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RESUMEN. En la produccidn de alevines de salmén de la regién de la Araucania (sur de Chile) se presentan
importantes eventos de mortalidad aguda sin rasgos patolégicos aparentes. El problema se focaliza en ejemplares
de 0,2 a1 gy las causas apuntan a procesos de acidificacion del pH del agua y a la presencia de ciertos metales
pesados, entre los cuales destaca el aluminio, que alcanza concentraciones mas all& de los rangos de tolerancia
de los peces. La informacion cientifica indica que concentraciones de 5 mg Ca L™ en el afluente son suficientes
para mantener a salvo los peces del efectos toxico del aluminio. Sin embargo, los problemas en la produccion
de alevines de salmon indican que se requiere un mayor conocimiento cientifico y evidencia experimental que
soporte el desarrollo de procesos y tecnologias para el tratamiento de los afluentes de las pisciculturas chilenas.
En este trabajo se evalug el efecto de cuatro concentraciones de calcio (0, 5, 10 y 20 mg Ca L*) sobre la toxicidad
aguda de 500 pg Al L en alevines de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) de 0,1 g en agua de cultivo a pH
5, 6 y 7. El objetivo del trabajo fue determinar la dosis de calcio que reduce la toxicidad aguda de aluminio y
los tiempos minimos de reaccién que podrian disponer los piscicultores para tomar medidas preventivas ante
una concentracion aguda de aluminio en el agua de cultivo. Los resultados indican que antes de 8 h de exposicién
a una concentracién toxica de aluminio los piscicultores deberian asegurar en el agua de cultivo una dosis
superior a 10 mg Ca L y un pH >6 como medida remedial para reducir el efecto de intoxicacién aguda causada
por aluminio.
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Effect of calcium on acute toxicity of aluminum in juvenile rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) exposed to different pH waters

ABSTRACT. Important events of acute mortality without apparent pathological features are present in the
salmon smolt production in the Araucania Region (southern Chile). The problem is focused on specimens of 0.2
to 1 g; causes points to pH acidification processes of running water and the presence of certain heavy metals,
among which aluminum, reaches concentrations beyond ranges tolerated by fish. Scientific information
indicates that concentrations of 5 mg Ca L in the affluent are enough to keep the fish safe from toxic effects of
aluminum. However, problems in the production of smolt indicate that greater scientific knowledge and
experimental evidence is required that supports the development of processes and technologies for effluent
treatment in Chilean fish farms. In this work the effect of four calcium concentrations (0, 5, 10 and 20 mg Ca L) on
the acute toxicity of 500 mg Al L in juvenile rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) of 0.1 g was evaluated in
culture water at pH 5, 6 and 7. The objective was to determine the dose of calcium that reduces the acute toxicity
of aluminum and the reaction times that fish farmers could have to take preventive measures for acute aluminum
concentration in the culture water. The results indicate that within 8 h of exposure to a toxic concentration of
aluminum farmers should ensure a dose exceeding 10 mg Ca L in the culture water and pH >6 as remedial
measure to reduce the effect of acute intoxication for aluminum.

Keywords: Oncorhynchus mykiss, toxicity, aluminum, larvae, aquaculture.
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INTRODUCCION

Alrededor del 90% de las pisciculturas de la region de
la Araucania utilizan un esquema productivo de agua
de flujo abierto, mientras que una cantidad inferior al
10% utiliza sistemas productivos de recirculacion
(Reyne, 2008). Las pisciculturas de flujo abierto se
basan en el uso de agua dulce sin tratar, de diferentes
origenes: el 67% utiliza agua de rios, el 19% agua de
pozos profundos y el 38% utiliza agua de vertiente
(Reyne, 2008). Estas fuentes de agua contienen metales
pesados que, en concentraciones mayores a las toleradas
por los peces, ponen en riesgo su estado sanitario
(Reyne, 2008; Bravo, 2009).

