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RESUMEN

La sulfadiazina (SDZ) es un antibidtico perteneciente a la familia de las sulfonamidas
ampliamente utilizada en animales y humanos, razén por lo cual, se realizo el estudio de
deplecion de esta molécula en truchas arco iris (Oncorhynchus mykkis) con el uso de
técnicas radiométricas con *4C, con exposicion de pienso contaminado con sulfadiazina
distribuido por Sigma-Aldrich via alimento tomando en consideracion el peso de los
peces, con una actividad especifica de 3,5171 MBq mg?, actividad de 9,25 MBq con
pureza radio quimica de 98% y pureza quimica mayor a 95% durante 07 dias de
exposicion (absorcion — acumulacion) y 07 dias de depuracion en condiciones semi
estaticas realizado en el laboratorio de investigacion de la Escuela Profesional de
Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del Altiplano para su posterior anélisis en
el laboratorio de ecotoxicologia del CENA-Universidad de Sdo Paulo — Brasil, donde se
realizé la cuantificacion final del antibiotico en el organismo (alevino de trucha), agua y
sedimento, realizado de febrero a junio del 2018; para lo cual fue utilizando
espectrometria de centelleo liquido; para realizar el balance de masa del producto
aplicado. Se determinaron la tasa de absorcion (k1), la velocidad de depuracion (k2) y las
vidas medias bioldgicas (t12) que es de 0,65 L Kg™ d*; 0,16 d* y 4,33 d respectivamente.
Se encontrd después de la fase de exposicion en trucha, agua y heces 359,4 ng g%, 3527,32
ng L1, y 344,79 ng g* respectivamente y después de la fase de depuracion 131,67 ng g-
1,539,43 ng Lty 32,24 ng g™* respectivamente.

Palabras clave: alevinos, deplecion, depuracidn, exposicion y sulfadiazina.
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ABSTRACT

Sulfadiazine (SDZ) is an antibiotic belonging to the family of the sulfonamides widely
used in animals and humans, reason by which it conducted the study of depletion of this
molecule in rainbow trout (Oncorhynchus mykkis) with the use of techniques radiometric
14C with exposure of contaminated feed with sulfadiazine distributed by Sigma-Aldrich
track food taking into consideration the weight of fish with a specific activity of 3,5171
MBq mg-1, activity of 9,25 MBq with purity radio chemistry of 98% and chemical purity
95% during 7 days of exposure (absorption - accumulation) and 7 days of purification in
semi-static conditions made in the research laboratory of the Professional School of
Chemical Engineering of the National University of the Altiplano to their subsequent
analysis in the ecotoxicology laboratory of the CENA-University of Sao Paulo - Brazil,
where it was the quantification of the antibiotic in the organism (alevino of trout), water
and sediment, conducted from february to June 2018; for which it was using liquid
scintillation spectrometry to realize the balance of mass of the applied product.
Determined the rate of absorption (k1), the depuration rate (k2) and the half-lives
biological (t1/2) that is 0.65 L kg-1 d-1; 0.16 d-1 and 4.33 d respectively. It was found
after the phase of exposure in trout, water and sediment 359,4 ng g-1, 3527,32 ng I-1, and
344,79 ng g-1 respectively and after the depuration phase 131,67 ng g-1, 539,43 ng I-1
and 32,24 ng g-1 respectively.

Keywords: depletion, depuration, exposure, fingerlings and sulfadiazine.
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INTRODUCCION

La creciente poblacién mundial demanda cada vez mayor cantidad de alimentos
inocuos y nutritivos, es asi que, la acuicultura toma un rol importante en la erradicacion
de la inseguridad alimentaria y la desnutricion, actividad que viene incrementado
rapidamente en todo el mundo debido a la demanda de productos acuaticos, es la actividad
gue suministra aproximadamente el 40% del pescado en el mundo sobre todo gracias a la
acuicultura intensiva. Por otra parte, la acuicultura intensiva, contamina el agua debido a
la alta densidad de siembra y la gran cantidad de alimentacion suplementaria que genera

acumulacién de residuos en el fondo del estanque.

Asi mismo el uso de antibioticos en este tipo de sistemas productivos es inevitable, por
lo que, se ha encontrado presencia de residuos de estos productos en el musculo de
pescado y en los ambientes acuaticos por su solubilidad en agua, representando una
amenaza para estos ecosistemas generando problemas de resistencia bacteriana, su
presencia en este ecosistema es debido a su uso indiscriminado en el tratamiento y
prevencion de enfermedades en humanos y animales y en sistemas acuicolas para el
control de enfermedades durante el ciclo productivo de los peces; la seleccion del tipo de
farmaco depende del costo, eficiencia, seguridad humana, aprobacién legal, impacto
ambiental y facilidad en su aplicacion. Varios son los antibioticos utilizados en la
produccién de peces, como el grupo de sulfamida, la sulfometazina, oxitetraciclina y
florfenicol debido a su amplio espectro, también son incluidos los grupos B-lactamicos,
fenicoles, quinolonas, fluoroquinolonas, y oxitetraciclinas, por lo tanto, los principios

activos utilizados en este sistema productivo varia de un pais a otro.

Las sulfonamidas, son una clase de antibioticos cominmente utilizados, dentro de ello
tenemos la sulfadiazina que un agente antibacteriano, que posee una gran posibilidad de
ingresar en el medio acuatico, lo que resulta un gran riesgo ambiental debido a que los
microorganismos podrian cambiar la estructura de la comunidad, aclimatando bacterias
funcionales y generando resistencia a los antibiéticos, lo que promueve la aparicion de
patdgenos oportunistas, incluyendo Pseudomonas aeruginosa, Legionella pneumophila,
Mycobacterium avium y su género mas amplio Mycobacterium spp., Asi como las amebas
Acanthamoeba spp. y Hartmanella vermiformis entre otros. Por otro lado, se ha
encontrado que puede acumularse sufonamidas en los organismos acuéticos hasta 1150
mg kg, lo que significa un riesgo para la salud humana debido a su efecto cancerigeno

1
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y mutagenico bajo condiciones de exposicién a largo plazo, en peces malformaciones y

son altamente tdxicos para microorganismos, algas y ciertas plantas.

Se ha establecido los Limites Maximos Residuales (LMR) para diferentes compuestos
farmacoldgicos. En el caso de la sulfadiazina el LMR es de 100 pg kg™ tanto en Estados
unidos, la Union Europea y en el Perl para todas las sustancias que pertenecen al grupo
de sulfonamidas es 100 ug kg™ en musculo y piel de peces, siendo la tendencia mundial
la seguridad e inocuidad alimentaria de los alimentos que se produce, es asi que el
consumidor demanda alimentos nutritivos e inocuos a fin de proteger su salud, por lo que
trata de evitar la presencia de residuos de antibidticos en alimentos destinados a su
consumo, es asi que Codex Alimentarius (Comision FAO/OMS) sefiala que el
cumplimiento del periodo de resguardo para cada formulacion de farmaco es una de las
principales medidas para controlar la presencia de residuos en productos alimenticios

destinados al consumo humano.

La region Puno es el principal productor de truchas arco iris (Oncorhynchus mykiss),
produccién que es realizada en las aguas del Lago Titicaca; para el afio 2016 se reporto
una produccién de 43 290,02 toneladas de truchas provenientes de cultivos de productores
artesanales y empresas privadas sin embargo, existen problemas, como la aparicion de
varias enfermedades, lo que ocasiona el uso indiscriminado de antibidticos que no son
controlados, cuyos residuos presentes en el agua constituyen un riesgo potencial para el
ecosistema y la salud humana, debido a que las aguas del Lago Titicaca son una fuente
de agua dulce importante para los paises de Peru y Bolivia, cubriendo una superficie de
8 300 km2, varias ciudades ubicadas a orillas de este lago potabilizan y utilizan sus aguas

para consumo humano.

Es en ese sentido, que para un mejor entendimiento sobre la dindmica de los antibioticos
dentro de los organismos, son utilizadas varias técnicas, siendo la técnica de
radiomarcado la que permite una cuantificacibn méas confiable de los residuos de los
contaminantes presentes en los animales en estudio. El uso de la técnica de rastreo de
isotopos marcados con *4C permite seguir el paso de una muestra a través de un sistema.
Por lo que, sulfadiazina 1*C fue empleada para realizacion de estudios de deplecion de

éste compuesto en alevinos de truchas arco iris.
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CAPITULO |
REVISION DE LITERATURA
1.1 Laacuiculturay su impacto en el medio ambiente

Teniendo en cuenta el rapido crecimiento y la importancia de la industria acuicola
en diferentes regiones del mundo (Heuer et al., 2009), que constituyen el medio de
subsistencia del 8% de la poblacion mundial (Tito, 2017). La acuicultura en el Per( viene
emergiendo como un rubro de produccion econdémica importante por las condiciones que
ofrece el territorio peruano en cuanto al clima y gran extension de los espejos de agua
propicios para esta actividad, orientada a la produccion de trucha (Oncorhynchus mykiss),
langostino (Litopenaneus vannamei), concha de abanico (Argopecten purpuratus), entre
otras especies (FAO, 2016a), y forman parte del desarrollo econémico y social de las
comunidades dedicadas a la explotacién de este recurso, que contribuye a la
diversificacion productiva, competitividad y seguridad alimentaria, en armonia con la
preservacion y conservacion del medio ambiente, permitiendo la generacion de empleo y

la mejora de ingresos econdmicos del productor acuicola (Produccion, 2018).

La produccion mundial de trucha, desde el 2011 al 2016 ha presentado variaciones,
presentando un mayor crecimiento en el 2012. En el afio 2016, se ha considerado el
crecimiento anual promedio de la acuicultura (5,8%) (FAO, 2016b). En el ranking
mundial de paises productores de Trucha Arco Iris, durante el afio 2016, el Pert ocupo el
quinto lugar de produccién con 6,41%, y segunda ubicacion de los paises del continente
americano con 25,97% después de Chile (Anexo 1) (Produccién, 2018). La perspectiva
de crecimiento del cultivo de trucha se basa en el incremento de la demanda del producto
en el mercado interno y la apertura de nuevos mercados internacionales para la trucha con
valor agregado (FONDEPES, 2014).
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La acuicultura en el Peru es de caracter semi intensivo e intensivo, por lo que el alimento
no es consumido al 100% por algunas las especies acuicolas, que se sedimenta en el fondo
dafando al ambiente, que es habitado no solo por los organismos cultivados sino también
por otras especies (Avadi et al., 2015). En el 2011 la produccién de trucha registro 19 962
TM y en el 2016 fue 52217 TM, con un una tasa de crecimiento del 21 % anual durante
dicho periodo, sobre una importacion 225 315 millares de ovas de trucha ( Figura 1y 2),
siendo la procedencia de las ovas embrionadas de trucha de 52 % que provienen de
Estados Unidos (US), 30 % de Espafia (ES), 10% de Dinamarca (DK), 7% de Gran
Bretafia (GB) y el 1 % de Chile (CL) (FAO, 2014). También se cuenta con area acuatica
area de 2 198,99 hectareas, para realizar el cultivo de trucha arco iris segun el Catastro
Acuicola Nacional, al 2016 se registro un total de 2 228 derechos de acuicultura otorgados
(Produccidn, 2018).

El ciclo general de cultivo de trucha arcoiris se muestra en la Figura 3, y para prevenir las
enfermedades se tiene que seleccionar alevinos (se consideran alevinos desde el
momento en el cual las crias rompen el huevo y comienzan a alimentarse) de buena
calidad (FAO, 2014) y cantidad adecuada (Ayyat et al., 2011).
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Figura 1. Importacién de ovas embrionadas de trucha arco iris (2011 — 2016).
Fuente: Ministerio de la produccion (2018).
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Figura 2. Proyeccion de importacion de ovas embrionadas de trucha arco iris en
el Peru al 2021.

Fuente: Ministerio de la produccion (2018).

Asi también se introducen antibidticos al ecosistema durante el desarrollo de la actividad
debido al uso generalizado, y no regulado para la produccion, que genera resistencia
antimicrobiana en la acuicultura (Heuer et al., 2009), por lo que se debe establecer
propuestas de mitigacion acordes a las leyes y normas ambientales con el objeto de
garantizar su sostenibilidad, en este contexto la actividad demanda la participacion
institucional y de diversos grupos de interés, pero sobre todo la obligacion de los
acuicultores para asumir de manera responsable estos compromisos e incluir la gestion

ambiental en los procesos de produccion (Gomez-Baggethun et al., 2010).

