano Honduras.
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Concentracion Letal Media (LCsp). La mortalidad observada en los dos ensayos se
utilizé para estimar la LCsg a las 96 horas mediante el programa PROBIT (Finney 1971).
La LCsy calculada para peces-larva y alevines fue de 1.08 y 1.83 ppm de amoniaco,
respectivamente. Este resultado esta dentro del rango encontrado por otros autores.

La LCsg a las 96 horas calculada para Cirrhinus mrigala fue de 1.029 ppm de amoniaco
en alevines de 13.5 + 1.43 g de peso promedio (Pratap et al. 2004). Para tilapia azul (O.
aureus) se calculd una LCs, a las 96 horas de 2.88 ppm de amoniaco (Daud et al. 1998).
La LCsg a las 96 horas para bagre de canal (Ictalurus punctatus) fue estimada en 1.50 ppm
de amoniaco (Roseboom and Richey 1977). Para Lubina (Morone sp.) se estimd una LCs
de 1.1 ppm de NHj3 en 96 horas (Ruffier et al. 1981).



CONCLUSIONES

La concentracion letal media (LCsp) a las 96 horas para peces larvas y alevines de
tilapia roja fue 1.08 y 1.83 ppm de amoniaco respectivamente.

La diferencia entre los valores calculados de LCsg y la sobrevivencia general entre
los peces-larva y alevines se debe a una resistencia mayor, al NH; en individuos
de tilapia roja de mayor tamafio.



RECOMENDACIONES

Realizar estudios en donde se evalien concentraciones letales de amoniaco con
diferente tiempo y pH del agua.

Evaluar la estabilidad de la concentraciéon de amoniaco en bolsas abiertas sin
peces.

Estudiar los efectos a largo plazo para establecer una concentracion que retrase el
crecimiento.
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ANEXOS

Anexo 1. Linea de regresion mostrando las concentraciones de NHj3 en valores Log y la
mortalidad de peces-larva.

Y = A+ pendiente x (X — M)

A =5.308057 +0.1396418
Pendiente =2.199736 + 0.393222
M =10.17449

Probabilidad < 0.05

Y = mortalidad

X = concentracion en valores Log

Y = (5.308057 + 0.1396418) + (2.199736 = 0.393222) x ( X - 10.17449).
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Anexo 2. Linea de regresion mostrando las concentraciones de NH3 en valores Log y la
mortalidad de alevines.

Y = A+ pendiente x (X — M)

A =5.069618 +0.1343071
Pendiente = 2.06952 =+ 0.3640299
M =10.29754

Probabilidad < 0.05

Y = mortalidad

X = concentracion en valores Log

Entonces: Y = (5.069618 % 0.1343071) + (2.06952 = 0.3640299) x ( X - 10.29754)

Concentraciones de NH3 en valores Log
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