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RESUMEN

La oxitetraciclina (OTC) es un antibiodtico frecuentemente utilizado en el control de enfermedades provocadas por Vibrio
en granjas de cultivo de camaron Penaeus vannamei. Se evalu6 la degradacion de la OTC en muestras de sedimento
y agua marina (2:98 p/v), con OTC como estandar y OTC adicionada en alimento para camardn, en ambos casos a 10
ugmL!. Los ensayos tuvieron una duracion de 40 dias, y se evaluaron factores abidticos como exposicion a la luz y
efecto del pH (7 y 8). Las muestras con estandar de OTC expuestas a la luz, tuvieron una degradacion del antibidtico
del 100% para ambos valores de pH; en las muestras no expuestas, la degradacion fue de 88.33% a pH 7 y 90.90% a pH
8. En las muestras con OTC en alimento para camardn, la degradacion fue del 100% a los 40 dias, con y sin exposicion
ala luz y con los dos valores de pH. El tiempo de vida media de degradacion de la OTC en el alimento, fue menor con
respecto a las muestras adicionadas con estandar con y sin exposicion a la luz (P < 0.05). Los residuos de la OTC se
degradan por efecto de la luz y pH, reduciendo su permanencia en los sedimentos acuicolas.

Palabras clave: oxitetraciclina, sedimento y agua marina, alimento para camaron, resistencia bacteriana.

Effect of photolysis and pH on the degradation of oxytetracycline in sediment and seawater

ABSTRACT

Oxytetracycline (OTC) is an antibiotic frequently used in the control of diseases caused by Vibrio in Penaeus vannamei
shrimp farms. The degradation of OTC was evaluated in samples of sediment and seawater (2:98 w/v), one with an OTC
standard and another with OTC in shrimp feed, both at 10 pgmL-'. The tests lasted 40 days, and the abiotic factors were
evaluated, such as the exposure to light, and the effect of the pH (7 and 8). The samples with OTC standard exposed to
light, had a degradation of the antibiotic of 100% for both pH values; In the unexposed samples to light, the degradation
was 88.33% at pH 7 and 90.90% at pH 8. In the samples with OTC in shrimp feed, the degradation was 100% at 40
days, with and without exposure to light, at different pH values. The half-life time of OTC degradation in shrimp feed
was lower with due to the samples added with standard with and without exposure to light (P <0.05). OTC residues can
be degraded by the effect of light and pH, reducing their permanence in aquaculture sediments.

Keywords: oxytetracycline, sediment and seawater, shrimp feed, bacterial resistance.
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INTRODUCCION
1 consumo y produccion de alimentos provenientes
del mar se ha incrementado debido al crecimiento
de la poblacion mundial en los ultimos afios. Sin
embargo, el sector acuicola no estd exento de la
aparicion de enfermedades durante la produccion de alimentos
de origen marino, con pérdidas econdmicas importantes
(FAO, 2018). Una de las alternativas para el control de las
enfermedades en el cultivo de peces y crustaceos ha sido el
uso de antibidticos. Su aplicacion con fines profilacticos ha
disminuido enalgunos paises, mientras que en otros, como Asia,
se siguen administrando antibidticos en un 80% a las especies
marinas cultivadas (Institute, 2016). En China, se han empleado
13 distintos antibiodticos, comparado con el Reino Unido que ha
utilizado cinco de ellos con amplio espectro, en las actividades
acuicolas (Topp, Joakim, Miller, Van den Eede & Virta, 2018).
En México, los antibidticos como la oxitetraciclina (OTC),
enrofloxacinay florfenicol se usan en la industria camaronicola
para controlar las infecciones bacterianas que se presentan
durante los ciclos de produccion (Soto-Rodriguez, Gomez-Gil,
Roque & Lozano, 2008).

Laoxitetraclicina se caracteriza por tener un amplio espectro de
accion en lamedicina veterinaria. Es uno de los antibioticos mas
utilizados en el sector acuicola por poseer actividad bactericida
y ser un farmaco de bajo costo (Leal, Esteves & Santos, 2016).
Quimicamente, la estructura de la OTC la forman anillos
poliaromaticos que le confieren estabilidad y una vida media
(t'2) relativamente larga en el medio ambiente, incrementando
su permanencia como contaminante (Yan et al., 2018). El
mecanismo de accion de la OTC es por inhibicion de la sintesis
de proteinas mediante el bloqueo de la funcidn de la subunidad
30S delribosoma, impidiendo el crecimiento bacteriano (Gomez-
Gil, Roque & Guerra, 2014). Cabe mencionar que la OTC
no se metaboliza completamente durante su administracion
terapéutica, excretandose de forma inalterada al medio ambiente
yenelagua, siendo las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco
y del medio receptor importantes en su distribucion, transporte
y acumulacion en el agua y en sedimento (Prado, Romalde &
Barja, 2010; Acevedo, Severiche & Jaimes, 2015).

