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RESUMEN

La oxitetraciclina es un antibiético comunmente usado en México, debido a que actua contra una
amplia gama de bacterias patogenas, tanto contra bacterias grampositivas como gramnegativas,
ademas de su bajo costo y facil acceso, al ser considerado un contaminante del tipo emergente
no esta regulado por la legislacion mexicana NOM-127-SSA1-2021 y NOM-001-SEMARNAT-
2021, por lo que se introduce constantemente a los cuerpos de agua a través de las aguas

residuales y escorrentias superficiales.

El presente trabajo de tesis tuvo el objetivo de determinar la concentracion de oxitetraciclina en
aguas superficiales en el Area Natural Protegida Arroyo Moreno, esta zona se encuentra
altamente impactada por las actividades antropogénicas que se desarrollan a los alrededores,
aun cuando el 25 de noviembre de 1992 fue declarada Reserva Ecoldgica y en el 2008 se reforzé

su proteccion elevando su estatus a Area Natural Protegida.

Mediante el Ensayo por Inmunoabsorciéon Ligado a Enzimas (ELISA), se determiné la
concentracion de oxitetraciclina en diez puntos de muestreo ubicados a lo largo del rio Arroyo
Moreno, durante nortes, lluvias y secas. El resultado de dicho analisis arrojé concentraciones de
entre 0.47 a 6.40 ng/l, lo que deja en evidencia el impacto que la continua descarga de aguas

residuales a el rio Arroyo Moreno.

PALABRAS CLAVE: oxitetraciclina, contaminante, emergente, ELISA, Arroyo Moreno.



ABSTRACT

Oxytetracycline is an antibiotic commonly used in Mexico, because it acts against a wide range of
pathogenic bacteria, both against gram-positive and gram-negative bacteria, in addition to its low
cost and easy access, being considered a pollutant of the emergent type is not regulated by
Mexican legislation NOM-127-SSA1-2021 and NOM-001-SEMARNAT-2021, so it is constantly

introduced to the bodies of water through wastewater and surface runoff.

The present thesis aimed to determine the concentration of oxytetracycline in surface waters in
the Arroyo Moreno Natural Protected Area, this area is highly impacted by anthropogenic activities
that take place in the surrounding area, even if on 25 November 992 was declared an Ecological
Reserve and in 2008 its protection was strengthened by elevating its status to a Protected Natural
Area.

Using the Enzyme-Linked Immunoabsorption Assay (ELISA), oxytetracycline concentration was
determined at ten sampling points along the Arroyo Moreno River, during northern, rainy and dry
periods. The result of this analysis yielded concentrations between 0.47 and 6.40 ng/l, which
leaves in evidence the impact that the continuous discharge of wastewater to the Arroyo Moreno

river.

KEYWORDS: oxytetracycline, contaminant, emergent, ELISA, Arroyo Moreno.
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1. INTRODUCCION

El agua es un recurso vital para la subsistencia de los seres vivos, actualmente uno de los
mayores desafios a nivel mundial es garantizar la calidad de los recursos hidricos, puesto que
diariamente se vierten toneladas de contaminantes quimicos a los ecosistemas acuaticos. En
México, aproximadamente el 54% de las aguas residuales no son tratadas (CONAGUA 2015) y
asi son utilizadas en el riego agricola o son vertidas a los cuerpos de agua causando un grave

problema de contaminacion. (Robledo, 2017)

El crecimiento demografico y el desarrollo industrial ha incrementado la generacion de
productos quimicos (Reynoso, 2017), por lo que en los ultimos afios se han identificado en
algunas fuentes de abastecimiento de agua diversos grupos de contaminantes, cuya principal
caracteristica es la alta persistencia y baja degradacion en el ambiente, denominados

contaminantes de interés emergente. (Tadeo, et al., 2012)

La agencia para Proteccion del Medio Ambiente (EPA) define como contaminantes de
interés emergente a las sustancias quimicas que no son actualmente reguladas por ningun
organismo dedicado a la preservacion de la salud publica y medioambiental, sin embargo, han
sido frecuentemente descubiertos en diferentes matrices ambientales. Los contaminantes de
interés emergente no son necesariamente compuestos quimicos nuevos y se sabe que desde
hace décadas estan presentes en el medioambiente, por lo que actualmente se busca determinar
los posibles impactos en el corto, mediano y largo plazos. (Lopez y Barceld, 2008; Arbelaez,
2016)