Para el aluminio (Al) se han descrito concen-
traciones toxicas en peces superiores a 10-15 pg L*
(Staurnes et al., 1996; Kroglund & Finstad, 2003)
cuyos efectos se caracterizan por: 1) acumulacion en
branquias (Kroglund et al., 2001, 2005; Kroglund &
Rosseland, 2004; Teien et al., 2005; Cerda, 2007)
aumentando la secrecién de la mucosa branquial y
problemas respiratorios (Muniz & Leivstad, 1980;
Exley et al., 1991), desbalance en la regulacién de iones
(Rosseland & Staurnes, 1994), disminucion del
crecimiento e intolerancia al agua de mar (Cerda, 2007;
Atland & Bjerknes, 2009), 2) afecta las funciones
celulares (Jagoe & Haines, 1997) interfiriendo en la
diferenciacion celular (Conklin et al., 1992), integridad
del tejido celular (Lacroix et al., 1993) y produccion de
radicales libres, que reaccionan con los lipidos de la
membrana celular, generando cambios en las condi-
ciones de transporte de proteinas (Rohn et al., 1993,
1996).

La toxicidad del aluminio y otros metales pesados,
esta determinada por el nivel de concentracién de
metal, tiempo de exposicién, persistencia, vias de
metabolizacion, susceptibilidad de los distintos tejidos
(Garcia-Gambero, 2002), la forma quimica en que se
encuentra el metal y las condiciones fisicas y quimicas
del ambiente acuatico como el pH, temperatura, y
alcalinidad del agua (Olsson, 1998). Bajo condiciones
de pH acido, los metales pesados pasan a formas
i6nicas que son faciles de absorber por los peces
(Gensemer & Playle, 1999; Garcia-Gambero, 2002),
aspecto que se confirma en el trabajo de Atland &
Bjerknes (2009), donde se establece que en aguas de pH
4 a 5, el aluminio se encuentra principalmente como
una especie monomérica cargada positivamente (AI*"),
toxica para los peces. Sin embargo, también puede
encontrarse ligado a complejos organicos, silicato o
flior, no presentando riesgo para los peces en estas
combinaciones. En rangos de pH 5-6 y bajas
concentraciones de complejos organicos, las especies
de aluminio cargadas positivamente se presentan como

simples productos de la hidrolisis, como por ejemplo,
hidroxido de aluminio. De igual forma en aguas de pH
6-7 el aluminio presenta una reducida solubilidad, por
lo que la concentracidon de especies neutrales no toxicas
pueden ser alta (Sanchez, 2008; Atland & Bjerknes,
2009). En aguas con valores de acidez pH >7 se ha
establecido que predominan especies de aluminio
cargadas negativamente como el aluminato; no presen-
tando riesgo toxicolégico para los peces (Hem &
Roberson, 1967; Hem, 1968; Sposito, 1996; Gensemer
& Playle, 1999), salvo si las concentraciones de calcio
disuelto en el agua son <5 mg L (Atland & Bjerknes,
2009), se causarian problemas osmoregulatorios en el
smolt de salmoén (Skogheim et al., 1987).

La dureza del agua atribuida principalmente al
calcio y en menor grado al magnesio, compiten por los
mismos sitios de unién con los metales pesados sobre
todo en las branquias (Noga, 2000), reduciendo la
biodisponibilidad de los iones metélicos en los sitios de
unién en este drgano (Linbo et al., 2009). La dosis de
calcio, necesaria para reducir toxicidad de aluminio en
salmonideos se ha establecido en una concentracion
>2,5 mg L (Rosseland, 1999). Por su parte, Atland &
Bjerknes (2009) sefialan que concentraciones >5 mg L
en el agua son suficientes para proteger a los peces del
efecto toxico del aluminio. Sin embargo, se ha
descubierto también que las mortalidades de peces por
toxicidad de metales pesados en algunos afluentes
especificos de Chile, podria relacionarse a una
concentracion de calcio disuelto, inferior al necesario
para defender a los peces del efecto toxico de los
metales pesados (Kristensen et al., 2009). Por lo
anterior, se hace necesario generar informacion
cientifica y evidencia experimental, que soporte el
desarrollo de procesos y tecnologias para el tratamiento
de afluentes de pisciculturas.