Por otro lado se encontr6 en el Lago Titicaca contaminacion por antibioticos y se
relacionada principalmente con descargas incontroladas de aguas residuales tratadas y no
tratadas (Archundia et al., 2017) asi en la cuenca hidrografica de Katari (Bolivia) se

detectaron antibioticos de la familia de sulfonamidas en altas concentraciones aguas y se

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO L[ Nacional del
; Altiplano

produjo resistencia bacteriana en casi todos los puntos de agua muestreados (Duwig et
al., 2014), debido a que los ecosistemas acuaticos del Altiplano boliviano se encuentran
bajo la presion del aumento de las actividades antropogénicas, la mineria no

reglamentada, el desarrollo agricola y urbano (Guédron et al., 2017).
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Figura 3. El ciclo general de cultivo de trucha arcoiris se muestra.
Fuente: Ministerio de la produccion (2018).
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1.2 Contaminacion por antibioticos y residuos de medicamentos veterinarios

Hoy en dia se presta atencién a la presencia de contaminantes como, residuos de
medicamentos veterinarios y antibidticos en productos acuicolas (Justino et al., 2016),
debido a diversas actividades antropogénicas (Sun et al., 2018; Zhou et al., 2018), como
el uso de indiscriminado de antibidticos en medicina humana y veterinaria para tratar y
prevenir enfermedades que se liberan directamente al medio ambiente (Hedberg et al.,
2018), a través de rutas, como por ejemplo las plantas de tratamiento de aguas residuales,
(Anthony et al., 2018), agricultura (Anthony et al., 2018; Martinez, 2009).

Por otra parte, con la aparicion de diferentes enfermedades que ocasionan perdidas en la
produccion, los acuicultores han optado el uso de farmacos como fluoroguinolonas,
tetraciclinas, penicilinas, sulfonamidas y otros antibioticos, que exhiben actividad contra
las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, que son ampliamente utilizados para el
tratamiento y la prevencion de enfermedades en los peces (Samanidou &
Evaggelopoulou, 2007) y otros antibidticos que se utilizan en la produccion de otro tipo
de animales diferentes a los peces, asi tenemos a la oxitetraciclina y florfenicol por su
amplio espectro (Meinertz et al., & Gaikowski, 2014; Moller et al., 2012; Ueno et al.,
2004), también medicamentos que se incluyen dentro de los grupos B-lactamicos,
fenicoles, quinolonas, fluoroguinolonas, sulfonamidas y oxitetraciclinas (Armstrong et
al., 2005), o especificamente el &cido nalidixico, acido oxolinico, amoxacilina,
ampicilina, cefotaxima, cloramfenicol, eritromicina, florfenicol, furazolidina,
gentamicina, kanamicina, quinolonas, streptomicina, sulfas, tetraciclina, trimetoprim
(Cabello, 2004), por lo tanto, los principios activos utilizados en este sistema productivo
varia de pais para otro (Burridge et al., 2010).

La presencia antibidticos contribuyen a la resistencia en los organismos que habitan
dichos entornos (Marti et al., 2018) a causa de la alteracion de la microbiota intestinal
(Zhou L. et al., 2018), que reduce el efecto terapéutico de los antibioticos (Binh et al.,

2018) cuando existe exposicion en concentraciones subletales (Anthony et al., 2018).

Asimismo, la persistencia de los antibioticos en los tejidos de los peces, hay reportes
como el caso de oxitetraciclina en las anguilas (Ueno et al., 2004), florfenicol en bagre y
bagre koreano (Park et al., 2008), eritromicina (Vendrell et al., 2012); florfenicol
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(Meinertz et al., 2014); enrofloxacina (Lucchetti et al., 2004); abendazol (Shaikh et al.,
2003), metronidazol (Mitrowska et al., 2015); cloranfenicol especificamente en el tejido
muscular (Bilandzi¢ et al., 2011); la lenta eliminacién de algunos antibidticos sugiere la
permanencia de los peces en las instalaciones de produccion antes de sacar al mercado

para el consumo humano (Rigos et al., 2003).

Debido a su alta solubilidad en agua y baja biodisponibilidad, se han encontrado muchos
residuos de antibiéticos en ambientes acuaticos (Hedberg et al., 2018), como
sulfametoxazol y la oxitetraciclina (Zhou et al., 2018); en agua proveniente de sistemas

de tratamiento de aguas residuales (Binh et al., 2018).

Por ende los residuos de medicamento veterinarios son sustancias farmacoldgicamente
activas (principios activos y excipientes, productos de degradacion y metabolitos) que
permanecen en los productos alimenticios obtenidos a partir de animales a los que se
hubiera administrado el medicamento veterinario (Reglamento CEE N° 2377/90)
(Camean & Repetto, 2006).

1.3 Sulfonamidas

Las “sulfas” o “sulfonamidas” (amidas de acidos sulfonicos) son compuestos
sintéticos de formula general R’-SO2-NH-R, utilizadas como antibioticos (Pang, 2018)
en medicina humana y veterinaria (Yang et al., 2016) por su amplia gama de actividad
antimicrobiana contra organismos Gram-positivos y Gram-negativos (Aronson, 2006) y
en base a sus propiedades farmacoldgicas y usos clinicos, las sulfonamidas se pueden
clasificar en cuatro grupos: sulfonamidas de accion corta o0 media, sulfonamidas de accion
prolongada, sulfonamidas topicas y derivados de sulfonamida utilizados para la

enfermedad inflamatoria intestinal (Pang, 2018).

Las sulfamidas conservan un elevado interés en veterinaria, con la condicion de utilizarlas
correctamente, en especial si se tiene presente que algunas tienen indicaciones precisas y
no son reemplazables por antibidticos. La propiedad bacteriostatica es debida a un
fendmeno antivitaminico (Fortt et al., 2007) debido que inhiben la sintesis bacteriana del
acido dihidrofolico evitando la condensacion de pteridina con el &cido aminobenzoico a
través de la inhibicion competitiva de la enzima dihidropteroato sintetasa (Pang, 2018).
Los microbios, para su reproduccion, necesitan de una vitamina, que es la vitamina H" o

acido para amino-benzoico. La sulfamida ocupa el lugar del acido p-aminobenzoico en
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los compuestos intermediarios del metabolismo microbiano, lo que origina su bloqueo.
Este bloqueo es el que impide el crecimiento y la division celular de las bacterias (Peixoto
et al., 2016).

El uso extensivo de sulfonamidas en la ganaderia se ha asociado con la presencia de
residuos sulfamida en carnes y productos carnicos. La presencia de residuos sulfamida en
los alimentos es preocupante porque se sabe que algunos de los compuestos son
cancerigenos (Pang, 2018).

Por otro lado los antibidticos de sulfonamida han despertado preocupaciones crecientes
debido a su capacidad para mejorar la resistencia de las bacterias patoégenas y promover
la propagacién de la resistencia a los antibidticos (Jianfei Chen & Xie, 2018), debido a la
diseminacion de genes de resistencia a antibioticos (ARG) entre la comunidad microbiana
y la degradacion bacteriana de sulfonamidas in situ (Vila-Costa et al., 2017). La
biodegradacion juega un papel importante en la disipacion de sulfonamida en ecosistemas
naturales que depende de una variedad de factores, como el tipo y la concentracion inicial
de sulfonamidas, las propiedades del agua y el proceso de tratamiento. La oxidacion de
amoniaco podria promover la biodegradacion de sulfonamida (Chen & Xie, 2018). Por lo
tanto, el monitoreo de estos compuestos ha atraido el interés de las comunidades
cientificas (Pang, 2018).

El codex alimentarius (2006) define limites maximos de residuos (LMR) como la
concentracion maxima de residuos resultantes de un medicamento, expresada en mg Kg-
1 0 ug Kg* (sobre la base del peso fresco), que se permite legalmente o se reconoce como
admisible dentro de un alimento o en la superficie del mismo (Molina, 2013); en la tabla

1 se muestra los LMR para la familia de la sulfonamidas.
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Tabla 1

Estructuras quimicas y limites méximos de residuos de Sulfonamidas

Peso Cas. MRL
Compuesto Estructura Molecular ~ N° (ug/kg)
Sulfametizola N—RM 270.33 144- US :100
) (. 82-1
CH. g NH—ﬁ@NHE EU: 100
0
Sulfamonometo o~ 280.30 1220- US:100
xina -
r[l\’“i Q 833 Eu: 100
> 5
M H 5
NH,
Sulfadoxina o 310.32 2447- US :100
% N o 57-6
ST EU: 100
0O Mo N
H2N/©/ he Leche:60
N 0 255.32 72- US:100
. § I 14-0 _
Sulfatiazol . PN N,ﬁ\[\/i EU: 100
H o
—
NH,,
Sulfametazina CH, 278.33 57- US :100
N%]\ %81 Eu: 100
HN s N7 TCHy
0=5=0
NH,
Sulfafenazol o0 3 314.36 526- US:100
wo I 08-9
/@ﬁw N EU: 100
H
H,N
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Sulfacetamida

Sulfadiazina

Sulfapiridina

Sulfisoxazol

Sulfamerazina

Sulfametoxipiri
dazina

o H 214.24
oo Ny Ot
]
NH,
S NH,  250.28
| o@r
- Il
M M-5
H Il
O
249.29

HqC CHs 267.30

CH; 264.3
|
0=5=0

NH,

N__ _ OCH, 280.30

HN

0=5=0

MNH-

68-
35-9

144-
83-2

127-
69-5

127-
79-7

80-
35-3

EU: 100
Leche:10

US :100
EU: 100
Leche:70
Huevo:20
US :100
EU: 100
Leche:10

us :100
EU: 100
Peces:10
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EU: 100
JP: 100

US :100
EU: 100
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Sulfameter HiCO 280.30 651-  US:100

Sulfachloropyri 284,72 80- US :100
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azine -
@P 320 Eu: 100
5=0

253.28 723- US:100
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HE”DE N | EU: 100

o7 CHy Higado:20
Sulfadimetoxina NH; 310.33 122- US :100
Q 12 ey 100
O Leche:20

Fuente: Pang (2018).

1.4 Sulfadiazina

Sulfadiazina (C10H10N4O2S) es 4-amino-N-pirimidin-2-ilbencenosulfonamida
(Figura 4 y 5) de accidn corta (Delgado & Martinez, 2013) cuya composicién porcentual
es C 47,99%, H 4,03%, N 22,39%, O 12,78%, y S 12,81%; es ligeramente soluble en
agua, alcohol y acetona y soluble en &cidos minerales diluidos en soluciones de hidroxido
de potasio, sodio y en amoniaco acuoso (Gonzéalez & Rodriguez, 2018). Es facilmente
absorbido por el tracto gastrointestinal y excretado rapidamente. Como con otras
sulfonamidas, hay pocas indicaciones especificas debido a la amplia gama de antibioticos
alternativos. Ademas, la aparicion de resistencia a las sulfonamidas ha hecho que esta
clase de farmacos no sea apta para el tratamiento de muchas infecciones. Sulfadiazina se

utiliza sobre todo para tratar infecciones y como adjunto para el tratamiento de algunas
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enfermedades parésitas. Aunque sulfadiazina, al igual que otros sulfonamidas, es bastante
bien tolerado. Las reacciones de hipersensibilidad y el malestar gastrointestinal se
encuentran entre los efectos secundarios comunes asociados con sulfadiazina (Dowd et
al., 2008) .

0
\‘*« r"f’

NH‘<\

Figura 4. Estructura molecular de la sulfadiazina.
Fuente: Delgado & Martinez, (2013).

H-N

Son utilizados extensivamente en medicina veterinaria debido que es un bactericida de
amplio espectro y bajo costo (Thuy et al., 2011), en investigaciones recientes se ha
encontrado en las aguas superficiales y aguas residuales concentraciones que van desde
8.4ngLta211ug L (Luoetal., 2011) en tejidos comestibles de animales, como peces,
camarones, cerdo y leche (Gao et al., 2012).

Estos residuos pueden ser acumulado en el cuerpo humano a través de la cadena
alimenticia, que también podrian inducir resistencia bacteriana (Gao et al., 2012). Las
sulfonamidas mas frecuentemente detectadas son sulfadiazina y sulfametoxazol en
medios bioticos y abidticos (Zhao et al., 2015). Asi también la sulfadiazina se ha
detectado en aguas superficiales y subterraneas (Anskjeer et al., 2013), que pueden
desencadenar estrés metabdlico a los peces expuestos a estos antibidticos siendo la vida
media bioldgica de 8.7 a 10.3d en el higado y 12.5 a 19.2d en el musculo (Zhao et al.,
2015).

La absorcion de la sulfadiazina es influenciada por el pH y la mayor bioconcentracion se
encontr6 en niveles mas bajos de pH (Anskjer et al., 2013), asi se determing el efecto del
pH sobre la toxicidad de la sulfadiazina, siendo el pKa 6.5 que describe que la disociacion
del compuesto es neutro y esta cargado negativamente (Sukul et al., 2008). Por otro lado
los compuestos ionizables han demostrado ademas una tendencia a una mayor toxicidad

cuando la forma neutra del compuesto domina (Tulp et al., 2009).
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Figura 5. Sintesis de formacion de la sulfadiazina.
Fuente: (Gonzélez & Rodriguez, 2018)

1.5 Deplecion de antibidtico

Deplecion es la disminucion de la concentracion de una sustancia que puede ser
extrafia en un organismo (Orellana, 2015), por ello los estudios de deplecion de residuos
en antibidticos se realiza para la obtencion del periodo de resguardo en el que se
determinan los residuos presentes en los tejidos, en diferentes momentos tras la
administracion del farmaco, para ello el residuo marcador puede ser el propio farmaco o
un metabolito (Camean & Repetto, 2006), para luego muestrear periddicamente, que
puede ser medido mediante la técnica de HPLC (cromatografia liquida de alta eficacia)
(Nogueira-Lima et al., 2006), con deteccion de fluorescencia (Orlando & Simionato,
2013), radiomarcado (Nei et al., 2012).