La fotodegradacion es una de las principales formas de
degradacion de la OTC en aguas superficiales, sin embargo
es también afectada por la formacion de complejos con iones
metélicos comoel Ca?*y el Mg?* (Andreozzi, Raffaele & Nicklas,
2003). La presencia de materia organica disuelta y distintos
iones en los ambientes acuaticos influyen en el comportamiento
de la fotolisis en los antibidticos (Jiao, Meng, Yin,Wang &
Chen, 2008). La OTC posee poca estabilidad en condiciones
ambientales abioticas como son el pH y la exposicion a la
luz (Rojas, 2010), siendo la fotolisis el principal mecanismo
de su degradacion (Oka et al., 1989; Doi & Stoskopf, 2000;
Hong-Thih & Jing-Ju, 2009). El pH tiene un papel importante
en la formacion de complejos con distintos iones presentes en

el agua marina. El cation de la OTC es considerado un acido
triprotico, presentando actividad de disociacion acida (pK,) de
3.2-3.6, 7.3-7.5 y 8.9-9.9 (Kulshrestha, Giese & Aga, 2004;
Jiao et al., 2008). Estudios previos han comprobado que la
degradacion de la OTC en el agua marina es mas rapida por
fotolisis, mientras que en los sedimentos se relaciona con la
actividad microbiana (Samuelsen, 1989; Pouliquen, Le Bris &
Pinault, 1992; Pouliquen, Delépée, Larhantec-Verdier, Morvan
& Le, 2007; Hong-Thih & Jing-Ju, 2009; Leal ef al., 2016;
Gonzalez—Gaya, Cherta, Nozal & Rico, 2018). El uso de la
luz solar como factor de degradacion de la OTC ha sido una
alternativa efectiva y de bajo costo. Sin embargo, la cinética de
degradacion puede ser dependiente de la composicion idnica
del agua marina y de los compuestos organicos presentes (Leal
etal, 2016).

Una de las principales causas de residuos de OTC acumulados
en los sedimentos de los estanques acuicolas es el alimento
adicionado con este antibidtico que no es ingerido por los
organismos, y corresponde a un aproximado entre 70-80%.
Otra fuente de contaminacion son las heces de los camarones,
que contienen OTC sin metabolizar y se lixivia en los sistemas
de cultivo (Li & Zhang, 2016; Sosa, Medina & Faure, 2013;
Kong et al., 2012; Oka, et al., 1985). Los residuos de OTC y
sus metabolitos epimeros se han detectado en el suelo, agua y
en productos alimenticios, en concentraciones que van desde
nanogramos (ppb), hasta microgramos (ppm) (Yan et al.,
2018). Ademas, se ha demostrado que la OTC es el antibidtico
mayormente detectado en los productos importados provenientes
de la acuicultura de diversos paises (Topp et al., 2018).

La permanencia de los residuos de antibioticos en los sistemas
de cultivo acuicola, incrementa la resistencia antimicrobiana
en las bacterias patogenas, lo que ocasiona pérdidas cuantiosas
en la industria camaronicola. Por ello, el objetivo de esta
investigacion fue determinar el efecto de la fotolisis y el pH
en la degradacion de la oxitetraciclina en solucion y contenida
en el alimento para camardn, en muestras de sedimento y agua
marina, para conocer laresidualidad del antibiotico en estanques
de cultivo de camarén P. vannamei.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién y preparacion de las muestras

Se realizd la toma de muestras de sedimento y agua de mar
en una granja de cultivo de camardn P. vannamei ubicada en
Bahia de Kino, Sonora (28°41°54.5”N 111°49°59.5”W). Se
selecciond esta granja debido a que se tuvo comunicacion
personal con el administrador técnico de la misma, quien nos
informo que por politica de la empresa desde hace 10 afios no
se aplican tratamientos con antibioticos como parte del proceso
de cultivo del camaron.

Tanto las muestras de agua del mar como de sedimento, se
tomaron de cuatro estanques de la granja seleccionados al azar,
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colectandolas en seis diferentes puntos de cada estanque. En
cada muestreo se tomaron 20 L de agua de mar y se colocaron
enrecipientes de plastico debidamente identificados. En el caso
del sedimento, se tomaron muestras de 1 kg, empleando para
su recoleccion una draga metalica introducida en el estanque
a 20 cm de profundidad. Las muestras se colocaron en bolsas
de plastico estériles adecuadamente identificadas. Todas
las muestras se trasladaron en hieleras con refrigerantes, al
Laboratorio de Analisis Biologicos del Centro de Investigacion
en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD), donde se
almacenaron en condiciones de refrigeracion hasta su uso.

En el laboratorio las muestras se manejaron de la siguiente
manera: para el agua del mar, el volumen total recolectado en
los estanques se mezclo en un solo recipiente y se homogeneizo.
En el caso del sedimento, todas las muestras colectadas se
vaciaron también en un recipiente y se homogeneizaron. En las
muestras de sedimento se determind lahumedad con la finalidad
de considerar el peso en seco para la preparacion de la muestra
de sedimento y agua marina, siguiendo el método descrito por
Tirado, Montero & Acevedo (2015). Ademas, el sedimento y
el agua marina fueron esterilizados de manera independiente,
a 121°C/30 min, para eliminar microrganismos que pudieran
afectar la degradacion del antibiotico, y s6lo observarla por
efecto del pH y la luz.

Se confirmo laausencia de laOTC en las muestras de sedimento
y del agua del mar, para posteriormente preparar una mezcla
homogénea de ambas, en una proporcion 2:98 (p/v), de la que
se tomaron las submuestras para la realizacion de los ensayos.