Entre los contaminantes de interés emergente se encuentran los productos farmacéuticos,
drogas, plaguicidas, productos de higiene personal, hormonas, edulcorantes, pesticidas, aditivos
de gasolina, retardadores de flama, entre otros (Barceld, 2003). Este grupo de contaminantes
tiene la particularidad de que no necesitan estar de forma constante en el medioambiente para
causar algun impacto negativo, debido a que sus altas tasas de transformacion y remocion
pueden equilibrarse con su introduccion continua en el ambiente. (Reynoso, 2017; Petrovic M et
al., 2003)

De los contaminantes de interés emergente, los que probablemente generan mayor
preocupacion son los productos farmacéuticos y en particular los antibidticos ya que representan
un riesgo ambiental por su alta persistencia y distribucion en el agua, suelo, en el aire y en los

alimentos. Su extenso uso hospitalario, veterinario y domestico aumenta sus descargas y la de
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sus metabolitos de transformaciéon en el ambiente. Estos compuestos han sido detectados en
aguas superficiales, subterraneas e incluso en agua potable (Dreser, et al.,2008). Entre los

antibioticos con mayor reporte en los cuerpos de agua estan las tetraciclinas. (Gil, 2012)

La oxitetraciclina (OXT) es un antibiético de amplio espectro del grupo de
las tetraciclinas, usado habitualmente en la medicina humana y medicina veterinaria, ha sido
detectado principalmente en aguas residuales, sedimentos y aguas superficiales en cantidades
del orden de pg/L y ng/L. Se estima que entre el 30 y 90% de la oxitetraciclina administrada en el
sistema ganadero no es metabolizada (Aminov, 2010); los seres humanos eliminan alrededor del
70% de la dosis de este antibiotico, a través de las heces y orina (Butkovskyi et al.,2015). Estos
llegan a los ecosistemas naturales (Aminov, 2010) principalmente al ecosistema acuatico, a
través de las aguas residuales, lo que reduce sus funciones de mineralizacién y descomposicion

de la materia y contaminantes organicos (Bergeron et al., 2015; Von et al., 2017).

Dado que, la contaminacion bioldgica y quimica de los sistemas de abastecimiento de
agua superficial, se va incrementando frecuentemente, por el aumento de las poblaciones
aledanas, es importante el monitoreo constante de la calidad de los cuerpos de agua. (Chicaiza
y Ramos,2018)

En la llanura costera central del estado de Veracruz, atravesando los municipios de
Medellin de Bravo y Boca del Rio, se localiza un afluente del rio Jamapa denominado Arroyo
Moreno (AM), en sus margenes se localiza un ecosistema de manglar (Aké et al.,2016), desde el
25 de noviembre de 1999 se declaré este lugar como un Area Natural Protegida sujeta a
conservacion ecolégica y en 2008 se cambid a Reserva Ecoldgica por ajustarse esta figura mas

a las necesidades del sitio de acuerdo con las autoridades. (Gaceta Oficial, 1999)

Desde hace décadas la urbanizacion de la zona aledafia a la Reserva Natural Estatal
Arroyo Moreno (RNEAM) ha provocado que algunas areas sean usadas como tiradero de basura
a cielo abierto, a lo que se suman las descargas de aguas domeésticas e industriales desde el
canal de la Zamorana y del dren B, asi como de la mayoria de los fraccionamientos colindantes

con el afluente (Méndez-Alvarez, 2013).

Por lo anterior expuesto y para conocer si el afluente Arroyo Moreno, esta siendo
impactado por la presencia de contaminantes emergentes producto de las descargas que
continuamente se vierten en él, el objetivo principal de este proyecto es analizar, detectar y

cuantificar la concentracion de Oxitetraciclina en aguas superficiales de A.M.
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2. ANTECEDENTES

Los contaminantes de interés emergente han pasado inadvertidos durante décadas, a pesar de
que su presencia en los ecosistemas acuaticos no es nueva, en los ultimos afios ha crecido el
interés por estudiar sus efectos sobre el medio ambiente y la salud humana y con los avances en
las técnicas para detectar y cuantificar antibiéticos a nivel trazas, ahora pueden ser identificados

y cuantificados estos analitos en bajas concentraciones.