Asi el periodo de resguardo es el tiempo que debe transcurrir entre la Ultima
administracion del producto farmacéutico, en las condiciones recomendadas en su
rotulado, y la obtencién de productos alimenticios de dicho animal (carne, leche, miel,
huevos, etc.)(San Martin et al., 2015), con el fin de proteger la salud publica y de
garantizar que dichos productos alimenticios no contengan residuos en cantidades que

superen los limites méaximos de residuos (LMR) permitidos (Cameéan & Repetto, 2006).

En la acuicultura se emplean antibioticos durante la produccion, principalmente para
impedir (uso profilactico) y tratar (uso terapéutico) enfermedades bacterianas y
recientemente se tiene la preocupacion de los riesgos de los antibidticos en el medio
acuatico, que es un riesgo potencial para los consumidores (Grigorakis & Rigos, 2011),

ademas que el uso excesivo de estos compuestos conducira a las concentraciones de
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antibidticos en los productos acuaticos sobre las normas nacionales e internacionales de
inocuidad de los alimentos (Rico et al., 2013), asi el mejillon azul (Mytilus edulis) es
usado en el monitoreo quimico frente a la contaminacion de los antibidticos (Le Bris &
Pouliquen, 2004).

Asi también existe diferencias con respecto a la dinamica de absorcion, distribucion y
eliminacién del farmaco por las diferencias en la composicion de los tejidos, la perfusién
sanguinea y el modo de vida, asi en el cultivo de anguilas la oxitetraciclina no se detecto
a los 7 dias de la ultima medicacion, sin embargo en el sedimento fue abundante durante
la medicacion, disminuyendo rapidamente después de la suspension del farmaco, y no se

detect6 a los 27 dias después de la ultima medicacion (Ueno et al., 2004).

En la especie Ictalurus punctatus se estudio el agotamiento de residuos en condiciones de
acuicultura comercial para determinar un periodo de espera donde se dosifico con
florfenicol durante 12 dias a una tasa media de 9,3 mg kg*dia, y a los 4 dias, los niveles
medios de florfenicol amina estaban por debajo de la tolerancia de 1000 ppb (WrzesinskKi
et al., 2006), mientras en la Litopenaeus vannamei Boone la distribucion y la deplecién
de residuos de oxitetraciclina (OTC) en los tejido fueron evaluados después de 14 dias de
la exposicion a alimentos medicados que contienen 4 g kg y después de 25 dias de

retirada de OTC no se detectd residuos de medicamentos (Nogueira-Lima et al., 2006).
1.6 Factores determinantes del proceso de bioacumulacion

El proceso de bioacumulacién de compuestos puede ser influenciado por diferentes

factores (Ding et al., 2016). Entre ellos tenemos:

1.6.1 Factores referentes a los contaminantes
1.6.1.1 Solubilidad

Para que ocurra su transferencia a través del epitelio de absorcién, el
compuesto debe estar en forma soluble. Generalmente cuando mayor la
solubilidad del compuesto, menor es su potencia de bioacumulacién, pues la
solubilidad favorece tanto a la asimilacion como la eliminacion por el
organismo (Jiménez & Kuhn, 2009). Los compuestos organicos que forman
acidos o bases débiles tienen a bioacumularse menos que los compuestos

organicos neutros porque son mas reactivos y tal proceso los torna mas soluble,
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asi los compuestos organicos que no se disocian (neutros o polares) son
progresivamente insolubles a medida que su masa molecular aumenta y

consecuentemente, son altamente bioacumulables (Zagatto & Bertoletti, 2008).

Fugacity format Concentration format
Dw | 4 Dw kl | kE
Equilibrium @ @g
Dy, Dy ki |, ke
Mass balance w @
DM IF{l"u"l
Dp ko
Magnification .@@ —
k
De E

Figura 6. Principios quimicos del equilibrio, balance de masa,
magnificacion e integracion de procesos en el organismo.

1.6.1.2 Estabilidad

Para que un compuesto se bioacumule debe ser estable, conservador y
resistente a la degradacion; por ser elementos de la naturaleza, los metales son
conservativos, siendo asimilados por el organismo tanto en su forma de i6n en
solucién como en su forma de complejos organometalicos (Repetto & Repetto,
2009). En este caso su biodisponibilidad aumenta, facilitando su
bioacumulacion y los compuestos organomelatoides, cuando son asimilados
por los organismos, pueden sufrir hidrolisis liberando el i6n metalico que puede
conectarse ionica o covalentemente con sus aminas, purinas u otros grupos

reactivos presentes en sustratos endogenos (Camean & Repetto, 2006).
1.6.1.3  Estereoquimica

La estereoquimica (configuracion espacial y tamafio de la molécula) de
compuestos organicos neutros afecta su tendencia de bioacumulacion (Figura

7). Moléculas planas como los hidrocarbonatos aromaticos pilinucleares
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(PAHSs), dioxinas tienden a ser mas solubles en lipidos que moléculas
globulares del mismo peso molecular(Jiménez & Kuhn, 2009). La
hidrofobicidad y el transporte a través de las membranas biologicas son
afectadas por el tamafio y forma de las moléculas. Asi, moléculas neutras con
seccidn transversar superior a 0,95 nm, posee menor habilidad para atravesar
superficies polares de las membranas celulares del epitelio intestinal o
branquial de los peces (Zagatto & Bertoletti, 2008).

1.6.1.4 Hidrofobicidad

Esta propiedad permite el c&lculo del coeficiente de particion octanol /agua
de un compuesto, que seria una medida de hidrofobicidad En este caso Kow €S
una constante que describe la magnitud de la diferencia entre la solubilidad del

compuesto en el agua y su solubilidad en octanol (Repetto & Repetto, 2009).

Como los compuestos quimicos organicos se acumulan en los lipidos de los
organismos. A mayor hidrofobicidad del compuesto, facilita su transporte a
través de las membranas bioldgicas que estaran constituidos por lipoproteinas
(Donato, 2011) .

O
@éﬁ

O

O

Figura 7. Representacion esquematica de las
propiedades estructurales de los compuestos y
de la membrana que puede afectar a la
asimilacion en los organismos.

Fuente: (Zagatto & Bertoletti, 2008).

17

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO L[ Nacional del
i Altiplano

1.6.1.5 Fugacidad

Tendencia termodindmica de un compuesto quimico en migrar de
determinado compartimiento, siendo expresado en unidades de presion
(Donato, 2011).

En bajas concentraciones, tipicas de contaminacion ambiental, la fugacidad se
relaciona con la constante, que cuantifica la capacidad de una fase que contiene
el compuesto. Un ejemplo es la masa de un compuesto que puede ser
solubilizado en un volumen dado de agua en condiciones estandarizadas
(Repetto & Repetto, 2009). Entretanto, una masa diferente de compuesto
podria ser solubilizada en un volumen igual de un solvente organico, como el
aceite, en otras palabras, la capacidad de contenido de aceite seria mayor o
menor que la capacidad de contenido del mismo volumen de agua (Jiménez &
Kuhn, 2009).

1.6.2 Factores referentes a los sedimentos

Parte de los sedimentos acuéticos, principalmente la camada superficial resulta de
la deposicion de particulas coloides, pudiendo ser una fuente de contaminantes y
debido al lanzamiento continuo y por periodos prolongados, generalmente la
concentracion de contaminantes en el sedimento alcanza niveles mucho maés

superiores a los encontrados en el agua (Zagatto & Bertoletti, 2008).

La adhesion de compuestos organicos hidrofobicos y metales en el sedimento es
controlada por diferentes factores destacando el pH, hidroxido de hierro —
magnesio, cinética de absorcion y desorcion, grasas, contenido de carbono organico
total del sedimento, tamafio de las particulas de sedimento, contenido de sulfatos

volatiles por acidificacién(Jiménez & Kuhn, 2009).
1.6.3 Factores referentes al agua
1.6.3.1 Dureza

Concentraciones elevadas de cationes polivalentes, primeramente el calcio
y magnesio, reducen la biodisponibilidad de metales (Camean & Repetto,
2006); los iones determinantes de la dureza pueden interferir en la asimilacion

de los metales, por ejemplo, los iones responsables de la dureza pueden reducir
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la asimilacion de zinc a través de un mecanismo quimico (inhibicion de la
absorcion del metal por el magnesio) o biolégico (reduccién en la
permeabilidad de la membrana mediada por el calcio) (Zagatto & Bertoletti,
2008).

1.6.3.2 Salinidad

La salinidad afecta la bioacumulacion a través de sus efectos sobre
procesos fisico — quimicos como desorcion y solubilidad (Gonzélez, 2010) y
fisiolégicos (osmoregulacion, permeabilidad de las membranas y tasa de
respiracion); para contaminantes organicos neutros, un aumento de la
solubilidad generalmente disminuye la solubilidad acuosa de estos

compuestos(Repetto & Repetto, 2009).

La influencia de salinidad sobre la bioacumulacion de metales es mas compleja

y especifica para cada elemento (Jiménez & Kuhn, 2009).
1.6.4 Factores referentes a la biota
1.6.4.1 Biotransformacion

Es un proceso de desintoxicacién en que, por medio de vias metabolicas y
reacciones enzimaticas apropiadas, el compuesto cenobitico original es
transformado pudiendo ser removido del organismo (Jiménez & Kuhn, 2009),

este proceso engloba dos fases:

Fase I: En esta etapa del metabolismo de los compuestos cenobiticos, la
oxidacion es considerada la reaccion mas importante, siendo oxidasas de
funcion mixta ligada al sistema enzimatico citocromo P— 450 (Figura 8 y 9)
encontrando en el reticulo endoplasmatico (Donato, 2011). Estas enzimas
exhiben amplio espectro de reactividad por compuestos lipofilicos
metabolizado por medio de reacciones que envuelven grupos funcionales y
gracias a la presencia del grupo funcional, el metabolito formado en la | fase
es inicialmente mas hidrosoluble que el compuesto original, ademas de poseer
un dispositivo quimico que permite su conexidn con sustratos presentes en el

organismo, facilitando su eliminacién (Zagatto & Bertoletti, 2008).
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Fuente: (Donato, 2011)
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Fase Il: ElI metabolito producido en la fase | (Figura 9), se conecta

covalentemente al conjugarse con los compuestos endégenos, como derivados

de azlcar, péptidos y sulfatos. Estas reacciones generalmente resultan en

subproductos muy hidrosolubles normalmente no téxicos, ionizables y

prontamente excretados (Donato, 2011).

Pueden ocurrir variaciones de esta secuencia, como la excrecion de compuestos

y sus metabolitos sin conjugacion, por difusion a través de las membranas

celulares y, a veces por conjugacion directa (Zagatto & Bertoletti, 2008).
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FASE |
Xenobioticos: Sistemas Metabolito
generalmente lipofilico es multienzimaticos conteniendo grupos
principalmente . ..
capaz de a travesar Citocromo P-450 funcionales: apdxido,
membranas biolégicas. hidroxila, sulfidrila o
FASE II
Metabolito resultante de la Producto de la
fase l: Grupos conjugacion:
i funcionales Agente .
Carboxila que . conjugante Alta polaridad.
. . reaccionan endogeno .
Hidroxila con el agente Mayor solubilidad acuosa
conjugante
Halogénio Mas facilmente eliminado.

Figura 9. Fase | y Il del proceso de biotransformacion.
Fuente: Zagatto & Bertoletti (2008).

Para compuestos organicos hidrofobicos que tienen a ser almacenados en los
lipidos, cuando mayor es el contenido total de estos ultimos en el organismo,

mayor es su capacidad de bioacumular tales compuestos (Donato, 2011) .
1.6.4.2 Depuracién

La depuracién corresponde a la eliminacién de sustancias toxicas por un
organismo acudtico a traves de todos los procesos y ocurre concurrentemente
al proceso de asimilacién (Zhao et al., 2015). El desplazamiento del organismo
para condiciones de menor exposicion favorece la depuracion que, en muchos
casos, es un proceso bifasico y en primer lugar, son removidos los residuos de
la corriente sanguinea y de los tejidos altamente irrigados y, posteriormente,
son movilizados los mismos compuestos a los tejidos de reserva, como
depositos de lipidos, siendo eliminados por periodos de tiempo prolongados
(Ding et al., 2016).
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1.6.43 Dieta

La ingestion de alimento contaminado puede ser responsable por altos
niveles de contaminacion en los tejidos de peces expuestos a concentraciones
bajas en agua. Para organismos bentonicos. La ingestion de particulas del
semiento pueden ser una significativa via de bioacumulacion (Zagatto &
Bertoletti, 2008).

1.6.4.4 Tasa metabdlica

Debido a la elevacion del metabolismo es 16gico asumir que la asimilacion
del contaminate es acelerada y con todos los procesos de biotransformacion y
excrecion también puede ser incrementado, el resultado final de la
bioacumulacion dependera del predominio de un proceso u otro (Gonzélez,
2010).