Analisis fisicoquimicos

En el caso de las muestras de agua del mar se realizaron
mediciones del pH utilizando un potenciémetro Y SI (Ecosense
pH 10, Yellow Springs, OH. EUA); salinidad con un
refractometro Aquatic Eco-Systems (VitalSine SR-6, Apopka,
FL.EUA), oxigeno disuelto (OD)y temperatura con un oximetro
YSI (YSI 55, Yellow Springs OH. EUA).

Alimento para camarén

Los alimentos para camaron con y sin OTC que se utilizaron
en el ensayo fueron de origen comercial. Antes de iniciar el
ensayo se hizo la determinacion de OTC en muestras de ambos
alimentos, en la primera para conocer la concentracion del
antibidtico, y en la segunda para confirmar la ausencia de éste.
Estos analisis se realizaron mediante cromatografia de liquidos
de alta resolucion.

Estandarizacion del método cromatografico para la
determinacion de la oxitetraciclina en el sedimento y agua
marina

La determinacion de la OTC en el sedimento y agua marina se
hizo mediante un método de cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC), empleando un estandar de referenciade alta

pureza (Sigma-Aldrich, EUA). Se llevo a cabo la validacion
del método analitico evaluando los parametros de linealidad,
especificidad, limite minimo de deteccion (LMD), limite minimo
de cuantificacion (LMC) y exactitud. La linealidad del sistema
se evalud mediante curvas de calibracion de la OTC en un
intervalo de concentraciones de 0.03a 10 ugmL-', las diluciones
se prepararon con una solucion de acido oxalico 0.02 M y
acetonitrilo grado cromatografico, en proporcion 80:20 (v/v).
Para determinarlalinealidad del método se emplearon muestras
de sedimento y agua marina adicionadas con el antibidtico
en el mismo rango de concentraciones que se usaron para la
linealidad del sistema. Estos analisis se realizaron por duplicado
de extraccion y triplicado de inyeccion en el cromatografo de
liquidos de alta resolucion. La especificidad o selectividad se
observo mediante la resolucion del analito en el cromatograma
obtenido del analisis de la muestra de sedimento y agua marina
conelantibidtico. Laexactitud se establecio utilizando muestras
adicionadas con OTC auna concentracion conocida, para obtener
el porcentaje de recuperacion. Los solventes empleados para la
cuantificacion de la OTC en las muestras de sedimento y agua
marina fueron acetonitrilo y metanol grado cromatografico
(Fermont, Mex.).

El equipo utilizado para la determinacion del antibidtico fue
un Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC)
Varian ProStar 210, un detector UV-Vis Varian ProStar 325 a
una longitud de onda de 365 nm, una columna Nucleosil C,q
de 150 x 4.6 mm, con tamafio de particula de 5 pm. La fase
movil consistio en acido oxalico 0.02 M y acetonitrilo grado
cromatografico en proporcion 80:20 (v/v), a un flujo isocratico
de 1 mL/min y un tiempo de corrida de 13 min. El area bajo
la curva fue el parametro que se considero para determinar la
concentracion de la OTC en las muestras, de acuerdo al método
de estandar externo.

Ensayo de degradacion de la oxitetraciclina por factores
abidticos

Para evaluar la degradacion de la OTC en las muestras de
sedimento y agua marina por efecto del pH y la exposicion a
la luz, se realizdé un ensayo bajo condiciones controladas en
el Laboratorio de Analisis Biologicos del CIAD. El ensayo se
llevo a cabo por un periodo de 40 dias, siguiendo el protocolo
metodologico publicado por Lai & Lin (2009). Se emplearon
12 frascos de vidrio de 250 mL, alos que se afiadieron 100 mL de
la muestra de sedimento y agua marina (2:98 p/v). El pH de esta
muestrase ajusto a7y 8, empleando soluciones amortiguadoras
de HCl y NaOH 0.1 M.

Para llevar a cabo el ensayo, se tuvieron dos grupos de
tratamientos, Tratamiento 1: degradacion del estandar de
OTC (con y sin exposicion a la luz, pH 7 y 8); Tratamiento 2:
degradacion de la OTC contenida en alimento para camarén
(con y sin exposicion a la luz, pH 7 y 8). En cada tratamiento
seis frascos de 250 mL se mantuvieron descubiertos y seis
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se cubrieron totalmente con papel aluminio para evitar la
exposicion de la OTC a la luz. El efecto de la luz se dio a través
de una lampara led con una intensidad luminica de 80 mW/cm?
que es cercana al valor promedio del espectro de luz visible,
simulando la luz solar.

Dentrode cadaunodelos tratamientos (1y 2), se hizo lasiguiente
distribucion: dos frascos fueron utilizados como controles
negativos, uno de ellos contenia la muestra de sedimento y agua
marina y el otro el alimento para camarén sin OTC. A otros
dos frascos de cada tratamiento se les adiciond un estdndar
de OTC a una concentracion tedrica de 10 pgmL™!. A los dos
ultimos frascos de cada tratamiento se les agregé alimento para
camar6n con OTC a una concentracion tedrica de 10 pgmL-!.
Durante el ensayo todos los frascos se mantuvieron en agitacion
mecanica a 250 rpm y 25 °C por 40 dias. De cada frasco se
tomaron muestras de 3 mL de sedimento y agua marina, en
distintos lapsos de tiempo de: 0, 0.5, 1, 2,4, 7, 9, 11, 14, 17,
20y 40 dias. Estas muestras se colocaron en viales color ambar
debidamente etiquetados y se almacenaron en un congelador
TOREY a -20 °C para el analisis de la OTC por HPLC.