Los objetivos de este trabajo fueron evaluar el
tiempo de proteccion que brinda una concentracion de
5 mg Ca L sobre la toxicidad de 500 pg Al L en
alevines de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
expuestas a tres condiciones de acidez (pH 5,6,y 7)y
determinar la concentracion de calcio necesaria para
reducir la mortalidad de alevines expuestos a pH 5 en
una concentracion de 500 pg Al L

MATERIALES Y METODOS

Se disefid un experimento para evaluar el tiempo de
proteccion que brinda una concentracion de 5 mg L™ de
calcio, a alevines de trucha arcoiris O. mykiss de 0,1 g
expuestas a 500 ug Al L'*a pH 5, 6 y 7 en el agua. En
un segundo experimento se evaluo la concentracion de
calcio necesaria para reducir el efecto tdxico de la
misma concentracion de aluminio en agua a pH 5.
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En ambos experimentos se evalud la expresion de la
toxicidad del aluminio, registrando la mortalidad de
alevines en funcion del tiempo de exposicion a este
metal (USEPA, 1994), donde el nimero de peces
muertos obtenidos a las 96 h, se explica como expresion
de la toxicidad del aluminio y como consecuencia de
una baja dosis de calcio (Rosseland, 1999). Por su
parte, el tiempo transcurrido antes de iniciar el registro
significativo de mortalidades de las alevines en los
diferentes tratamientos, se considerd como el tiempo de
proteccion que brinda la concentracién de calcio
evaluada a diferentes niveles de acidez (Rosseland,
1999). Los resultados de los experimentos se presen-
taron en base a un grafico de mortalidad acumulada,
considerando un periodo de exposicién al aluminio de
96 h.

Los alevines de trucha arcoiris se obtuvieron de la
piscicultura  Catripulli, ubicada en Curarrehue
(39°23°18”S, 71°40°40”W) regién de la Araucania (sur
de Chile) y fueron transportados al hatchery de la
Escuela de Acuicultura de la Universidad Catolica de
Temuco, donde fueron aclimatados en estanques de
fibra de vidrio de 100 L por 48 h previo a la
experimentacion. En cada tratamiento se utilizaron 25
alevines, a una densidad de 25 kg de pez m™ de agua
replicado 5 veces (n = 5).

El agua de cada experimento se prepar6 en base al
estandar de composicion normalizado para andlisis de
agua (APHA-AWWA-WPCF, 1992), Los experi-
mentos se desarrollaron en vasos de precipitado de 1 L
de capacidad, con aireacion constante generada desde
un aireador de baja presion Sweetwater® modelo S 11.
USA y temperatura de 10°C controlada mediante un
equipo de refrigeracion Zanotti® modelo GM 2. Italia.

Los niveles de acidez utilizados en todos los
experimentos se generaron a partir de la titulacion de
acido clorhidrico Merck® (1 N) al agua de cultivo. La
fuente de aluminio utilizada fue de alumnio Winklern®
al 99% de pureza, la concentracion utilizada (500 ug
L) corresponde a una de las mayores concentraciones
de este metal registradas en las aguas del sur de Chile
(Atland & Bijerknes, 2009) y la fuente de calcio
utilizada fue sulfato de calcio Merck ® al 99% (Tablas

ly?2).

Andlisis estadistico de los datos

El andlisis de los datos se realizd con el programa
estadistico GraphPad Prisma® version 5.0 (GraphPad
Software, San Diego CA). Se utiliz6 una ANOVA de
una via para muestras no paramétricas. Ademas, se
realiz6 en paralelo el test de Kruskal-Wallis y el post-
test de comparaciones multiples Dunns, para evaluar
las diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos. El nivel de significancia se fijé en P < 0,05 (n
= 5 réplicas).