1.7 Uso de isotopos radioactivos

No todos los atomos de un elemento determinado tienen la misma masa; la mayoria
de los elementos tiene dos 0 mas isdtopos, que son atomos que tienen el mismo numero
atémico pero diferente nmero de masa es asi que las propiedades quimica e un elemento

esta determinado por protones y electrones (Chang & Goldsby, 2013).

El carbono tiene varios is6topos (Figura 10) siendo los principales el 2C (98,89%) y 3C
(1,11%) estables que se asimila mediante la enzima ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa
(Zachleder et al., 2018), y el C inestable que se encuentra en la atmosfera en una
proporcion de un atomo a cada 102 atomos de 2C, que es un isotopo radioactivo (posee
nicleo atémico inestable y que emite energia en la forma de radiacion cuando se
transforma en un is6topo mas estable), que se desintegra por emision de la particula beta
(decaimiento del &tomo, donde el neutrdn se desintegra, dando origen a un protén y a un
electron gue se trata de electrones procedentes del nucleo) de 156 KeV de energia (Figura
11); los radiois6topos son utilizados debido a su sensibilidad de deteccion (Baranyai,
2018), donde las particulas B de alta energia viajan a través del agua que provoca la
polarizacién de las moléculas a lo largo de su trayectoria, que luego emiten fotones de luz
a medida que su energia regresa al estado fundamental. Una de las aplicaciones mas

importantes de los radioisétopos en la bioquimica es su uso para determinar las rutas
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metabolicas y para medir el flujo de metabolitos a través de las vias (Rickwood et al.,
1993).

C-12 Stable C-13 Stable C-14 Unstable

Figura 10. Is6topos del carbono.
Fuente: Rickwood et al. (1993).

7 B' Particula Beta Ondas Gama

‘ T\ i g
P : Particula NEeutron
/" neutron Alfa Radiac&o Ionizante

proton

Figura 11. Mecanismo de radiacion p.
Fuente: Rickwood et al. (1993).

EI 1%C recibe este nimero, ya que tiene una masa de 14 (6 protones y 8 neutrones) (Chang
& Goldsby, 2013). Este is6topo tiene dos neutrones a mas en su nucleo que el is6topo
estable 12C. Entre los cinco is6topos inestables de carbono, “C es uno que tiene una vida
media mas larga, que es de aproximadamente 5730 afios. El *C es un radioisotopo
producido continuamente por las reacciones nucleares de las interacciones entre las
particulas energéticas (rayos csmicos) y nucleidos atmosféricos. Para obtener 1*C varias
producciones pueden suceder (Farias, 2002):

O+n—>T+YC
Y0 +nsa+C
BC+n—y+4C
16 14
O+n—>d+*C
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YN +n—H+4C
Casi la totalidad del *C se forma a partir 1*N debido a su abundancia (99,63%) y su

elevada de seccidn de choque de 1,78 bar (Farias, 2002), la actividad se expresa en una
unidad Ilamada "becquerel™ (Bq). 1 Bq equivale a una desintegracion radioactiva por
segundo (Rickwood et al., 1993).

6C14 N 7Nl4 + _1BO
1.8 Estimacion de bioconcentracion

Segln MacKay & Fraser (2000) la bioacumulacion es un proceso de acumulacion de
sustancias quimicas en organismos vivos, siendo el término usado para cuantificar la
tendencia de un compuesto que se concentra en organismos acuaticos es el factor de
bioconcentracion (FBC). En términos genéricos el FBC es una constante de
proporcionalidad que corresponde a razon entre la concentracion del compuesto en el
organismo Yy su concentracion en agua, en estado de equilibrio (Arunakumara et al.,

2007), como sigue:

Concentracion del compuesto en el organismo

FBC = (1)

concentracion del compuesto en el agua

Modelo de equilibrio

Los factores ambientales y fisioldgicos que influencian en la asimilacion y excrecién de
los contaminantes permaneces constantes durante un periodo de tiempo (estado de
equilibrio). En estas condiciones, los residuos en el tejido estan en estado de equilibrio y

son descritos por un factor de bioconcentracidn para exposicion acuosa (Gobas, 2008):

Donde:

FBC = Factor de bioconcentracion.

Co = Concentracion del compuesto en el organismo.
Cs = Concentracion del compuesto en el agua.

Para la acumulacion asociada al sedimento se da mediante el factor de
bioacumulacion (FBA), como sigue:
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Donde:
FBA = Factor de bioacumulacion
Co = Concentracion del compuesto en el organismo.

Cs = Concentracion del compuesto en el sedimento

Segun Zagatto & Bertoletti (2008), en un modelo de bioacumulacion para compuestos
organicos neutros asociado, en relacion al contenido de lipidos en el organismo y

contenido de carbono organico en el sedimento se muestra en la ecuacion 4.

0]
FA= 22 i, ()

Donde:

FA = Factor de bioacumulacion.

Co(l) = Concentraciones en el organismo por gramo de lipidos.

Cs(c) = Concentracién en el sedimento por gramo de carbono organico.

1.9 Modelos cinéticos

Se dividen en dos clases (Jiménez & Kuhn, 2009): modelos compartiméntales que
describen el movimiento del compuesto entre los compartimientos a través de las
contantes de asimilacion y eliminacion; modelos fisiologicos que describen la cinética y
dindmica de la acumulacién de los contaminantes en funcion de procesos fisioldgicos, y

distribucion interna de los compuestos entre los tejidos (Zagatto & Bertoletti, 2008).
Modelos compartiméntales:

Los modelos de constante de primer orden relacionan la concentracién de un compuesto
entre los compartimientos (en el contexto ambiental corresponde al organismo y al medio
conteniendo el contaminante) (Zhao et al., 2015). De esta forma el modelo de dos

compartimientos (Figura 12) para acumulacion a partir del agua es (Gobas, 2008):

dc,

== (Ky*xCp) —(Ky %Cp) v, %)

Donde:
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Ca = Concentracién del compuesto en el agua.

Co = Concentracion del compuesto en el organismo
K1 = Contante de asimilacion

K2 = Constante de eliminacion

t =Tiempo

A medida que el tiempo tiende a infinito la concentracién en el organismo (Co) se
aproximaa un valor estable, permitiendo determinar el factor de bioconcentracion a partir
de la razon Ky Ky (Gobas, 2008).

Asimilacion Depuracién

\ 4

v

Medio C, Organismo C,
K1 KZ

Figura 12. Modelo de dos compartimientos para bioacumulacién de contaminantes
quimicos.
Fuente: Gobas (2008).

1.10 Antecedentes

Existen algunos estudios respecto a la presencia de residuos de medicamentos de uso
veterinario en los peces, como el caso de Tilapia del Nilo (Oreochormis niloticus)
medicados con florfenicol a razén de 10 mg kg™ de peso corporal, los cuales fueron
evaluados en la piel y el musculo, determindndose que este medicamento permanece hasta
10 dias en el musculo (Bowser et al., 2009), asimismo el florfenicol administrada a 20
mg kg peso permanece en el pez bagre coreano (Silurus asotus) en su forma amina
florfenicol permanece activo hasta 15 horas (Park et al., 2008), igualmente el
medicamento mencionado (10 mg peso pez ") permanecid hasta 10 horas en tres especies
Tilapia del Nilo, Perca y Lobina (Kosoff et al., 2009), en Bagre (Ictalurus punctatus)
administrado a 10 mg kg peso durante 10 dias (Gaikowski et al., 2003), persistencia de
la Oxitetraciclina hasta 51 horas en pez dorada (Sparu saurata) administrado a razén de
40 mg kg? peso en peces de 100 gr, como se muestra este medicamento se elimina

lentamente razon por lo cual es recomendable la venta para el consumo de los humanos
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después de largos periodos desde la ultima dosificacion (Rigos et al., 2003), la
eritromicina administrada a la trucha arco iris 52 mg Kg de peso corporal durante 8 dias
se encontro a los 6 dias posterior a tratamiento de 220,90 ug g (Vendrell et al., 2012),
sulfametoxazol se expuso en pez zebra a razon de 260ng L durante un periodo de seis
semanas encontrando disminucion significativa en el namero de células caliciformes
intestinales, fosfatasa alcalina (AKP), y actividad de fosfatasa acida (ACP), que puede

afectar la salud intestinal (Zhou et al., 2018).

Mientras que otros medicamentos son propensas a ser bioacumulado por los peces; (Gao
L. et al., 2012) al realizar un estudio de 22 antibiéticos en el rio Haihe en China, entre
ellos ocho fluroguinolonas, nueve sulfonamidas y cinco macrolidos de ellas
Ciprofloxacina y eritromicina mostraron potencial de bioacumulacion en el pez Carpin
(Carassiussp); de igual modo el Trimetropin era bioacumulable en el musculo de los
peces de las granjas de la Isla Llamar de China (Chen et al., 2015), asimismo los residuos
de Oxitetraciclina fueron detectados en la trucha arco iris (Oncorhynchus mykkis) antes y
después de la fritura en expendidas en los mercados de Shahre-Kordlran, utilizando la
técnica de HPLC, encontrandose residuos en concentracion de 2,260 +/- 1,090 y 1,110

+/- 930 ng g* respectivamente (Sharafati-Chaleshtori et al., 2013).

Para determinar los residuos de medicamentos en peces se tiene algunos estudios
realizados al respecto, en trucha arco iris (Oncorhynchus mykkis) en donde se ha
estudiado el tiempo de agotamiento de la eritromicina y el residuo de la misma en el
musculo para este Ultimo se ha determinado por cromatografia liquida validada, mediante
la espectrometria de masas de ionizacidn electrospray en tindem (Esposito et al., 2007),
mientras que para determinar residuos de enrofloxacina y de su principal metabolito
ciprofloxacino en musculo y piel de la misma especie se ha utilizado la cromatografia
liquida con deteccion de la fluorescencia en diferentes momentos después del tratamiento
y para la deteccion de cloranfenicol dias antes y 43 dias después del tratamiento mediante
la utilizacién de una enzima vinculada, por el inmunoensayo (ELISA) método validado
por la comisién CE 2002/657 / CE (Bilandzi¢ et al., 2011).

Sulfadiazina y su deplecién.

Se tiene estudios acerca de las sulfonamidas que son antibidticos cominmente usados que

se estan liberando cada vez mas en el medio acuatico (Zhao et al., 2015), asi por ejemplo
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la sulfadiazina es ampliamente utilizado en medicina veterinaria (Doretto & Rath, 2013),
en el compostaje del estiércol de porcino en el que se elimina de la masa del compostaje
en 3 dias por su alta solubilidad en agua (Selvam et al., 2012); lo que genera que estén
presentes como contaminantes en las aguas superficiales (Bahnmu et al., 2014); en el
que se detectaron sulfadiazina (SDZ) (17,97 ng L y 53%) en las aguas superficiales de
peces de agua dulce y acuicultura en Bangladesh (Hossain et al., 2017) lo que representa

una amenaza para la salud de los organismos acuaticos (Jinfeng Chen et al., 2016).

Hoy en dia se estudia la bioacumulacion de sulfadiazina en especies acudticas, asi se ha
expuesto a sulfadiazina en 50, 100, 500 y 1000 ng L durante 44 dias donde se establecio
un método eficaz para extraer sulfadiazina en tejidos de cangrejo modificando el método
de limpieza después de la extraccion con ultrasonido, con recuperaciones mejoradas del
61,8, 93,7 y 100,5% en muestras de branquias, musculos e higado. Los resultados
mostraron que los residuos de sulfadiazina eran <3 ng g de peso seco en diferentes
tejidos y que la bioacumulacion de sulfadiazina en el cangrejo no era dependiente de la
dosis (Cheng et al., 2017), se administr6 en carpa comun (Cyprinus carpio)
concentraciones de 0,06; 0,6 y 6 ng ml™ en condiciones semi-estaticas durante 48 d,
encontrandose en higado y musculo la vida media biolégica (t12) de 8,3; 10,7; 8,5; 3,4;
15,1y 12,3 dias respectivamente (Zhao et al., 2015).
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CAPITULO Il
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
2.1 Identificacion del problema

La creciente poblacion mundial demanda cada vez mayor volumen de alimentos, y la
acuicultura es el sector que apoya en la mitigacion de muchos problemas sobre seguridad
alimentaria para garantizar la disponibilidad en cantidades suficientes de alimentos
inocuos y nutritivos, por esta razon, la produccion acuicola se ha incrementado

notablemente sobre todo por la acuicultura intensiva.

Por otro lado, los contaminantes organicos sintéticos representan una amenaza para los
ecosistemas acuaticos que es un problema ambiental mundial; tales como los antibiéticos,
que hoy en dia el uso en sistemas acuicolas se ha generalizado, siendo una de las razones
de su uso para el control de enfermedades durante el ciclo productivo de los peces, lo que
representan una amenaza para los ecosistemas acuaticos, que estan generado problemas
de resistencia bacteriana de las que ya existen pruebas, como el caso de Plesiomonas
shigelloides y Aeromonas hydrophila a la oxitetraciclina, cloranfenicol y ampicilina, de
Aeromonas sp a la flumequina (Naviner et al., 2011), y de una poblacién importante de
microorganismos patégenos de salmoén chileno a la oxitetraciclina (Miranda &
Zemelman, 2002). La seleccion del tipo de farmaco depende del costo, eficiencia,

seguridad humana, aprobacién legal, impacto ambiental y facilidad en su aplicacion.