El procedimiento anterior se llevo a cabo en los tratamientos
ly2apH 7y pH 8, siempre bajo las mismas condiciones
experimentales.

Determinacion de la oxitetraciclina en las muestras de
sedimento y agua marina

La determinacion de la OTC en las muestras de sedimento
y agua marina se realizd con base en el procedimiento de
Pouliquen et al. (1992). Estos analisis se llevaron a cabo por
duplicado de extraccion y triplicado de inyeccion en el HPLC.
Para asegurar la calidad de los resultados, en el analisis de
las muestras se incluy6 un control positivo que consistio en
una muestra de sedimento y agua marina adicionada con
OTC a una concentraciéon de 2 pgmL!. Esta muestra se
empled para determinar el porcentaje de recuperacion de la
OTC (exactitud del método), también se incluyo el analisis
de una muestra de sedimento y agua marina sin OTC como
control negativo.

Laextracciéndela OTC del sedimento y agua marina se realizd
tomando 1 mL de la muestra y se colocé en tubos conicos de
plastico de 15 mL que fueron agitados en un vortex por 30 s
(Thermo Scientific, EUA) y sonicados por 15 min (Sonicador
Cole Parmer, mod. 8892, Chicago, IL. EUA). Posteriormente,
los tubos se centrifugaron a 2,580 g por 10 min a 4 °C en una
centrifuga Heraeus Megafuge 8 Benchtop (Thermo Scientific,
EUA). Los sobrenadantes de las muestras se filtraron utilizando
una jeringa de plastico de 3 mL y un filtro (Acrodisc LC13
PVDF), con un tamafio de poro de 0.2 pm. El filtrado se
colecto en viales de 2 mL para inyectar 200 pL de muestra en
el equipo de HPLC.

Analisis estadistico de los datos

Durante el desarrollo de los ensayos de degradacion de la
OTC, las variables abidticas como, la salinidad, pH, oxigeno
disuelto y temperatura fueron analizadas mediante estadistica
descriptiva (media y desviacion estandar). Para la evaluacion
de los datos obtenidos de la determinacion de humedad en el
sedimento, se empled un analisis de varianza (ANOVA) de una
via y la diferencia entre medias se obtuvo aplicando la prueba
de Tukey-Kramer.

Los resultados de la concentracion de la OTC en las muestras
de sedimento y agua marina se analizaron utilizando un
ANOVA multifactorial, incluyendo como factores la luz, el pH,
la OTC (estandar de OTC y OTC en alimento), y el tiempo.
Las diferencias obtenidas entre las medias de cada una de las
variables en la degradacion de la OTC fueron analizadas con
la prueba de Bonferroni. Un valor de P < 0.05 se considero
estadisticamente significativo. El analisis estadistico de los
datos se realiz6 empleando el programa computacional Minitab
version 19.1.0.0.

Los datos de la cinética de degradacion de la oxitetraciclina
fueron evaluados mediante un modelo de regresion no lineal
de primer orden mediante la siguiente ecuacion:

En la cual k£ es el rango constante de primer orden, ¢ es el tiempo
transcurrido, C,y C son las concentraciones de OTC inicial y
final respectivamente (Leal et al., 2016). El modelo no lineal
fue ajustado mediante el software GraphPad Prism 9.0.2.

RESULTADOS

Parametros fisicoquimicos en la muestra de sedimento y
agua marina

La evaluacion de los parametros fisicoquimicos como: pH,
salinidad, oxigeno disuelto y temperatura, que presentaron
los microambientes dentro de los frascos con las muestras de
sedimento y agua marina, mostr6 valores que se mantuvieron
conforme a los 6ptimos en los sistemas de cultivo de camaroén
segun lo reportado por Li ef al. (2008) y Venkateswara-Rao
(2009) (Tabla I).

Tabla I. Parametros fisicoquimicos en muestras de sedimento
y agua marina.

Parametro Valor obtenido
Salinidad 37 +£2.37 %o
pH 7.72 £0.47
Oxigeno disuelto 4.3 +0.45 mgL!
Temperatura 28 £0.50 °C
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Alimento para camarén

El resultado obtenido en el analisis de oxitetraciclina en el
alimento comercial para camarén fue de 3256.51 +£38.97 ugg’!
parael alimento medicado (adicionado con OTC), y se confirmd
la ausencia del antibidtico en el alimento sin medicar (sin
adicion de OTC). Con base en la concentracion obtenida de
OTC en el alimento, se hicieron los célculos para tener una
concentracion de 10 ugmL! en las muestras de sedimento y
agua marina utilizadas en los ensayos.

Estandarizacion del método cromatogrifico para determinar
oxitetraciclina y aseguramiento de la calidad de los datos
Antes de utilizar para el ensayo las muestras independientes
de sedimento y agua marina colectadas en la granja acuicola,
se analizaron para confirmar la ausencia de la OTC mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion.