RESULTADOS

Determinacion del tiempo de proteccion que ofrece
5 mg L™ de calcio a alevines expuestos a 500 pg Al
L™ a diferentes pH

Los resultados mostraron un 100% de sobrevivencia
larval durante las 96 h de evaluacion en el control a pH
7, sin adicidn de calcio y aluminio, al igual que cuando
se mantiene este pH y se adiciona 500 pg Al L (T6) o
ademas del aluminio, 5mg Ca L (T3). EnpH6Yy 7 la
dosis de calcio ofrece un tiempo de proteccion que se
extiende durante las 96 h del experimento. Sin
embargo, la concentracion de 5 mg L™ de calcio a pH 5
no es suficiente para proteger a las alevines del efecto
toxico de 500 pg Al L7, ya que los efectos se
comienzan a observar a partir de las 8 h de exposicion
(Fig. 1). En agua sin calcio a pH 6 y 5 las mortalidades
de los alevines (T5: 62 + 4,6% y T4: 77 £ 6,8%)
mostraron diferencias significativas (P < 0,05). En agua
con pH 6 en presencia de 5 mg Ca L™ se obtuvo una
mortalidad (T2: 2 + 0%), significativamente menor (P
< 0,05) en comparacion con el 62 + 4,6% que se obtuvo
en ausencia de calcio (T5), lo cual indica que la
proteccion se reduce a 24 h. A pH 5 se observé una
mortalidad aguda del 100% de las alevines a las 36 y 48
h de exposicion sin calcio (T4) o con5 mg Ca L (T1).

Determinacién del tiempo de proteccidn que ofrecen
diferentes concentraciones de calcio a alevines
expuestos a 500 pg Al L*apH 5

Las aguas con 500 pg Al LY a pH 5 con 10 (T9) y 20
(T10) mg Ca L%, igual que el control, no presentaron
mortalidades durante las 96 h de exposicién. Sin
embargo, mostraron diferencias significativas (P <
0,05) con respecto a los tratamientos que consideraron
una menor concentracion de calcio: 0 (T7) y 5 (T8) mg
Ca L™ donde la mortalidad acumulada fue del 100% de
los alevines a las 24 h de exposicion (Fig. 2).

DISCUSION

Si bien antes de 12 h de exposicién al aluminio, los
porcentajes de mortalidad de los alevines no son
estadisticamente significativos, desde el punto de vista
productivo los porcentajes de mortalidad en este
periodo representan una importante pérdida econémica
para la larvicultura de la trucha, sobrepasando los
niveles de mortalidad esperados del 5% para el periodo
ova con o0jo a primera alimentacion (Bromage &
Cumaranatunga, 1988).
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Tabla 1. Concentraciones de calcio y niveles de pH en los tratamientos disefiados para determinar el tiempo de proteccidn
que brinda 5 mg Ca L%, a alevines de trucha arcoiris expuestas a una concentracion de 500 pg Al L.

T1 T2 T3 T4 T5 T6 Control
pH 5 6 7 5 6 7 7
CamglL? 5 5 5 0 0 0 0
Al pg L? 500 500 500 500 500 500 0
Tabla 2. Concentraciones de calcio evaluadas para ; :
determinar la dosis que reduce el efecto téxico de 500 pg 100 b —1
L en alevines de trucha arcoiris expuestas a pH 5. l - Control
2 g - T1
T7 T8 T9 T10 Control g .
Camg L™ 0 5 10 20 0 Ew e Th
Al ug L? 500 500 500 500 0 = T5
= 16
5
Las mortalidades se observaron principalmente en =
los tratamientos de pH 5 debido a que en pH &cidos el A
aluminio estd presente como especies cargadas 4 4
positivamente de alta toxicidad (Teien et al., 2006; : . 5 5 = s %

Sanchez, 2008), acelerando su precipitacion sobre la
superficie de la branquia de los alevines, afectando la
respiraciéon y regulacion de iones (Rosseland &
Staurnes, 1994), produciendo irritacién y aumento de
secrecion de mucus y la muerte de alevines (Atland &
Bjerknes, 2009). La inclusion de 5 mg Ca L en este
pH, no redujo la toxicidad. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Wilson et al. (1994) que
indican que el salmén expuesto a pH entre 4,7y 5,5 en
aguas con aluminio mueren primariamente debido a la
presencia de aluminio, mas que por la concentracién de
H™. Por otra parte, Poleo (1997) sefiala que el agua a pH
5 no es toxica para los peces, comparada con aguas
ricas en aluminio al mismo pH, esto debido a que en
este nivel de acidez, el aluminio se encuentra como
especie reactiva, cargada positivamente de alta toxi-
cidad (Teien et al., 2004).