La sulfadiazina es un antibidtico que posee una gran posibilidad de ingresar dentro de la
poblacién que habita en los ecosistemas acuaticos, y recientemente se ha demostrado que
la sulfafiazina podria acumularse en los organismos acuaticos hasta 1150 mg kg*
proveniente de los residuos encontrados en agua que rodea a estos individuos (Bai et al.,

2014); por lo que se ha realizado varios experimentos a fin de investigar la
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bioacumulacion de las sufonamidas en los ecosistemas acuéticos y evaluar los impactos
de la sulfadiazina sobre los organismos acuaticos, en particular bajo condiciones de

exposicion a largo plazo.

Actualmente en el lago Titicaca se realiza la crianza de la trucha arco iris (Oncorhynchus
mykkis), por tal razon, Puno es la region con mayor produccion en el pais, con 34 114
toneladas proveniente del cultivo por los productores artesanales y empresas privadas al
afio 2015 (Produccion, 2018), sin embargo, también existen problemas, como la aparicién
de varias enfermedades que se evidencia en pérdidas economicas, lo que ocasiona el uso
indiscriminado de antibio6ticos las cuales no son controladas ni reportadas por los
productores; este uso excesivo de medicamentos permite la acumulacion en pequefias
cantidades en el musculo del pez lo que conllevaria a causar serios problemas en la salud
de los consumidores del producto trucha, sin embargo no existe literatura cientifica que

reporte esta presencia.

Asi también la demanda de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykkis), se ha incrementado
en el mercado sobre todo interno; y la presencia, acumulacion de antibioticos en tejido
branquial, muscular y hepético es un asunto considerable para la seguridad alimentaria,
siendo uno de los antibidticos representativos de las sulfonamidas, la sulfadiazina que
tiene alta solubilidad en agua, y la exposicion continua puede inducir alteraciones

endocrinas y como efecto agudo la muerte en especies acuicolas.
2.2 Enunciados del problema
2.2.1 Interrogante general

¢En qué medida la sulfadiazina es acumulada en alevinos de trucha arco iris

(Oncorhynchus mykkis), agua y sedimento?
2.2.2 Interrogantes especificas

- ¢En qué medida la sulfadiazina '*C es acumulada en alevinos de trucha arco

iris (Oncorhynchus mykkis)?
- ¢En qué medida la sulfadiazina *C se presenta en el agua?

- ¢Es posible estimar los desechos de sulfadiazina acumulada en sedimento de

la trucha arco iris (Oncorhynchus mykkis)?
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2.3 Justificacion

Por lo que los estudios de deplecidon ayudan a tener un mejor conocimiento de la
dindmica del farmaco dentro del organismo estudiado, toda la informacion cientifica
disponible relacionada a deplecién fueron realizados con productos no radio marcados lo
que limita cerrar el balance de masa aplicado al individuo, balance que si puede ser
realizado con el uso de técnicas radiométricas (**C) que permite la generacion de datos
mas exactos y principalmente en condiciones del Lago Titicaca. La informacion a ser
generada ira a permitir tener un panorama claro con relacion a la deplecion de este
producto para asi, ayudar a las autoridades a la toma de decisiones con relacién a su uso

en las actividades acuicolas y garantizar la seguridad alimentaria.
2.4 Objetivos
2.4.1 Objetivo general

Analizar la deplecion del antibiotico sulfadiazina **C en alevinos de truchas arco

iris (Oncorhynchus mykiss) con el uso de técnicas radiométricas.
2.4.2 Objetivo especificos

- Determinar la acumulacion de sulfadiazina *C en alevinos de trucha arco iris

(Oncorhynchus mykiss), mediante técnicas de radiomarcado.

- Determinar y evaluar los residuos de sulfadiazina *C en agua, mediante

técnicas de radiomarcado.

- Determinar y evaluar la bioacumulacion de sulfadiazina **C en sedimento,

mediante técnicas de radiomarcado.
2.5 Hipdtesis
2.5.1 Hipdtesis general

Los residuos de sulfadiazina '*C se mantienen en alevinos de trucha, con

concentraciones mayores a LMR y por tiempos mas prolongados.
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2.5.2 Hipdtesis especificas

- La acumulacion de los residuos de sulfadiazina “C en alevinos de trucha
(Oncorhynchus mykkis) es mayor a 100 ug Kg* después de siete dias de

depuracion.

- Los residuos de sulfadiazina **C en agua después del tratamiento es mayor a la

fase de depuracion, determinado mediante técnicas de radiomarcado.

- Labioacumulacion de sulfadiazina **C en sedimento después del tratamiento es

mayor a la fase de depuracion determinado mediante técnicas de radiomarcado.
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CAPITULO 111
MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de estudio

El estudio de deplecion del antibidtico sulfadiazina *C en trucha arco iris

(Oncorhynchus mykiss), se realiz en dos etapas:

- El proceso de aclimatacion y exposicion de la trucha arcoiris a **C-sulfadiazina
se realizd en el laboratorio de la Escuela profesional de Ingenieria Quimica de la
Universidad Nacional del Altiplano (Figura 13).

Figura 13. Proceso de aclimatacion y exposicion de la trucha arcoiris a *C-

sulfadiazina en el laboratorio de investigacion de la E.P. de Ingenieria Quimica.

- La cuantificacion final del antibidtico para realizar el balance de masa del
producto aplicado se realizo en el laboratorio de ecotoxicologia del Centro de
Energia Nuclear en la Agricultura (CENA) -Universidad de S&o Paulo — Brasil
(Figura 14 y 15).
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Figura 14. Centro de Energia Nuclear en la Agricultura (CENA) - Universidad
de S&o Paulo — Brasil.

Figura 15. Laboratorio de eco toxicologia en el CENA — USP — Brasil
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3.2 Poblacion y muestra

Doscientos (200) alevinos de trucha arcoiris se adquirieron de la empresa
CORAQUA Pert S.A.C., de su centro de produccion y laboratorios que se encuentran en
el centro poblado de Chichillapi, del distrito de Santa Rosa-Mazocruz de la provincia del
El Collao. Posteriormente se trasladado hasta el laboratorio de investigacion de la Escuela
profesional de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del Altiplano; para
minimizar el estrés en los animales y para favorecer el proceso de aclimatacion, los
animales fueron colocados en un tanque con una capacidad de 200 litros con agua sin
cloro acoplado a un sistema de filtrado fisico y biol6gico para la eliminacion de amoniaco.
El fotoperiodo del tanque consiste en 12 horas de luz y 12 de oscuro (fotoperiodo natural).
Durante el proceso de aclimatacién (7 dias), los peces fueron alimentados dos veces por
dia con alimento comercial para peces, el mismo que fue suspendido 24 horas antes de la
realizacion del experimento, siendo el nimero de ensayo con 56 peces de longitud

aproximada de 4 — 5 cm sin considerar el género de la especie (Figura 16).

Figura 16. Fotografia de tamafio de peces promedio de 4 — 5 cm utilizado en el
experimento.
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3.3 Meétodo de investigacion

La investigacion es de tipo experimental, que consistio en el estudio de deplecién
del antibidtico sulfadiazina en alevinos de trucha arco iris. El proyecto fue presentado al
comité de ética para la experimentacion animal mediante protocolo N° 001 -2018, de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional del Altiplano

y al centro de investigacion, capacitacion y promocion Perd.
3.3 Descripcion detallada de métodos por objetivos especificos

3.3.1 Determinacion de la acumulacion de sulfadiazina “C en alevinos de
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), mediante técnicas de

radiomarcado
3.3.1.1 Disefio del muestreo

De los doscientos (200) alevinos de la trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) durante el proceso de climatizacion no se observé ningin indicio de
alteraciones zootécnicas o de enfermedad que impedirian su inclusion en el
protocolo experimental desarrollado. Fueron alimentados con pellets comercial
a una temperatura nominal de ~ 14 ° C; de donde se tomaron al azar 56 peces
para el experimento de longitud aproximada de 4 — 5 cm y peso aproximado de
1,0 a 1,4 g, de los cuales 14 peces seran control y el resto se colocé en tres

acuarios cada uno con 14 peces (Figura 17 y 18).

3.3.1.2 Descripcién de la metodologia para la determinacion de la
acumulacion de sulfadiazina **C en alevinos de trucha arco iris

(Oncorhynchus mykiss), mediante técnicas de radiomarcado

Para la realizacion del estudio de deplecion en peces (alevinos), se utiliz6
antibiotico radiomarcado con *4C, los mismos que fueron suministrados a los
peces via alimento, llevando en consideracion el peso de los peces, durante la

fase de acumulacion, depuracion - deplecién.
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Figura 17. Acondicionamiento del experimento en el laboratorio de la escuela

profesional de Ingenieria Quimica de la UNA - Puno.

Figura 18. Acondicionamiento de peces (alevinos) en cada acuario.
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El pienso utilizado durante la experimentacion fue especifico para peces,
teniendo la siguiente composicion proximal de 49,5 % de proteinas, 12,5 %
de grasa, 2,8 % de fibra y 11 % de ceniza, que fue contaminado con
sulfadiazina (formula molecular: Ci10H10N4O2S; N° CAS: 68-35-9; peso
molecular 250,278 g mol™) con 0.0330 ug mg?, actividad especifica de
3,5171 MBq mg, actividad de 9,25 MBq con una pureza radioquimica de 98

%, y pureza quimica mayor a 95 % (Figura 19).

Figura 19. Acondicionamiento del alimento con sulfadiazina radiomarcado

con ¥C.

El experimento fue conducido en acuarios de acero inoxidable de una
capacidad de 20 L para las pruebas con tres repeticiones teniendo en cuenta el
test N° 305 de la OECD (2012); se colocd en cada acuario 14 alevinos
(organismos) para colectar un individuo cada dia (07 dias de exposicion /
bioconcentracion y 07 dias de depuracion). Para la fase de exposicion los
peces fueron dispuestos en el acuario con 8 litros de agua (temperatura fue
mantenida entre 13 a 15°C, pH de 6,85 — 7,5) manteniendo en permanente

aeracion y fueron alimentados con dieta contaminada con sulfadiazina (12 mg
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por organismo equivalente 1% del peso corporal) dos veces al dia por 7 dias
consecutivos (Figura 20 y 21); cada dia se sacrificd un organismo y se congelo
para su posterior analisis (Figura 22, 23 y 24).

Figura 21. Alimentacion con dieta contaminada con SDZ “C.
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Figura 22. Colecta de muestra.

Figura 23. Rotulado de muestras.
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Figura 24. Proceso de congelado de muestras.

Para la fase depuracion o deplecion se transfiere a los alevinos sobrantes a un
acuario limpio con cuatro litros de agua (Figura 25). Alimentados con
alimentos comerciales (12 mg por organismo equivalente 1% del peso
corporal) dos veces al dia por 7 dias consecutivos (Figura 26); cada dia se

sacrificd un organismo y se congelo para su posterior anélisis.

Luego en el laboratorio de ecotoxicologia CENA — USP se oxidaron las
muestras (Figura 27, 28 y 29) en un oxidador biol6gico OX500 (R.J. Harvey
Instrument Corporation) por un tiempo de 3 minutos por cada muestra para
determinar los residuos de sulfadiazina en un cintilante liquido con un
contador Tri-Carb 2910 TR LSA (Perkin Elmer) utilizando el protocolo 1 (5
minutos por muestra). En algunos casos se agregd metanol por la presencia de

materia organica.
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Figura 25. Acondicionamiento de peces (alevinos) en cada acuario para

evaluacion de la fase de depuracion.

Figura 26. Alimentacién con alimento comercial durante 7 dias (fase de
depuracién).
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Figura 27. Preparacion de muestras para la realizacion de oxidacion.

H——Y 00001

Figura 28. Colocado de muestras para la realizacion de oxidacion.
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Figura 29. Oxidacion de muestras.

3.3.1.3

Se detalla en la tabla 2

Tabla 2

Descripcion de variables

Descripcion de variables correspondiente al objetivo especifico a

Variable

Definicion conceptual

Indicadores

Concentracion  de
sulfadiazina *C en
alimento para peces
(alevinos).

Concentraciones de
residuos de
sulfadiazina *C en
alevinos.

Concentracion de
sulfadiazina 4c en
alimento que se

proporciona a los alevinos
durante el experimento de
exposicion y depuracion.
Durante el experimento se
determino la concentracion
de residuos de sulfadiazina
14C en alevinos luego de
proporcionado el alimento
contaminado  con el
antibiotico en estudio.