La validacion del método analitico empleado para la
determinacion de la OTC en las muestras de sedimento y
agua marina mostré buenos resultados en los parametros
obtenidos. Enlalinealidad del método, se obtuvo un coeficiente
de determinacion r> = 0.996 y en la linealidad del sistema
r’=0.999. Se determin6 un limite de deteccion para OTC de
0.06 pgmL™' y un limite de cuantificacion de 0.1 ugmL'. El
parametro de exactitud evaluado a través del porcentaje de
recuperacion delaOTC en muestras de sedimento y agua marina
adicionadas con una concentracion conocida del antibidtico
fue de 104.0 = 25.5%. El método implementado demostro
ser simple, rapido, econdmico y confiable. Los resultados
obtenidos en los parametros de validacion aseguran la calidad
de los datos generados.

Degradacion del estandar de la oxitetraciclina en las
muestras de sedimento y agua marina

En las muestras de sedimento y agua marina, analiticamente
la OTC mostrdé un tiempo de retencion de 8.25 + 0.02 min,
observandose en el cromatograma un pico con buenaresolucion,
sin interferencia de otros compuestos, lo que nos indica una
adecuada especificidad o selectividad del método. La Figura 1
presenta cromatogramas tipicos obtenidos de muestras de
sedimento y agua marina con OTC y un estandar de referencia
de 1a OTC a una concentracion de 10 pgmL'.

Los resultados del experimento de degradacion de la OTC sin
exposicion alaluzy apH 7y 8, mostraron que para el estandar
de OTC contenido en las muestras de sedimento y agua marina,
al dia 20 del ensayo, en los frascos protegidos de la luza pH 7,
se tuvo una degradacion del antibidtico de 75.16% y para el pH
8 fue de 69.65%. Hubo un incremento en la degradacion de la
OTC con el tiempo, detectandose a los 40 dias del ensayo una
concentracion del antibidtico de 0.86 + 0.04 pgmL™, lo que
represent6 una degradacion del 88.33% con respecto al valor
inicial (7.37 + 0.46 pgmL™) en los frascos con pH 7; y una
concentracion de 0.71 = 0.23 pgmL™! en los frascos con pH 8,

donde la concentracion inicial fue de 7.81+0.14 pgmL™!, 1o que
indica una degradacion del 90.9% (Figura 2). Para el caso de
las muestras de sedimento y agua marina con estandar de OTC
apH 7y 8, y expuestas a la luz, no se detectd el antibidtico al
finalizar el ensayo (40 dias), para ambos valores de pH.

El analisis estadistico demostrd que el efecto del pH en la
degradacion de la OTC en los sistemas con y sin exposicion
a la luz, y entre los distintos puntos de muestreo, no presentd
diferencias significativas (P >0.05). Sinembargo, lainteraccion
de los factores como la luz, el tipo de OTC y el tiempo de
evaluacion, mostraron su efecto sobre la degradacion del
antibidtico (Tabla II). La prueba estadistica de Bonferroni
demostr6 que existe diferencia significativa en la degradacion
de la OTC conforme al tiempo transcurrido y los diversos
factores evaluados (P < 0.05).

La aplicacion del método de regresion no lineal y su validacion
a través del coeficiente de determinacion (r?) no fue suficiente
para establecerlo como método de prediccion de degradacion
del antibidtico, debido a que el comportamiento de los datos
es discontinuo. Es por ello, que evaluar el comportamiento
del error estandar se considerd indispensable como método
confirmatorio de precision del modelo matematico utilizado
(Tabla III).

Los resultados obtenidos en las muestras de sedimento y
agua marina adicionadas con el estandar de OTC, mantenidas
a pH 7 y con exposicion a la luz, mostraron un tiempo de
vida media de degradacion (t %) de 44.37 = 21.08 min, a
diferencia de las muestras no expuestas a la luz donde el t 2
fue de 117.44 + 77.26 min. En los frascos mantenidos a pH 8
y expuestos a la luz, el t /2 de degradacion de la OTC fue de
49.68 + 15.0 min, y en los que se mantuvieron sin exposicion
alaluz, el t's se prolongd hasta 63.85 + 18.98 min del ensayo,
requiriéndose mas tiempo para la degradacion del antibidtico
en el microambiente (Tabla IIT).

Degradacion dela oxitetraciclina en alimento para camaron
en las muestras de sedimento y agua marina

En los frascos con sedimento y agua marina expuestos a la luz
y a pH 7, la concentracion inicial de la OTC proveniente del
alimento para camaron fue de 3.0+1.27 ugmL!, yalas 12 hde
iniciado el ensayo se increment6 a 6.4 = 0.42 ugmL!, mientras
que en los frascos no expuestos a la luz la concentracion del
antibidtico se increment6 de 2.05 = 0.07 a 7.30 = 0.84 pgmL"!
a las 24 h. Las concentraciones de la OTC obtenidas a las 12
y 24 h fueron las que se tomaron en cuenta para determinar el
porcentaje de degradacion del antibidtico. La degradacion de la
OTC en el alimento para camarén de la muestra de sedimento
y agua marina, se presenta en la Figura 3. Trascurridos 20 dias
del ensayo, la OTC se detectd solamente en los frascos con
las muestras de sedimento y agua marina protegidos de la
luz, en niveles de 0.29 £ 0.007 ugmL™!, lo que representé una
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Figura 1. Cromatogramas de: A) Estandar de OTC a 10 pgmL™'; B) Muestra de sedimento y agua marina sin OTC; C) Muestra
de sedimento y agua marina con estindar de OTC a 10 pgmL.
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Figura 2. Cinética de degradacion de la OTC como estandar por efecto de la luz y pH en muestras de sedimento y agua marina.
A) Degradacion de la OTC a pH 7. B) Degradacion de la OTC a pH 8.