Internacionalmente se han publicado diversos estudios, cuyos objetivos son evidenciar la
presencia de contaminantes emergentes en el medioambiente acuatico, entre ellos se

encuentran:

Hanna et al., (2018) identificaron y cuantificaron la concentracion de sulfapiridina,
sulfametoxazol, ciprofloxacina, enrofloxacina, levofloxacina, norfloxacina, cloranfenicol,
florfenicol, doxiciclina y metronidazol, mediante cromatografia liquida de alta resolucién-
espectrometria de masas en tandem (HPLC-MS / MS) y determinaron concentraciones que
oscilaban entre 0,3 y 3,9 ng/L en agua de rio, 1,3y 12,5 ng/L en aguas residuales, 0,5y 21,4 ng/L
en agua potable, 0,31 y 1,21 ug/kg en sedimento de rio , 0,82 y 1,91 ug/kg en estiércol de cerdo,
0,1y 11,68 ug/kg en sedimento de salida, 0,5y 2,5 ug/kg en suelo, y 6,3 y 27,2 pg/kg en verduras.
Dejando en evidencia la contaminacién organica en las diferentes matrices ambientales, agua y

suelo.

En el 2018 Yao et al. cuantificaron la concentracién de 45 productos farmacéuticos en
agua superficial de una red de 29 rios en 31 provincias de China, mediante extraccion en fase
solida y LC-MS/MS, entre ellos destaca la oxitetraciclina de la cual se obtuvo una concentracion
de 230 ng/L, evidenciando las altas concentraciones de antibidticos en las fuentes de

abastecimiento.

Asimismo, en Espana, Biel et al., (2018) evaluaron la distribucién de diversos productos
farmacéuticos, en diferentes ambientes marinos del Golfo de Cadiz, de los que destacan 2
antibioticos: oxitetraciclina y la tetraciclina. La identificacion y cuantificacién de antibiéticos se
llevd a cabo mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS), reportaron
concentraciones 24.1 ng/L y 63.3 ng/L. Para la detectar las afectaciones que estas

concentraciones podrian tener sobre los organismos marinos y la biota acuatica, podrian llevarse
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a cabo ensayos toxicolégicos con bioindicadores ambientales y asi tener un conocimiento integral

de la situacién a la que se enfrenta el sistema.

En México hay pocos estudios que muestren la presencia de antibidticos en ambientes
acuaticos y no existen estudios del impacto que causan en estos ambientes, en la busqueda

bibliografica se encontraron los siguientes trabajos:

Robledo, et al. (2016) con la finalidad de determinar si los actuales métodos de tratamiento
de aguas residuales son eficientes, evaluaron la presencia de 22 compuestos de productos
farmacéuticos entre los que se encuentran 4 antibiéticos (tetraciclina, cefaclor, cefadroxilo y
ampicilina), en muestras de agua residuales del influente y del efluente de la Planta de

Tratamiento de Aguas Residuales de Morelia, Michoacan.

El analisis lo llevaron a cabo mediante espectrofotometria de infrarrojo (FT-IR) y
espectrometria de masas (ESI-MS-TOF), obtuvieron valores promedios para el influente de 72.7
pa/L, 3.2 ug/L, 5.0 yg/L, 17.1 ug/L, respectivamente y para el efluente 64.9 pg/L, 2.3 ug/L, 4.7
Ma/L, 15.5 ug/L. Por lo que se concluye que los tratamientos de aguas residuales son ineficientes
para la eliminacion de productos farmacéuticos, ademas proponen el analisis del cuerpo de agua

en donde se descarga el efluente tratado.

Avilés et al. (2015) analizaron el efluente de una PTAR en Morelos, las aguas superficiales
delrio Yautepec y el rio Cautla, emplearon cromatografia liquida acoplada a un detector de masas
triple cuadrupolo para la cuantificacién de farmacos como atenolol,sulfametoxazol, proanolol,
naproxeno. Los resultados arrojaron concentraciones de atenolol (6.75-9.10 ng- mL-1),
sulfametoxazol (87- 136 ng- mL-1), propanolol (2.85-6.25 ng- mL-1), naproxeno (1.45-1.86
ng-mL-1). En el caso de las fuentes de abastecimiento los farmacos encontrados en mayores
concentraciones fueron metoprolol (0.6- 7.2 ng- mL-1), la mayor concentracion de sulfametoxazol
(3-204.5 ng- mL-1) en agua de rio de Yautepec, Morelos. En agua de rio de Cuautla no se detectd
la presencia de ningun contaminante emergente. Con esto se comprueba que una de las
principales vias de ingreso de estos contaminantes a los ecosistemas acuaticos son las aguas

residuales.