Desintegraciones por
minuto (DPM) 6 mg de
SDZ C * mg de alimento
especifico para peces.

ug g* de acumulacion
residuos de sulfadiazina *C
en alevinos.
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3.3.1.4 Andlisis de datos y estadistico

Se utiliz6 reaccién de primer orden de un compartimiento que es expresado en

la ecuacion (6).

ddcto = (K1 %Co) — (K % Co) oo, (6)

Donde:

Ca = concentracion del compuesto en el agua (ng L™)

Co = concentracion del compuesto en el organismo (ng Kg™?)
K1 = contante de asimilacion (L Kg* d*%)

K2 = constante de eliminacion (d%)

t = dia (d)

T = (Ky # Ca)(8) = (Kp % Co)(8) oo (7)

A medida que el tiempo tiende a infinito la concentracion en el organismo (Co)
se aproxima a un valor estable, permitiendo determinar el factor de

bioconcentracion a partir de la razon K; Ko™
C(t) = oxCu(l—e™ ety ... (8)

Las constantes de velocidad de depuracion (K2) se calcularon ajustando los

datos de depuracion a un modelo de decaimiento de primer orden:

Donde
C = concentracién de una sustancia
K = constante especifica de velocidad
t = tiempo
C(t)= Coe ™t ................. (10)

INC= —Kt+IMCy rvvoreeeereeeeeene, (11)
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Donde:
Co = concentracion inicial
C = concentracion en el tiempo t

El factor de bioconcentracion (FBC) podria derivarse de los parametros
cinéticos y del método de estado estacionario usando la ecuacion (7) que es una
constante de proporcionalidad que corresponde a razén entre la concentracion
del compuesto en el organismo y su concentracion en agua, en estado de

equilibrio, como sigue:

FBC =22 ., (12)

a

Donde:
FBC = factor de bioconcentracion (L Kg?)
Co = concentracion del compuesto en el organismo (ng Kg™)

s = concentracion del compuesto en el agua (ng L™).

Asi también se evaluara la varianza (Meinertz et al., 2014).

3.3.2 Determinacion y evaluacion de los residuos de sulfadiazina **C en agua,

mediante técnica de radiomarcado.
3.3.2.1 Muestreo

Luego de la experimentacion de la fase de acumulacion y depuracion, el
agua fue retirada de los acuarios y filtrada tomando una muestra representativa
por triplicado en viales de 20 ml (Figura 30) para su posterior analisis en el
laboratorio de ecotoxicologia del Centro de Energia Nuclear en la Agricultura
(CENA) — USP.
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Figura 30. Muestras de agua en viales de 20 ml.

3.3.2.2 Materiales e insumos

Para la determinacion y evaluacion de los residuos de sulfadiazina **C en agua
se utilizo controles de radioactividad teniendo en referencia los lineamientos
de la Organizacion para la Economia Cooperacion y Desarrollo (OCDE,
2000).

Se transfirieron 10 ml de muestras de agua (de los experimentos de
acumulacién y depuracion) por triplicado a viales que contenian 10 ml de la
solucion de centelleo insta-gel plus para determinar los residuos de
sulfadiazina 4C, mediante contadores de centelleo liquido (LSC) con un
contador Tri-Carb 2910 TR LSA (Perkin Elmer) utilizando el protocolo cuatro

(15 minutos por muestra).
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Figura 32. Viales con 10 ml de la solucidn de centelleo insta-gel plus.
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Figura 33. Adicionando 10 ml de muestra a los viales con 10 ml de la solucion

de centelleo insta-gel plus.

Figura 34. Colocando muestras al centellador liquido con un contador Tri-
Carb 2910 TR LSA.
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3.3.2.3  Descripcion de variables

Tabla 3

Descripcién de variables correspondiente al objetivo especifico b

Variable Definicion conceptual Indicadores
Concentracion de Concentracion de Desintegraciones por
sulfadiazina '*C en sulfadiazina *C en minuto (DPM) 6 mg
alimento para peces alimento que se de SDZ **C * mg? de
(alevinos) durante la proporcionara a los alimento  especifico
fase de exposicién y alevinos durante el para peces

experimento  después
de la fase de exposicion
(7dias) y depuracion (7
dias).

depuracién.

Concentraciones de

sulfadiazina *C en el
agua

Durante el experimento
se evalué y determino
la concentracién de

ng L de SDZ en agua
después de la fase de
exposicion.

residuos de ng L™ deSDZ en agua
sulfadiazina *C en después de la fase de
agua luego de depuracion.
proporcionado el

alimento contaminado
con el antibidtico en
estudio.

3.3.2.4  Andlisis de datos y estadistico

Como se realizd un ensayo de toxicidad cronica de sulfadiazina en alevinos
de truchas, lo que implico hacer uso de diferentes pruebas estadisticas para
definir si las respuestas del experimento (exposicién de sulfadiazina) es
significativamente diferentes aquella observada en el control, para ello se
utiliz6 analisis de varianza, de igual forma entre las repeticiones a fin de ver si

existe la variabilidad entre las réplicas.

Se consider6 la probabilidad de a de 5% (0,05), debido que para ensayos
ecotoxiolégicos recomiendan el valor mencionado, y para evaluar la

sensibilidad adecuada del ensayo de toxicidad se determino por medio de la
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diferencia minima significativa (DMS), que es calculada a partir de las pruebas

de comparacion multiples de Dunnett, a través de la siguiente ecuacion:

Donde:

d =t de la prueba de Dunnett para el nivel de a seleccionado y N-(k+1) grados
de libertad.

Sw = raiz cuadrada del cuadrado medio del residuo.
No = numero de réplicas en el control.

nc = numero de réplicas en cada concentracion.

N = numero total de réplicas en el ANOVA.

K = numero de tratamientos comparados con el control.

3.3.3 Determinacioén y evaluacién de la bioacumulacién de sulfadiazina 4C

en sedimento, mediante técnicas de radiomarcado
3.3.3.1 Disefio del muestreo

Luego de la experimentacion de la fase de acumulacion y deplecion, el
agua fue retirada y filtrada. El sedimento que quedo fue rotulado y congelado
para su posterior andlisis en el laboratorio de eco toxicologia del Centro de
Energia Nuclear en la Agricultura (CENA) — USP.

3.3.3.2 Descripcion del uso de materiales e insumos

Para la determinacién y evaluacién de la bioacumulacion de sulfadiazina
14C en sedimento se utilizd los lineamientos de la Organizacion para la

Economia Cooperacién y Desarrollo (OCDE, 2000).

Los residuos de sedimento (heces) se secaron, dividieron y pesaron (0,2 g -
base seca), luego se quemaron en el oxidador biolégico OX500 (R.J. Harvey

51
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Instrument Corporation) en atmosfera rica en oxigeno, donde todo el C
presente en las muestras es convertido en la forma *CO- (Figura 38), por lo
que el O *CO; desprendido pasa a través de una columna de Carbosob,
sustancia capaz de retenerlo e transformarlo en carbamato colectadas
individualmente y adicionar 10 ml de liquido de cintilacién (permafluor) para
cuantificar la bioacumulacion de sulfadiazina **C proveniente de la oxidacion
utilizando espectrometria de cintilacion liquida, mediante contadores de
centelleo liquido (LSC) con un contador Tri-Carb 2910 TR LSA (Perkin

Elmer) utilizando protocolo uno (5 minutos por muestra).

Figura 35. Colecta de sedimento.

Figura 36. Muestras de sedimento (heces de trucha).
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Figura 37. Acondicionamiento de muestras en los barquillos para quemar en
el oxidador biolégico.
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Figura 38. Quema de muestras en el oxidador bioldgico.
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Tabla 4

Descripcion de variables

| Attiplano

Descripcién de variables correspondiente al objetivo especifico ¢

Variable

Definicién conceptual

Indicadores

Concentracion  de
sulfadiazina *C en
alimento para peces
(alevinos) durante la
fase de exposicion y
depuracién.

Concentraciones de
sulfadiazina *C en
el sedimento

Concentracion de sulfadiazina **C
en alimento que se proporcionara a
los alevinos durante el
experimento después de la fase de
exposicion (7dias) y depuracion (7
dias).

Durante el experimento se evalud
y determind la concentracion de
residuos de sulfadiazina *C en
sedimento luego de proporcionado
el alimento contaminado con el
antibidtico en estudio.

Desintegraciones por
minuto (DPM) 6 mg
de SDZ **C * mg™.

ng g en sedimento
después de la fase de
exposicion.
ng g en sedimento
después de la fase de
depuracion.

3.3.3.4  Anadlisis de datos y estadistico

Como se realiz6 un ensayo de toxicidad cronica de sulfadiazina en alevinos
de truchas, lo que implico hacer uso de diferentes pruebas estadisticas para
definir si las respuestas del experimento (exposicion de sulfadiazina C) es
significativamente diferentes aquella observada en el control, para ello se
utiliz6 analisis de varianza, de igual forma entre las repeticiones a fin de ver si

existe la variabilidad entre las réplicas.

Ho: pyl=p2......= uk ...... (14)

Ha : al menos dos de las medias no son iguales

yl-j=u+al-+,8j+€
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Donde:
yij - representa la concentracion de sulfadiazina 14C en el sedimento.
a;: representa el efecto que sobre la media global del factor tiempo

p; : representa el efecto que sobre la media global del factor de las repeticiones.

€ . es la variacion aleatoria de las Yij

e considero la probabilidad de a de 5% (0,05), debido que para ensayos
ecotoxiologicos recomiendan el valor mencionado, y para evaluar la
sensibilidad adecuada del ensayo de toxicidad se determind por medio de la
diferencia minima significativa (DMS), que es calculada a partir de las pruebas

de comparacion mdaltiples de Dunnett.

Donde:

d =t de la prueba de Dunnett para el nivel de a seleccionado y N-(k+1) grados
de libertad.

Sw = raiz cuadrada del cuadrado medio del residuo.
No = numero de réplicas en el control.

nc = nmero de réplicas en cada concentracion.

N = numero total de réplicas en el ANOVA

K = nUmero de tratamientos comparados con el control.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacion de la exposicion en alevinos de trucha (Oncorhynchus mykiss),

alimentados con alimento contaminado con sulfadiazina *C

En el periodo de siete dias, los alevinos de trucha fueron alimentados con alimento
comercial contaminado con sulfadiazina *C (SDZ), en ese tiempo no se registro
mortalidad en los tres grupos tratados y en el grupo control. Encontrando diferencias
significativas entre los dias de experimento (p<0,05); de acuerdo a la prueba de Dunnett
(Anexo 5) se halla diferencia de medias entre el grupo control y el grupo tratado (Figura
39). La concentracién de SDZ obtenido después del experimento se presenta en la Tabla
5.

En la Figura 40 se observa que durante el tiempo de exposicion las concentraciones de
SDZ aumentaron, existiendo acumulacion en los peces, debido a la absorcion de la dieta
con SDZ (MacKay & Fraser, 2000), encontrando en el dia cuatro el maximo nivel de
concentracion de SDZ (promedio de 500 ng g*) que no se estabilizo, podria atribuirse a
la falta de un tiempo de exposicion mas prolongado OECD (2012), a los antibioticos que
son poco adsorbidos en el intestino (Sarmah et al., 2006). La SDZ es un compuesto que
sigue una isoterma de sorcion lineal (Lv et al., 2014), por lo que su absorcion depende
del contenido de lipidos como los triglicéridos en la dieta, a fin de aumentar la
biodisponibilidad de absorcion, en caso del alimento de experimento contiene 12,5 % de
graOsa bruta, debido a su naturaleza lipofilica que facilita al transporte a través de la
membrana celular por el hecho que estan constituidas por lipoproteina (Carnevali et al.,
2017), por lo que la SDZ es poco soluble en agua y su potencial de bioacumulacion es
mayor, por lo que no favorece su eliminacion del organismo que se acumularon

principalmente en los musculos (Liu et al., 2018). Los productos farmacéuticos como la
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SDZ ingresan via enzimatica al organela, metabolizados principalmente por las enzimas
del citocromo P450 (Burkina et al., 2015) y se aloja en la célula, tejido, 6rgano e

individuo.

Tabla 5

Valores medios de concentracion de SDZ obtenido después del experimento en

alevinos de trucha.

Tiempo tras NGmero de animales Valor promedio de
dosis (dias) SDZ (ng g})
1 T1,T2,T3 1,098
2 T4,T5,T6 291,921
3 T7,T8,T9 434,552
4 T10,T11,T12 500,932
5 T13,T14,T15 480,753
6 T16,T17,T18 459,413
7 T19,720,T21 359,422
8 T22,T23,T24 374,241
9 T25,T26,T27 228,076
10 T28,7T29,T30 149,639
11 T31,T32,T33 141,176
12 T34,T35,T36 139,021
13 T37,T38,T39 120,402
14 T40,T41,T42 131,678
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Figura 39. Gréafico de diferencia de medias.