Tabla II. Analisis de varianza multifactorial de los datos de degradacion y cuantificacion de la OTC en las muestras de sedimento

y agua marina.

Variable (i,l;?)(::tsa((iie Suma giﬁgggrados Media A(}t:lscti:;:rados Valor de F Valor de P
pH 1 2.75 2.7528 2.55 0.112
Luz 1 63.61 63.6066 58.84 0.000%*
Tipo de OTC 1 18.46 18.4574 17.07 0.000*
Tiempo 11 963.02 87.5475 80.99 0.000*
Error 177 191.33 1.0810
Ajuste 81 174.01 2.1483 11.91 0.000%*
Error puro 96 17.32 0.1804
Total 191 1239.17

*: Valor de P < 0.05 estadisticamente significativo.

degradacion del 97.16 % del antibidtico respecto a la mas alta
concentracion de OTC, alcanzada alas 12 h. Esta concentracion
residual de la OTC se encuentra por arriba del Limite Maximo
Permitido (0.1 ugmL") tomado comoreferencia, debidoaque no
existe un LMP para este tipo de muestras. Al finalizar el ensayo
(40 dias) no se detect6 la OTC en los frascos que contenian la
muestra de sedimento y agua marina y alimento para camaron
con el antibidtico (Figura 3).

En los frascos con sedimento y agua marina a pH 8 expuestos
a la luz, inicialmente se detectdé una concentracién de
5.43 £2.42 pgmL!' de OTC, esta concentracién se incrementd
a 7.25+0.01 pgmL"'a las 12 h; y en los frascos que no se

expusieron a la luz el incremento en la concentracion de OTC
fuede 3.77+0.26a7.60+0.05 pgmL-'a las 12 h. Alos 20 dias
del ensayo en los frascos con sedimento no expuestos a la luz,
hubo una concentracion de 0.22 +0.01 ugmL' de OTC (nivel
superioral LMP), lo que significauna degradacion del antibidtico
del 97.80%, respecto a la concentracion alcanzada alas 12 h de
iniciado el experimento. En los frascos que fueron expuestos
a la luz no se detectd el antibiotico al final del experimento
(40 dias) (Figura 3). De acuerdo con el analisis de varianza
multifactorial, la interaccion de los factores mostrd un efecto
significativo (P <0.05), apartir de las 12 h de iniciado el ensayo
de degradacion de la OTC para ambos tratamientos (con y sin
exposicion a la luz).
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Tabla III. Cinética de degradacion in vitro de la oxitetraciclina en sedimento y agua marina.
Error
-1 + 1 in-1 + 2
Muestras n pH k (min™) £ DE t %2 (min") £ DE r estandar
estandar de OTC 12 0.022 + 0.005 4437 +21.08 0.9895 0.2025
expuesto a la luz
estandar de OTC sin 12 0.012+0.013 117.44 + 77.26 0.9193 0.5601
exposicion a la luz 7
OTC en alimento 12 0.020 % 0.008 38.58 = 12.06 0.9860 0.3075
expuesto a la luz
OTC en alimento sin
i + +
Sedlmentf) y exposicion a la luz 12 0.009 + 0.009 138.22 + 79.88 0.9810 0.4033
agua marina vindar de OTC
con estanda 12 0.016 +0.008 49.68 + 15.00 0.9963 0.1693
expuesto a la luz
estandar OTC sin 12 0.012 % 0.006 63.85 + 18.98 0.9820 0.2491
exposicion a la luz g
OTC en alimento 12 0.021 % 0.004 32.89 + 6.68 0.9999 0.0270
expuesto a la luz
OTC en alimento sin 12 0.012 +0.004 60.11 % 16.29 0.9950 0.2043
exposicion a la luz
A) B)
%10 ;E 10
E.o 0
2 8 2 s
@]
o =
[
o 6 2 6
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T o4 s 4
S
2 2
g 2 £ 2
g g
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Figura 3. Cinética de degradacion de la OTC en alimento para camaron por efecto de la luz y pH en muestras de sedimento y
agua marina. A) Degradacion de la OTC a pH 7. B) Degradacion de la OTC a pH 8.

El tiempo de vida media de la degradacion del antibiotico
en las muestras de sedimento y agua marina con alimento a
pH 7 y exposicion a la luz ocurri6 a los 38.58 = 12.06 min,
mientras que en los frascos que no se expusieron a la luz se
present6alos 113.22 +79.88 min, indicando una degradaciéon
acelerada del antibidtico por fotolisis. El t 2 de la OTC en
los frascos con pH 8 y exposicion a la luz se observo a los

32.89+6.68 minyenlosno expuestos,alos60.11+16.29 min
(Tabla III).