Reafirmando la presencia de productos farmacéuticos en el medio ambiente, Cruz et al.,
(2014) identificaron la presencia de altas concentraciones del orden ugL-1 de Ibuprofeno,
Naproxeno, Ketoprofeno, Cafeina, Manilefio y Bisfenol en aguas del rio Catan, Texcuyuapan y

en la Laguna Barran de San Simén que es parte de la reserva de la biosfera “La Encrucijada”,
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con ello se confirma que los programas de proteccion ambiental no estdn cumpliendo sus

objetivos.

La escasez de datos ambientales disponibles a nivel nacional sobre contaminacion por
antibioticos dificulta su regulacién a través de las normas mexicanas para el control de la
contaminacion del agua. Esto es relevante debido a la creciente escasez de agua dulce en
diversas zonas del pais en donde se buscan alternativas como la reutilizacién de aguas residuales
para la agricultura (CONAGUA, 2015; Robledo,2016).

Debido a que farmacos se encuentran diseminados en el ambiente en muy bajas
concentraciones, es necesaria la innovacién y mejora de métodos sensibles para la identificacion
de estos contaminantes, por lo que hay diversos trabajos de investigacién buscan cumplir este

objetivo.

Pefia-Alvarez y Castillo-Analis (2015), desarrollaron y optimizaron un método por
Microextraccién en Fase Sélida seguido de Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas
(MEFS-CG-EM), para la determinacion en aguas residuales de ibuprofeno, naproxeno, clorofenol,
triclosan y bisfenol A, catalogados dentro de los contaminantes emergentes. EI método
desarrollado presentd aceptable linealidad en el intervalo de concentracién de 1.0-118.90 pg/mL
para el ibuprofeno, 48.0-1488 pg/mL para el naproxeno, 4.40-140.8 pg/mL para el triclosan, 1.0-
58.32 pg/mL para el clorofeno y 1.0-59.16 pg/mL para el bisfenol A, con coeficientes de

correlacion (r) mayores a 0.99.
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3. MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

3.1 CONTAMINANTES EMERGENTES

Los contaminantes emergentes son compuestos quimicos cuya presencia en el medioambiente
no se consideraba representativa, por ello su comportamiento y distrubucién no estaba siendo
monitoreado y a nivel nacional e internacional no existe normatividad que regule los limites
maximos permisibles en las diferentes matrices ambientales. (Barceld, 2008; Estevez et. al.,
2013)

Este grupo de contaminantes tiene la caracteristica que no necesita estar constantemente
en el medioambiente ni en altas concentraciones para causar efectos nocivos, puesto que sus
altas tasas de transformacion/remocién se pueden compesar por su continua introduccion en al
ambiente (Gil et al., 2012). Diversos estudios cientificos han detectando C.E. en rios, lagos,

mares, aguas subterraneas e incluso en agua potable (Vargas Berrones et al., 2020).

Los C.E. engloban una amplia variedad de compuestos quimicos, farmacéuticos,
productos de higiene personal, aditivos industriales, tensoactivos, drogas, que no tienen un
constante monitoreo y control, debido a esto entran a los cuerpos de agua continuamente. Existe
una limitada informacion respecto a los impactos que estos ejercen sobre el medioambiente vy el
ser humano, por lo que actualmente existen diversas lineas de investigacion dirigidas al estudio
de los denominados contaminantes emergentes, a fin de buscar una posible regulacién del uso y

desecho de estos contaminantes (Campos et al., 2017).

Dentro del término genérico de C.E. se encuentran una gran variedad de productos de
diverso origen y naturaleza quimica, derivados tanto del uso personal como de diversas

industrias, los cuales se exponen a continuacién (Tabla 1):

Los productos farmacéuticos y de cuidado personal son probablemente el grupo que
mayor interés genera debido a que a su alta actividad biologica, baja capacidad de solubilidad y
a que no se evaporan en temperaturas o presiones normales, ingresan facilmente al agua y al
suelo, causando efectos nocivos en humanos y animales, tales como, alteraciones del sistema
inmunoldgico y endocrino, dafo al sistema nervioso, cancer y trastornos reproductivos; ademas,
pueden causar dafios ecoldgicos, como retraso en la madurez de peces y disminucion de
poblacion de algas (Alvaréz et. al.,2021; Balderacchi et. al., 2014; Ohoro et. al., 2019).
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Tabla 1. Principales contaminantes emergentes. Nota: Adaptado de Arbelaez, 2016.