600

Concentracion de
sulfadiazinang / g

Exposicion +— Depuracién

Tiempo (dias)

L 4 T.SDZ— — — T. Control

Figura 40. Niveles promedios de concentracion de SDZ.
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Durante la fase de depuracion (7 dias), los alevinos de trucha fueron alimentados con
alimento comercial no contaminado con SDZ; observando en la Figura 42, que la
concentracion de SDZ disminuyo significativamente y las curvas comenzaron a disminuir
siendo la concentracion de SDZ de 131,67 ng g en el dia 7 de depuracion, fendmeno que
podria deberse a la interaccion hidrofoba que da lugar consumo de SDZ (Lv et al., 2014),
haciendo que la depuracién se de en forma lenta (Wang et al.,2018) debido que el
metabolismo es restringido en el higado cuando los sustratos son insuficientes (Zhao et
al., 2015); los resultados son similares a los obtenidos en la especie Common carp
(Cyprinus carpio) encontrando a los 48 dias 3 ng g* de SDZ, de 0,2 a 17 ng g* en dosis
altas y 0,15 a 11 ng g en dosis bajas de SDZ en tejido muscular, por lo que la
bioacumulacion depende de las concentraciones del quimico en exposicion (Zhao et al.,
2015) , <3 ng g* de peso seco en diferentes tejidos en el cangrejo, en mayor proporcion
especialmente en las branquias y el higado (Cheng et al., 2017); debido a que su absorcién
es lenta (Wang et al., 2018).

800

R?=0,9771

600

400 A

200

Concentracién de sulfadiazina ng/g
o

1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (dias)

Figura 41. Concentracion de SDZ durante la fase de exposicion.
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Figura 42. Deplecion de residuos de SDZ en alevinos de trucha.

Con respecto al agotamiento de la concentracion del antibidtico SDZ, en la Figura 42, los
resultados mostraron que la eliminacién de residuo de SDZ en los alevinos de trucha es
lenta y a los siete dias de la fase de depuracion, la concentracion es de 131,67 ng g o
131,67 ug Kg* que esta por encima de los limites maximo de residuos (LMR) para la
SDZ, establecida de 100 ug Kg™ en Estados Unidos y Europa (Pang, 2018), 100 ug Kg*
en musculo y piel de peces en Peru para todas las sustancias que pertenecen al grupo de
las sulfonamidas establecida en la Resolucion Ministerial 372-2016/MINSA,; por lo que
es importante conocer el tiempo de espera como medida de seguridad alimentaria para el
consumidor, alargando prudentemente el periodo de tiempo que media entre la
administracion del farmaco y el momento de sacrificio del animal a fin de asegurar que
la concentracion de sus residuos en el momento del sacrificio del animal de consumo
humano este por debajo del LMR (Camean & Repetto, 2006), por lo que el tiempo de
espera no debera ser inferior a 35 dias, lo que concuerda con el Art. N° 11 de la Directiva
2004/28/CE 500 grados — dia, para carne de peces.

Asi, la disposicion de la SDZ en alevinos de truchas arco iris es descrita mediante un
modelo abierto bicompartimental, con una primera fase de exposicion, seguido de una
60
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segunda fase de eliminacidn, considerado cinética de captacion y depuracion de SDZ,
constantes de velocidad de absorcion / eliminacion (ki / kz), factor de bioconcentracion
(FBC) y vida media bioldgica (ti2) se muestra en la tabla 6. La constante de tasa de
absorcion (ki) es 0,656 L kgid?, constante de velocidad de depuracion (kz) 0,160 d2,
siendo la tasa de depuracion menor que la tasa de absorcion lo que concuerda con varias
publicaciones en los que se demostrd, que en los compuestos hidrofébicos, la constante
de depuracion en peces es menor que la tasa de absorcion (Cheng et al., 2012; Zhao et al.,
2015), y en el dia siete de la fase depuracion se encontr6 131,678 ng g de SDZ que da
lugar a una estimacién y proyeccion de la tasa de depuracion (Figura 43), ya que el
antibidtico se encontraba presente en el alevino de trucha, por lo que el metabolismo es
un factor importante para la deplecion y biotransformacion del antibidtico (Zhao et al.,
2015) que puede ser interferido por compuestos quimicos a fin de lograr un equilibrio
dentro y fuera del organismo, teniendo en cuenta los procesos de transporte y reaccién en

un modelo de biocumulacién (Gobas, 2008).

Tabla 6

Parametros cinéticos de la bioconcentracién de SDZ en alevinos de trucha

arco iris.

Parametro

Constante de velocidad de 0,656
absorcion (ki) (L Kgtd™)

Constante de velocidad de 0,160
eliminacion (kz) (d?)

Factor de bioconcentracion 4,100
(FBC) (L Kg?)

Vida media biologica (tu2) (d) 4,330

El factor de bioconcentracion estimado es 4,1 L Kg*, resultado que fue similares al
estudio realizado por Zhao et al. (2015), que informo que el BCF fue de 2,73 en el higado
y 2,76 en el tejido muscular cuando se expuso SDZ en 6 ug L™ en carpa comun, esto

implica que el BCF es relativamente mayor en alevinos de trucha. Los 6rganos con mayor

61

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO L[ Nacional del
i Altiplano

presencia de los productos farmacéuticos es el higado y el rifion; y cuando BAF (factor
de bioacumulaciéon) > 500, un compuesto tiene potencial para bioconcentrarse /
bioacumularse (Grabicova et al., 2017). Recientemente se observo una relacion no lineal
(por ejemplo, de tipo gaussiano) entre el factor de bioconcentracion medido (BCF) y el
coeficiente de particion octanol / agua (KOW). Muchos estudios se han centrado en la
causa de la descomposicién en la curva log BCF / log KOW para sustancias quimicas
altamente hidré6fobas con log KOW> 6 (Wen et al., 2012).
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Figura 43. Proyeccion de la deplecion de residuos de SDZ en alevinos de trucha.
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En general, el potencial de bioacumulacién de compuestos xenobidticos organicos en
organismos acudticos puede predecirse mediante relaciones cuantitativas basadas en
propiedades quimicas especificas tales como hidrofobicidad (Hendriks, van der Linde,
Cornelissen, & Sijm, 2001). Los estudios publicados previamente han demostrado que
los log BCF de compuestos hidréfobos suelen estar estrechamente relacionados con su
coeficiente de particién octanol-agua (logKow) (Barron, 1990). Sin embargo, estimar
BCF para compuestos ionizantes (por ejemplo, sulfonamidas) es dificil debido a la
diferencia en lipofilia de especies neutras e ionizadas. Se ha demostrado que la fraccion
neutra no es la Unica responsable de la bioconcentracion de sulfonamidas en organismos
acuaticos (Anskjer et al., 2013). La presencia de residuos de antibi6ticos en diversos
compartimentos ambientales es un tema de creciente preocupacion (Puckowski et al.,
2016), como la SDZ que es de naturaleza lipofilica que puede causar deterioro
reproductivo, trastornos fisiologicos, incluida la aparicion de sindromes metabolicos
(Carnevali et al., 2017), que puede bioacumularse en los lipidos de organismos acuéticos
debido a sus propiedades fisicoquimicas (Olivares-Rubio & Vega-Lopez, 2016)
encontrando 11,13 ng g* de SDZ en bagre (producto importados por Tailandia) lo que
pueden afectar la salud humana a largo plazo por lo que se debe regular y monitorear
continuamente (Jansomboon et al., 2016), debido a que puede acumularse en los
organismos y biomagnificarse a lo largo de la cadena trofica, dirigiéndose finalmente a

los humanos (Carnevali et al., 2017).
4.2 Evaluacion de la concentracion de sulfadiazina en agua

Existe diferencia significativa entre las muestras tomadas después de la fase de
exposicion y depuracion (p<0,05); de acuerdo a la prueba de Dunnet (anexo 9) se encontrd

diferencia de medias entre el grupo control y tratado (p<0,05).

Después de la fase exposicidn (en que los alevinos de trucha fueron alimentados con
alimento comercial contaminado con SDZ *C) y depuracion se encontr6 en el agua
concentraciones de SDZ de 3523,22 ng L y de 522,37 ng L respectivamente (Figura
44), lo que causa contaminacion en cuerpos de agua por la presencia de compuestos
guimicos como antibidticos que pueden representar un alto riesgo para el medio ambiente
debido a su movilidad (Shen et al., 2018), que se detectan cada vez mas en las matrices
ambientales (Xie et al., 2017) como en agua (es decir, aguas superficiales, aguas

residuales y aguas subterraneas) (Yang et al., 2018), encontrando SDZ en la costa de
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Dalian de China en agua 0,47ng L™, sedimento 0,96 ug Kg-! y organismos 1,08 ug Kg-!
(Naetal., 2013), 0,33 png L't y 0,28 ug L en la bahia de Jiaozhou (Lian et al., 2014).
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Figura 44. Concentracion de SDZ en agua.

Los antibioticos como la SDZ podrian transferiste a los peces cuando son expuestos a un
ambiente contaminado, siendo el pH un factor que influye en la adsorcion de SDZ, en el
rango de pH 3-7 disminuye y aumenta a condiciones de pH aln mas bajas y mas altas (Lv
et al., 2014), encontrando mayor toxicidad a los pH méas bajos causada por la fraccion
mas alta de SDZ no ionizada (Anskjer et al., 2013); la temperatura de exposicion como
parametro de entrada puede tener efecto en los compuestos hidrofébicos como es el caso
de la SDZ (Zhang & Kreis, 2008), siendo los antibidticos residuales una preocupacién
para el medioambiente y la salud humana (Chen et al., 2018), por ello hoy en dia se realiza
tratamiento / purificacion en agua de agua potable utilizacidén proceso de filtracion de
membrana electroquimica (EMF) para degradar SDZ (Sun et al., 2018), aguas residuales
para eliminar los contaminantes organicos como la SDZ por oxidacién con permanganato
que es tecnologia prometedora para eliminar la SDZ en aguas acidas pero los
subproductos generados por SDZ podrian ser mas toxicos que el compuesto

original.(Yang et al., 2018), mientras que los sistemas convencionales de depuracion no
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son capaces de eliminarlos, lo que exige el desarrollo de nuevos sistemas de eliminacion;
debido a su exposicion baja de SDZ, se encontr6 en el pez cebra que estuvo expuesto a
bajas concentraciones de sulfametoxazol, toxicidad subletal, lo que resulta en hemorragia,
coagulacién de la sangre, flexion de la cola y edema pericardico (Lin et al., 2013), por
otra parte puede ser absorbido por plantas acuéticas que absorben facilmente antibioticos
de la familia de la sulfonamidas (Pi et al., 2017).

En general en los lagos de agua dulce, se encontrd niveles de contaminacion por presencia
de antibioticos como SDZ (Yang et al., 2018) que proporcionan un medio ideal para la
acumulacién de antibioticos y genes de resistencia (Liu et al., 2018) debido a que
disminuye la abundancia relativa de algunas bacterias nitrificantes y desnitrificantes
como Nitrosomonas, Nitrospira, Paracoccus, Hyphomicrobium, Rhodanobacter,
Thauera y Steroidobacter (Li et al., 2017), generando consecuencias severas al

ecosistema y la salud humana (Yang et al., 2018).

4.3 Determinacion y evaluacion de la bioacumulacion de sulfadiazina #C en

sedimento.

Existe diferencia significativa entre las muestras tomadas después de la fase de
exposicion y depuracion (p<0,05); de acuerdo a la prueba de Dunnet (Anexo 10) se

encontr6 diferencia de medias entre el grupo control y tratado (p<0,05).

En cuanto a la concentracion de sulfadiazina en el sedimento (excremento metabdlico)
disminuyo de 358,3 ng g (después del periodo de exposicion) a 32,24 ng g* (después de
la fase de depuracion), debido a que los antibidticos son poco adsorbidos en el intestino,
que la mayoria excreta sin cambios en las heces (Sarmah et al., 2006). Se muestra en la
Figura 45, que existe interaccién entre el sedimento y agua (Figura 44) que es similar al
comportamiento de contaminantes organicos y farmacéuticos (Zhou & Broodbank,
2014). El resultado muestra que el sedimento juega un papel importante en la distribucion
de la sulfadiazina en el medio, que fue similar a lo encontrado en sulfamethoxazole (Chen
etal., 2017).
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Figura 45. Concentracion de sulfadiazina en sedimento.

Por lo tanto los sedimentos son una fuente importante de compuestos bioacumulativos en
los ecosistemas acuaticos (Kurth et al., 2017), debido a que son matrices complejas que
estan constituidos por fases geoquimicas discretas e independientes que actian que actuan
con diferentes afinidades con los metales, compuestos hidrofdbicos e hidrofilicos y otros,
formados por materia organica, hidréxido de hierro, magnesio, etc (Zagatto & Bertoletti,
2008), asi los contaminantes hidrofébicos aumentan la toxicidad en presencia de

quimiosensibilizacion (Kurth et al., 2017).

Por lo tanto los residuos de sulfonamidas y sus metabolitos no solo pueden dar lugar a la
generacion de bacterias / genes resistentes, sino que también tienen impactos negativos
tanto en el ser humano como en el ecosistema (Yang et al., 2018), por lo que es importante
considerar la evaluacion de riesgos de contaminantes en ambientes acuaticos naturales
(Yangetal., 2017).
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CONCLUSIONES

- En la evaluacion del periodo de resguardo de la SDZ **C durante siete dias es 131,69
ug kg, persiste en los alevinos de trucha en concentraciones que superan los limites
méaximos residuales (LMR) de SDZ, y decaen lentamente, por lo que no deben ser
enviados a consumo humano después de la finalizacion del tratamiento, y siendo el
tiempo de espera mayor a 35 dias, debidamente monitoreadas y controladas de
finalizado el tratamiento, a fin de evitar posibles efectos adversos y repercusiones en

la salud publica.