A pH 7 la ausencia de mortalidad se explica debido
a que en aguas de acidez neutra, el aluminio esta
presente como especie cargada negativamente de baja
toxicidad (Teien et al., 2004, 2006), disminuyendo la
concentracion de iones libres, generando una reduccion
en la proporcidon del metal total en forma catidnica
(Sanchez, 2008), presentandose mayormente como
aluminato cargado negativamente de baja reactividad y
peligro para los peces. Hirt & Domitrovic (2002),
manifiestan que a valores altos de pH en el agua, el
aluminio precipita como hidréxido, que puede flocular
en el agua, disminuyendo su toxicidad.

Hora

Figura 1. Porcentaje de mortalidad acumulada en peces
durante 96 h sometidos a diferentes tratamientos. Los
datos representados son promedios acumulados + DE (n =
5). Las letras diferentes indican diferencias estadisti-
camente significativas en relacion al control y entre los
tratamientos (P < 0,05).

Por su parte, a pH 6 (T2) el aporte de 5 mg Ca L™,
redujo la toxicidad del aluminio impidiendo su unién a
los sitios cargados negativamente en el epitelio
branquial, generando un efecto protector sobre los
alevines (Allin & Wilson, 1999). Este efecto protector
estaria determinado por la formacion de nuevos
complejos de aluminio de mayor peso molecular y
menor toxicidad. Esto lo confirman Roy & Campbell
(1997), quienes trabajando en agua blanda y pH 5
obtuvieron una reduccién de la toxicidad del aluminio
por polimerizacion del metal. Estudios de especiacién
quimica y ultrafiltracién demostraron que la transfor-
macion de moléculas de aluminio de bajo peso
molecular (<10 Kd) en moléculas de mayor peso (>10
Kd) pueden estar relacionadas con la menor respuesta
toxica del aluminio en los peces, impidiendo su unién a
los sitios cargados negativamente de la superficie
branquial (Whitters et al., 1996).

En los tratamientos con 10 mg Ca L (T9 y T10,
Fig. 2) no se registraron mortalidades de alevines,
debido a que la concentracion los protegi6 del efecto
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad acumulada en peces
durante 24 h sometidos a diferentes tratamientos a pH 5.
Los datos presentados son promedios acumulados + DE (n
= 5). Las letras diferentes indican diferencias estadisti-
camente significativas entre los tratamientos (P < 0,05).

toxico del aluminio. Sin embargo, la concentracion de
5 mg Ca L (T7 y T8) no seria suficiente para
protegerlos frente a la concentracion de 500 pg Al L™,
Estos resultados confirman lo expuesto por Linbo et al.
(2009) y Garcia-Gambero (2002), en el sentido que la
toxicidad aguda del aluminio decrece en los peces hasta
desaparecer con el incremento de la dureza del agua,
debido a que se genera un efecto protector en los peces
contra la pérdida de iones desde la membrana branquial
(Atland & Bjerknes, 2009).

En consecuencia, la dosis de calcio que presento la
mayor proteccion es superior a la recomendada por
Rosseland (1999) lo que se atribuiria a que utilizé peces
de tamafio smolt, mientras que en este trabajo se
utilizaron alevines recién eclosionados de 0,1 g de peso,
que son mas vulnerables al efecto téxico del aluminio.
Al respecto Sloman et al. (2002) y Lamas et al. (2007)
sostienen que los peces en sus primeros estadios de vida
son muy sensibles a los efectos tdxicos de los metales
pesados, debido a que poseen una mayor tasa
metabdlica, con lo que captan una mayor cantidad de
metales por unidad de volumen.

CONCLUSIONES

Se observé que la concentracion de 5 mg Ca L* ofrece
un tiempo de proteccién de hasta 8, 24 y 96 h a alevines
de trucha arcoiris expuestos a una concentracion aguda
de 500 pug Al L en aguas de pH 5, 6 y 7. La
concentracion de 10 mg Ca L seria suficiente para
proteger a alevines de trucha arcoiris expuestos a una
concentracion aguda de 500 pg Al L en aguas de pH
5y6.
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