DiscusioN

Con base en los resultados obtenidos de la validacion del
método de andlisis de OTC para asegurar la calidad de los
datos generados, se demuestra la capacidad del método de
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cromatografia de liquidos de alta resolucion, para generar
resultados directamente proporcionales a la concentracion
del analito de interés, como lo establece Andrade (2018), ya
que valores de r?iguales o cercanos a la unidad demuestran la
linealidad del método, asi como la especificidad o selectividad
del método analitico al no identificarse interferencia de
impurezas presentes en la muestra, de acuerdo a lo observado
en los cromatogramas. En el parametro de exactitud, el
porcentaje de recuperacion obtenido, en las muestras con
el antibiotico incorporado al sedimento y agua marina, fue
comparable con los valores establecidos en los criterios de
aceptacion paramétodos cromatograficos, que sonde 80-110%
de recuperacion, de acuerdo a la guia ICH 2Q (R1) (ICH
Harmonized Tripartite Guideline, 2005). En la cuantificacion
delaOTC el tiempo de retencion cromatografica del antibiotico
fue similaral reportado por Pro (2016), quien obtuvo un tiempo
de retencion de 7 min, utilizando cromatografia liquida de
alta resolucion.

La fotolisis e hidroélisis, son procesos que participan en la
degradacion de los antibioticos y son dependientes de la
temperatura, el pH y la luz, como lo reportd Andrade (2018)
y comprobado en este estudio a través del efecto de factores
como la luz y la forma en que se encontraba la OTC utilizada
(como estandar o incorporada en el alimento para camaroén),
influyendo directamente en la degradacion del antibidtico
(P < 0.05). Sosa et al. (2013), reportaron que la OTC se
distribuye en el agua durante las primeras 24 h, como también
se observd ennuestro estudio, alcanzando el antibiotico las mas
altas concentraciones entre las 12 y 24 h del inicio del ensayo.
Factores como una alta salinidad y temperatura presentes en
los estanques de cultivo, contribuyen a potenciar la lixiviacion
del antibidtico. La humedad elevada en el sedimento es un
factor importante en la degradacion de la OTC debido a que se
metaboliza a sus epimeros de forma reversible en el carbono
4, dando origen a compuestos como epi-oxitetraciclina,
anhidro-oxitetraciclina y epianhidro-oxitetraciclina, como ha
sido reportado por Oka et al. (1989)y Lietal. (2019), quienes
sefialan que en un medio acuoso, la OTC es inestable y forma
epimeros por hidrolisis.

La fotolisis es uno de los principales procesos de degradacion
de los antibioticos, en el caso de la OTC expuesta a la luz y
aun pH 8, la degradacion fue mas rapida y también por tener
menor estabilidad en condiciones alcalinas, lo que coincide
con lo reportado por Oka et al. (1989) y Halling-Serensen,
Sengelov & Tjernelund (2002).

Lapresenciaderesiduos de antibioticos en los sistemas acuicolas
puede incrementarse si estos farmacos son persistentes y se
acumulan por adsorcion en los lodos, sedimentos o suelos
(Acevedo et al.,2015). La OTC se ha detectado en sedimentos
acuicolas después de 3-6 meses de suadministracion a través del
alimento (Samuelsen, 1989), y es reconocida por ser persistente

en sedimentos acuicolas e inducir resistencia en la microflora y
bacterias patogenas para los organismos acuaticos (Redrovan,
2017). Laresidualidad de la OTC tomarelevancia debido a que
su concentracion en las muestras de sedimento y agua marina
se encontro por arriba del limite maximo permitido (LMP) para
este antibidtico, de acuerdo a los valores de referencia, que son
de 0.1 ugmL"! en la Union Europea y 0.2 pgmL-! en Estados
Unidos de América (Nogueira-Lima, Gesteira & Mafezoli,
2006; FDA, 2014).

Estudios relacionados con la evaluacion de la cinética de
degradacion de la OTC han demostrado que se incrementa
a pH neutro, asociandolo a la formacion de aniones de OTC
capaces de absorber energia (Jiao ef al., 2008). Sin embargo,
autores como Liu ef al. (2020), han mencionado que para
demostrar el efecto del pH sobre la degradacion de la OTC, la
evaluacion de este parametro debe incluir mediciones de pH
en rangos de 3 hasta 12, considerando que el antibidtico se
degrada dependiendo de este factor. En este sentido, los datos
de la degradacion en nuestro estudio y la influencia del pH son
justificados, ya que no mostraron diferencia significativa en el
ANOVA multifactorial.

Por otra parte, Leal ef al. (2019) mencionan que ademas de
los factores como la salinidad presente en el agua de mar, la
presencia de iones como Mg?" o Ca®', incrementan la cinética
de degradacion de la OTC, interactuando con las moléculas del
farmacoy el efecto delaluzsolar. Nuestros resultados mostraron
una degradacion mas lenta del antibidtico, comparado con los
hallazgos publicados por Leal et al. (2016), quienes estudiaron
la fotodegradacion de un estandar de OTC (4 pgmL™) en agua
de mar proveniente de una granja acuicola y al aplicar una
irradiacion simulando la luz solar (55 W/m?), se degrad6 el 80%
del antibidtico en 21 min, debido alaintensidad de laluzalaque
fue expuesto. Aunado a esto, autores como Samuelsen, Lunestad,
Ervik & Fjelde (1994), han demostrado que la degradacion de
la OTC en sedimentos sin actividad antropogénica es baja, y
su vida media esta en funcion de la columna de agua. Es por
ello, que algunos autores han recomendado que en sedimento
y agua marina, el monitoreo de compuestos residuales y el
mantenimiento de la actividad biologica son la clave para
garantizar el funcionamiento de los ecosistemas sin un impacto
ambiental considerable (Seo, Keum & Li,2009; Liu, Pan, Chen,
Jiao & Wang, 2012).