- De acuerdo a los resultados obtenidos, la concentracion de SDZ *C en agua es de
3527,32 ng L después de la fase de exposicion y 521,34 ng L™ ! después de la fase
de depuracion mediante técnicas de radiomarcado, tratados con una actividad de
3,5171 MBq mg, actividad de 9,25 MBq con una pureza radioquimica de 98%, y
pureza quimica mayor a 95 %, que podria considerarse como contaminacion

ambiental.

- De acuerdo a los resultados obtenidos se bioacumuld y concentré SDZ *C en
sedimento que es de 344,79 ng g 0 344,79 ug Kg* después de la fase de exposicion
y 29,61 ng g * después de la fase de depuracion, por lo que debe monitorearse, por

ser una causa de contaminacion ambiental.
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RECOMENDACIONES

- Realizar ensayos de toxicidad aguda de la sulfadiazina *C en trucha, procurando
estimar la concentracién de la sustancia que causa efecto al 50% de la poblacion
expuesta, durante un periodo de tiempo determinado para determinar la concentracién

letal media.
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Anexo 1. Per(: cosecha de recursos hidrobioldgicos de la actividad de acuicultura
segun ambito departamento y especie, 2017* TM.

Tabla 8

Cosecha de recursos hidrobiologicos de la actividad de acuicultura segin ambito
departamento y especie, 2017* TM

Total Ambito
Departamento / Especie
Continental Maritimo

TOTAL 100.219,37 60.306,25 39.913,12
Amazonas 272,81 272,81 0,00
Carpa 0,00 - -

Otros 3,53 3,53 -
Trucha 269,27 269,27 -
Ancash 10.347,36 78,82 10.268,54
Concha de Abanico 10.262,02 - 10.262,02
Lenguado 6,51 - 6,51
Trucha 78,82 78,82 -
Apurimac 125,03 125,03 0,00
Trucha 125,03 125,03 -
Arequipa 11,95 11,95 0,00
Trucha 11,95 11,95 -
Ayacucho 801,54 801,54 0,00
Trucha 781,03 781,03 -

Otros 20,51 20,51 -
Cajamarca 185,04 185,04 0,00
Tilapia 20,72 20,72 -
Trucha 162,01 162,01 -

Otros 2,31 2,31 -

Cusco 1.610,00 1.610,00 0,00
Trucha 800,00 800,00 -

Paco 810,00 810,00 -

Otros 0,00 - -
Huancavelica 3.454,09 3.454,09 0,00
Trucha 3.454,09 3.454,09 -
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Hudnuco 384,70 384,70 0,00
Otros 98,70 98,70 -
Trucha 286,00 286,00 -

Ica 807,81 1,17 806,64
Algas (Sargazo) 1,55 - 1,55
Concha de Abanico 805,09 - 805,09
Tilapia 1,17 1,17 -

Junin 2.757,22 2.757,22 0,00
Trucha 2.687,62 2.687,62 -

Otros 69,60 69,60 -
Lambayeque 7,62 7,62 0,00
Tilapia 7,62 7,62 -

La Libertad 129,27 129,27 0,00
Tilapia 2,24 2,24 -
Trucha 124,77 124,77 -

Otros 2,26 2,26 -

Lima 500,03 500,03 0,00
Algas (Cochayuyo) 0,00 - -
Tilapia 76,36 76,36 -
Trucha 423,67 423,67 -
Loreto 1.001,13 1.001,13 0,00
Boquichico 28,61 28,61 -
Gamitana 642,34 642,34 -

Paco 56,16 56,16 -
Pacotana 33,90 33,90 -
Paiche 153,67 153,67 -
Sabalo 83,93 83,93 -

Otros 2,52 2,52 -
Madre de Dios 286,74 286,74 0,00
Boquichico 2,60 2,60 -
Carachama 0,50 0,50 -
Gamitana 4,37 4,37 -

Paco 279,21 279,21 -
Pacotana 0,00 - -
Tilapia 0,00 - -

Otros 0,06 0,06 -
Moquegua 0,00 - 0,00
Trucha 0,00 - -
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Pasco

Piura

Puno

Trucha

Concha de Abanico 1/

Langostino
Tilapia

Trucha

San Martin

Tacna

Camardn Gigante de

Malasia
Carachama
Carpa
Gamitana
Paco
Paiche
Tilapia
Trucha
Otros

Trucha
Otros

Tumbes

Langostino
Tilapia
Otros

Ucayali

Boquichico
Gamitana

Pacotana / Gamipaco

Otros
Paco
Paiche

332,09
332,09

5.883,26
2.069,44
3.026,94

786,88

44.845,36
44.845,36

2.388,10
26,26

0,00
2,44
272,79
307,86
0,00
1.754,62
0,00
24,14

34,60
34,60
0,00

23.758,37
23.741,55
14,85
1,97

295,25
14,33
102,96
1,04
0,02
123,68
53,23

786,88

44.845,36
44.845,36

2.388,10
26,26

2,44
272,79
307,86

1.754,62

24,14

34,60
34,60

16,82
14,85
1,97

295,25
14,33
102,96
1,04
0,02
123,68
53,23

Altiplano

0,00

5.096,38
2.069,44
3.026,94

0,00

0,00

23.741,55
23.741,55

(*) Cifras preliminares, sujeta a ajustes

1/ Incluye cosecha de Parachique correspondiente a las asociaciones formalizadas a fines del periodo 2009 e inicio del

2010

Elaboracién: Direccidn de Gestion Acuicola - DGA - PRODUCE
Fuente: Direccion de Estudios y Derechos Econdmicos Pesquero y Acuicola - DGP - PRODUCE
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Figura 46. Evolucion de la produccion de trucha arco iris en el Perd.

Fuente: (Produccion, 2018)
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Figura 47. Proyeccion de la produccion de trucha arco iris en el Per( al 2021.

Fuente: (Produccion, 2018)
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Figura 48. Evolucion de la produccion de trucha arco iris en el departamento de
Puno.

Fuente: (Produccion, 2018)
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Figura 49. Produccién de trucha arco iris, en Per( por departamentos en TM
(2016).

Fuente: (Produccidn, 2018)
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Anexo 3. Concentracion de sulfadiazina en alevinos de trucha (ng g*) durante la fase

de exposicion y depuracion.

Tabla 10

Datos experimentales correspondientes a la concentracion de sulfadiazina en alevinos

de trucha (ng g*) durante la fase de exposicion y depuracion.

Concentracion Concentracion
Dias'de Replica d? . Dl'as.de Replica d? .
tratamiento sulfadiazina  tratamiento sulfadiazina

ngg* ngg*

1 1 0,88 8 1 293,94
1 2 1,24 8 2 434,41
1 3 1,17 8 3 394,38
2 1 110,48 9 1 253,35
2 2 642,96 9 2 207,77
2 3 122,33 9 3 223,11
3 1 492,03 10 1 155,56
3 2 389,64 10 2 183,97
3 3 421,99 10 3 109,38
4 1 531,53 11 1 178,95
4 2 259,77 11 2 116,54
4 3 711,49 11 3 128,04
5 1 354,47 12 1 95,09
5 2 380,99 12 2 119,40
5 3 706,80 12 3 202,57
6 1 511,12 13 1 104,77
6 2 403,56 13 2 152,05
6 3 463,55 13 3 104,39
7 1 379,09 14 1 97,69
7 2 133,32 14 2 107,13
7 3 565,85 14 3 190,22
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Anexo 4. Analisis de varianza entre dias de tratamiento y replicas en alevinos de trucha.

Analysis of Variance for SDZ _ alevinos

Source DF SS MS F P

Dias tratam. 13 1031358 79335 4,39 0,001

Replicas 2 30456 15228 0,84 0,442
Error 26 469931 18074

Total 41 1531745

S = 134,441 R-Sg = 69,32% R-Sg(adj) = 51,62%
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Anexo 5. Analisis de diferencia de medias — Dunnett.

Grouping Information Using the Dunnett Method and 95% Confidence

Dias T.
1,00 (control)
4,00
5,00
6,00
3,00
8,00
7,00
2,00
9,00
10,00
11,00
12,00
14,00
13,00

2,00 -1,00
3,00 -1,00
4,00 - 1,00
5,00 - 1,00
6,00 - 1,00
7,00 -1,00
8,00 -1,00
9,00 - 1,00
10,00 - 1,00
11,00 - 1,00
12,00 - 1,00
13,00 - 1,00
14,00 - 1,00

WWWwWwWwwwwwwwwwwz

Mean
1,098
501
481
459,4
434,6
374,2
359
292
228,1
149,06
141,2
139,0
131,7
120,14

Grouping
A

e

-200

od-F-—-=-d4--d - 1

200 400 600 800

If an interval does not contain zero, the corresponding mean is significantly different from the

control mean.

Figura 50. Gréafica de medias correspondiente al anélisis de medias de los alevinos de

trucha.
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Anexo 6. Concentracion de la sulfadiazina durante la fase de depuracion.

Tabla 11

Datos experimentales correspondientes a la concentracion de sulfadiazina durante la

fase de depuracion.

Dia Concentracion Dia Concentracion Dia Concentracion
SDz SDz SDz

1 374,24 16 24,85 31 2,25
2 228,08 17 21,18 32 1,92
3 149,64 18 18,05 33 1,64
4 141,18 19 15,38 34 1,40
5 139,02 20 13,11 35 1,19
6 120,40 21 11,17
7 131,68 22 9,52
8 89,39 23 8,11
9 76,17 24 6,91

10 64,91 25 589

11 55,31 26 502

12 47,13 27 4,28

13 40,17 28 3,64

14 34,23 29 3,10

15 29,17 30 2,65
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Anexo 7. Concentracion de la sulfadiazina en agua.

Tabla 12

Datos experimentales correspondientes a la concentracion de sulfadiazina en agua

Item N° de Volumen Act. en concentracion
muestra (ml) desintegraciones (ngL?)
por minuto (DPM)
corregido
A (después de To 8000 4533,33 2,69
la fase de
., TR 1 8000 5954133,33 3526,90
exposicion)
TR 2 8000 6068400,00 3594,58
TR-3 8000 5842000,00 3460,47
B (después de To 4000 6577,78 7,79
la fase de
., TR 1 4000 397733,33 471,19
depuracion) -
TR_2 4000 417333,33 494,41
TR-3 4000 505133,33 598,43
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Anexo 8. Concentracion de la sulfadiazina en sedimento.

Tabla 13

Datos experimentales correspondientes a la concentracion de sulfadiazina en sedimento

Item Muestra Peso (mg) Act. en concentracion
desintegraciones por (ngg?)
minuto (DPM)
corregido
A (después de To 780,8 134,72 0,82
la fase de
. TR_1 1223,6 81658,98 316,25
exposicién)
TR 2 1087,1 82924,77 361,48
TR-3 1077,4 81088,95 356,66
B (después de To 1052,3 148,11 0,67
la fase de
., TR 1 668,7 4574,73 32,42
depuracion)
TR 2 859,6 4698,37 25,90
TR-3 902 5809,90 30,52
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Anexo 9. Concentracion de la sulfadiazina en sedimento.

Analysis of Variance for Concentracidén SDZ

Source DF SS MS F P
Tratamiento 1 13553829 13553829 1691,01 0,001
Replicas 2 2145 1072 0,13 0,882
Error 2 16030 8015

Total 5 13572004

S = 89,5277 R-Sg = 99, 88% R-Sg(adj) = 99,70%
Tratamiento N Mean Grouping

1 3 3527,3 A

2 3 521,3 B

Comparacién de Dunnett con un control

Nivel de significancia de la familia = 0.05
Nivel de significancia individual = 0.0301
Valor critico = 3.00

Control = nivel (3) de Tratamientos

Intervalos para media de tratamientos menos media de control

Nivel Inferior Centro Superior ------ Fomm = Fomm = Fomm = +--=
1 3356.6 3522.4 3688.2 (*=)
2 350.3 516.1 681.9 (*-)
—————- Fomm Fomm Fomm ==
1000 2000 3000 4000
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Anexo 10. Anélisis de varianza de la concentracion de sulfadiazina en sedimento.

Analysis of Variance for Concentracidén SDZ sedimento

Source DF SS MS F P
Tratamientos sedimento 1 149007 149007 392,45 0,003
Replica sedimento 2 497 248 0,65 0,604
Error 2 759 380

Total 5 150263

S = 19,4855 R-Sg = 99,49% R-Sg(adj) = 98,74%

Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence
Tratamientos sedimento N Mean Grouping

1 3 344,8 A
2 3 29,61 B

Comparacién de Dunnett con un control

Nivel de significancia de la familia = 0.05
Nivel de significancia individual = 0.0301
Valor critico = 3.00

Control = nivel (3) de Tratamientos 1

Intervalos para media de tratamientos menos media de control

Nivel Inferior Centro Superior -—+---—-----—- e o I
1 300.64 344.05 387.46 (———%=-)
2 -14.54 28.87 72.28 (——*—--)
—t-——————— t-—————— t——————— o
0 120 240 360
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