Grupo

Farmacos

Subgrupo
Antibidticos
Analgésicos/Antiinflamatorios
Antiepilépticos
B-Blogueantes
Reguladores de lipidos
Medios de contraste en rayos

X

Hormonas y esteroides

Compuestos
Tetraciclinas, aminoglucésidos, los macrdlidos,
los betalactamicos y la vancomicina.

Ibuprofeno, paracetamol, diclofenaco.
Carbamazepina

Metoprolol, Propranolol, Timolol
Fibratos, Estatinas, Ezetimiba, Niacina
Opromide, lopamidol, Diatrizoato.
Estrogenos, Estradiol, Estrona, Estriol,
Dietilestilbestrol

Agonistas beta, Anticolinérgicos, Teofilinas.

Alprazolam,
Cloracepam.

Loracepam, Diacepam,

Drogas ilicitas

Estimulantes

Depresoras

Alucinégenas

Cocaina, Anfetaminas, Tabaco

Benzodiacepinas, Fenobarbital

LCD, Cannabis, PCV

Productos de
higiene personal

Parabenos

Filtros solares

Perfumes

Metilparabeno, Etilparabeno,
propilparabeno

Benzofenonas, Cinamato, Bencilidenos,
derivados del alcanfor

Fragancias nitro, policiclicas y
macrociclicas
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Tabla 1.

Continuacion.

Grupo Subgrupo
Retardantes de
llama bromados

Compuestos de
uso industrial

Compuestos
Tris (cloro isopropil) fosfato (TCPP) y tris (2-cloro etil)
fosfato (TCEP), hexabromociclododecano (HBCD) y
decabromodifeniletano (DBDFE)

Compuestos Perfluorooctano sulfonato, Acido perfluorooctanoico
prerfluorados
Ed Sacarina, Sucralosa, Aspartamo, Ciclamato, Estevia,
ulcorantes NHDC
Surfactantes Agentes Sulfonato Alquilbenceno lineal (LAS)
tensoactivos Alquilfenolpolietoxilado (APEQ)
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3.1.1 FARMACOS

Un farmaco es una sustancia quimicamente capaz de alterar la actividad celular en un organismo
y por lo tanto produce efectos bioldgicos, segun la dosis estos efectos seran beneficiosos o
téxicos (Urbano, 2011). Los riesgos y/o efectos adversos asociados al uso de medicamentos,
habitualmente habian sido evaluados después de la ingesta o aplicacidén, sin embargo, no se
consideraba que, después de su uso, el medicamento sera parcialmente excretado y llegara al

medioambiente a través de las aguas residuales (Correia y Marcano, 2015).

Entre los compuestos farmacéuticos mas estudiados se encuentran los siguientes (Figura 1):

*Constituyen uno de los *En México hasta el ano *Los antibidticos son
farmacos de mayor 2020, entre el 20 y 40% farmacos de amplio
consumo mundial y son de la poblacién padece uso en el mundo; su
considerados los de hipertencion. efecto contra
mayor automedicacion. Lo anterior conlleva un microorganismos
*El diclofenaco, aumento de la patdgenos en animales
naproxeno, ibuprofeno prescripcion de estos. y humanos, asi como
y el acetaminofén han su uso para la
sido reportados en preservacion de
aguas residuales y alimentos Y piensos, ha

incrementado su

aguas superficiales. .,
produccion y consumo.

Figura 1. Compuestos farmacéuticos mas estudiados.