Los efectos mas conocidos de laOTC en el medio acuatico son
latoxicidad para los organismos, la inhibicion del crecimiento
de las plantas acuaticas, disminucion de la calidad del agua
a nivel de eutrofizacion, asi como el desarrollo de bacterias
resistentes a estos antibioticos (Van der Grinten, Pikkemaat,
van den Brandhof, Stroomberg & Kraak, 2010; Acevedo
et al., 2015). Lo anterior incrementa la preocupacion por
la incidencia que pueda tener este farmaco en los sistemas
acuaticos. Por ello, es importante entender los procesos de
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degradacion de la OTC y conocer su residualidad en los
sistemas de cultivo, por ser éste principalmente utilizado en
la industria acuicola.

Es dificil predecir el impacto que tienen los antibioticos en
los ecosistemas, sin embargo, su presencia puede provocar
alteraciones en la cadena trofica con una posible bioacumulacion
a largo plazo, seleccion de bacterias patdogenas resistentes y
genotoxicidad, entre otros posibles efectos, razones por las
cuales su presencia es considerada un problema ambiental
emergente a nivel mundial (Espinosa & Bermudez, 2012).
Es importante mencionar que los antibidticos que son
administrados en los sistemas de cultivo acuicola, no eliminan
latotalidad de las bacterias, la cantidad de bacterias disminuye,
pero un porcentaje de ellas puede sobrevivir al efecto del
antibiotico, lo que se conoce como persistencia bacteriana
(Becerra, Plascencia, Luévanos, Dominguez & Hernandez,
2009), esto puede ocurrir en bacterias patdgenas presentes
en ambientes acuicolas, y causar serios problemas en esta
industria y en el medio ambiente, ya que la degradacion del
antibiotico puede no ser completa. Por ello, es recomendable
la remocion del sedimento en los estanques de cultivo una
vez concluido el ciclo de produccion, con el propdsito
de asegurar la exposicion del farmaco a la luz y con ello
favorecer la degradacion por fotolisis en el medio ambiente.
Cabe resaltar que es poca la informacion publicada acerca del
comportamiento y residualidad de la OTC bajo condiciones
reales de cultivo de organismos marinos, donde se pueden tener
distintas condiciones de pH y salinidad, y atin menores son los
estudios acerca del comportamiento de laOTC en alimento para
camaron, por lo que esta investigacion es importante debido
al conocimiento que genera acerca de la fotodegradacion
del antibidtico, en un estudio de laboratorio al simular las
condiciones de los estanques de las granjas acuicolas.

CONCLUSIONES

Se establecieron las condiciones cromatograficas 6ptimas para
la deteccion y cuantificacion de la oxitetraciclina en muestras
de sedimento y agua marina mediante cromatografia de
liquidos de alta resolucion, obteniéndose valores adecuados en
los parametros de validacion, lo que asegura la confiabilidad
de los resultados obtenidos en la cuantificacion de la OTC.
Es importante resaltar que el método es sensible, y tiene la
capacidad de detectar concentraciones de OTC en el nivel del
limite maximo permitido de acuerdo a las regulaciones, por lo
que resulta una herramienta ttil para llevar a cabo el monitoreo
de este antibidtico en estanques de cultivo de camaron.

Los resultados del tratamiento de adicion de OTC como
estandar sin exposicion a la luz, mostraron una degradacion del
antibidtico de 88.33% y 90.90% a condiciones de pH de 7y 8
respectivamente, a los 40 dias del ensayo. Mientras que en el
tratamiento con el estindar y exposicion a laluz, la degradacion
fue del 100% para ambos valores de pH.

En el tratamiento de adicion de la OTC en el alimento para
camaron con y sin exposicion a la luz bajo condiciones de
pH 7 y 8, la degradacion fue del 100%, a los 40 dias. Este
hallazgo es favorable, ya que en las granjas de cultivo de
camaroén, la administracion de los antibioticos se lleva a cabo
a través del alimento.

El tiempo de vida media de degradacion de la OTC en el
alimento, fue menor con respecto a las muestras adicionadas
con estandar con y sin exposicion a la luz.

El uso de antibidticos en la acuicultura representa una via
de entrada de contaminantes a los ambientes acuaticos y
terrestres, los sedimentos actuan como una fuente potencial de
acumulacion de diversos compuestos quimicos y el agua tiene
un importante papel en la transformacion y transporte de los
contaminantes, incluyendo residuos de antibidticos, bacterias
resistentes y acelerar la evolucion y diseminacion de genes de
resistenciaalos antibidticos, lo que puede ocasionar un impacto
negativo al ambiente, aumentando el riesgo de transmision a
humanos y animales.

La presencia de residuos de antibidticos en los sedimentos es
relevante, ya que muchos de estos compuestos han demostrado
ser persistentes en el suelo, el sedimento y el agua, lo que
representa riesgos ecoldgicos a largo plazo, y aunque se
encuentren en concentraciones traza, la exposicion cronica
sobre la microbiota acuatica puede provocar la generacion de
resistencia bacteriana.
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