Segun las propiedades fisicoquimicas de los compuestos farmacéuticos y sus metabolitos
y productos de degradacion (solubilidad, volatilidad, absorcién, biodegradacion, polaridad y
estabilidad) estos factores afectan la eficiencia de los procesos de tratamiento de aguas
residuales y por ende el grado de remocién de estos contaminantes que son transportados a las
aguas subterraneas, superficiales y acuiferos, o bien acumulan en los suelos afectando al
ecosistemay a los seres humanos a través de la cadena trofica. (Barceld y Lopez, 2008; Robledo,
2017)

Las concentraciones a las que se han encontrado en efluentes de plantas de tratamiento
varian de 0.0016 a 373 pg/L (Verlicchi et al., 2012), en aguas superficiales o en las aguas
subterraneas se sitan normalmente en el rango de ng/L o pg/L, mientras en suelos y sedimentos,
en donde pueden persistir durante largos periodos de tiempo alcanzan concentraciones de hasta
g/Kg. (Robledo, 2017)
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3.1.2 ANTIBIOTICOS

Un antimicrobiano es una molécula natural, sintética o semisintética, que tiene la funcién de
provocar la muerte o detener el crecimiento de bacterias, virus u hongos, una subclasificaciéon de
este son los antibidticos estos ejercen su actividad especificamente sobre las bacterias (Figueras,
2016).

Los antibioticos son un gurpo heterogéneo con diferente estructura, naturaleza quimica,
comportamiento farmacocinético y farmodinamico, segun estas caracteristicas los diferentes
grupos de antibioticos ejercen una accién especifica sobre alguna funciéon o estructura del
microorganismo, tienen una potencia bioldgia elevada actuando aun en bajas concentraciones,
su toxicidad es selectiva para un microorganismo especifico por lo que asegura su uso en seres

humanos puesto que la toxicidad para las celulas humanas es minima (Perdomo, 2014)

Una de las principales vias de entrada de los contaminantes emergentes a los cuerpos de
agua son las aguas residuales que engloban las urbanas, hospitalarias, industriales y las de
origen agricola y ganadero y lodos provenientes de plantas de tratamiento de aguas residuales
(PTARs). Ademas, los residuos de medicamentos se pueden depositar en el suelo mediante
excrecion directa (animales) o debido a la reutilizacidon de residuos organicos, y posteriormente
filtrarse a aguas superficiales y/o profundas). La contaminacion proviene no solo de las
excreciones, con las que una parte importante del farmaco es eliminado del cuerpo sin
metabolizarse, sino que proviene también de la fabricacion y disposicion inadecuada de los

desechos de estos productos. (Barcel6 y Lépez, 2008)

La deteccion de antibioticos en agua potable ha manifestado su presencia en la fuente de
agua y la incapacidad de los tratamiento de aguas convencionales para reducirlos o eliminarlos
(Kleywegt et al, 2011; Silva et al, 2012; Peng et al, 2016; Vergel, Martinez Lozano, Zafra y
Tristancho, 2016).

En la Figura 2 se muestran las posibles fuentes de emisién y destinos de los

contaminantes en el medioambiente.
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Rellenos sanitarios
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Aguas Residuales

PTAR Aguas Superficiales

Agua Potable

Agua reutilizada para riego y lodo residual

Figura 2. Principales rutas de acceso de los antibioticos al medioambiente. Nota: Barceld y Lopéz, 2008)

3.2.1.1 CLASIFICACION

Clasificacion segun su origen los antibioticos pueden ser (Figueras, 2016):
¢ Naturales (Bioldgicos): Sintetizados por organismos vivos.
o Semisinteticos: Estos son obtenidos por modificacion de la estructura quimica de los
antibiéticos naturales.

e Sintéticos: Obtenidos mediante sintesis quimica.

Los antimicrobianos se clasifican segun la accién que ejerza sobre las bacterias ante las que
actua, se subdividen en dos grupos, bacteriostaticos y bactericidas (Lorenzo, 2008;Perdomo,
2014):
e Bacteriostaticos: bloquea el desarrollo y multiplicacion bacteriana pero no las eliminan, su
efecto es reversible, como en el caso de las sulfamidas, trimetropim, cloranfenicol,

macrolidos y lincosamidas.
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o Bactericidas: su efecto es letal, llevando a la lisis bacteriana, es un proceso irreversible.
Entre ellos se encuentran los pB-lactamicos, aminoglucosidos, fosfomicina,

nitrofurantoinas, poli péptidos, quinolonas, rifampicina y vancomicina.

Los antibioticos también pueden clasificarse atendiendo los siguientes criterios:

CLASIFICACION POR ESPECTRO

El espectro de actividad es indicativo del numero de clases o especies bacteriana sobre las que
puede actuar un antibiotico, este puede ser amplio, intermedio o reducido(Perdomo, 2014;Seija
y Vignoli, 2006):

e De amplio espectro: aquellos antibidticos que son activos sobre un amplio numero de
especies y géneros diferentes. Comprenden tetraciclinas, el cloranfenicol y algunos B-
lactamicos.

¢ De espectro menos amplio o intermedio. Actian frente a un nimero mas limitado de
especies. Este grupo incluye la mayoria de los antimicrobianos, entre los que destacan
los macrélidos y aminoglucésidos.

¢ De espectro reducido. Solo tienen un comportamiento eficaz frente a un numero limitado

de especies, como son los glucopéptidos.

CLASIFICACION POR MECANISMO DE ACCION (Figura 3)
¢ Inhibidores de la formacion de la pared bacteriana:
¢ Inhibidores de la sintesis proteica.
e Inhibidores de la duplicacion del ADN.
¢ Inhibidores de la membrana citoplasmatica.

¢ Inhibidores de vias metabdlicas.
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Figura 3. Mecanismo de accion de la oxitetraciclina. Nota: Perdomo, 2014.



3.2.2 TETRACICLINA

Las tetraciclinas naturales, semisintéticas y sintenticas actuan inhibiendo la sintesis de las
proteinas bacterinas, son gemeralmente bacteriostaticas a las concentraciones que alcanzan en

los tejidos humanos (Vicente y Pérez-Trallero, 2010)

OH o OH o) 0
OH \ |
! ! . c — NH,
N(CHs),

Figura 4. Estructura quimica de las tetraciclinas y sus derivados. Nota: Mendoza y
Campos, 2008.

Las tetraciclinas son un grupo de antibioticos con un nucleo de estructura tetraciclica lineal
compuesta de 4 anillos fusionados (Figura 4). Todos forman complejos quelantes con distintos
cationes, como calcio, magnesio o hierro, lo que los hace insolubles en agua y dificultan su
absorcion. De acuerdo a su descubrimiento, propiedades farmacocinéticas y espectro de
actividad microbiana, las tetraciclinas se dividen en tres grandes generaciones (Tabla 2). (Perez-
Trallero, 2010)

La primer generacién la constituyen los agentes mas antiguos, tienen la caracteristica de ser
menos lipofilicos y menor absorcion, el primer compuesto de la generacion es la clortetraciclina,
la cual fue aislada del Streptomyces aureofaciens, empezo a distribuirse y aplicarse en 1948, en
el afo 1950 se obtiene la oxitetraciclina a partir de Streptomyces rimosus. A partir de la
clortetraciclina mediante deshalogenacion catalitica se obtiene la tetraciclina, la demeclociclina
se obtiene de una cepa mutante de Streptomyces aureofaciens, la metaciclina es un derivadoo

semisinteticos. (Mendoza y Campos, 2008; Vicente, Perez-Trallero, 2010)
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Segunda generacion presentan una mejor absorcion y son hasta 5 veces mas lipofilicos que la
primer generacion. En este grupo se incluyen doxiciclina y minociclina, derivados semisinteticos.

(Vicente, Perez-Trallero, 2010

La tercera generacion, la integran las glicilciclinas son semisintéticos obtenidos tras modificar la
posicién 9 del anillo tetraciclico de los compuestos de las generaciones anteriores. La tigeciclina
es el 9-tert-butil-glicilamido derivado de la minociclina y constituye el principal representante de
este nuevo grupo. Ademas de las glicilciclinas, en esta tercera generacion se incluyen nuevos
compuestos en desarrollo, como las aminometilciclinas, de cuyo grupo ya ha pasado a

experimentacion humana la PTK 0796. (Vicente, Perez-Trallero, 2010)

Tabla 2. Generaciones de la tetraciclinas.

Generacion Nombre genérico Obtencién

A partir de 2 diferentes especies
Clortetraciclina de Streptomyces a finales de la
década de 1940.

) o Obtenido a partir de
Oxitetraciclina
Streptomyces en 1950
Primera generacion (1948-1963)

Tetraciclina
Democlociclina Derivados semisintéticos
Rolitetraciclina caracterizados por ser
Limeciclina hidrosolubles
Metaciclina
Segunda generacién (1965- Doxiciclina Derivados semisintéticos de la
1972) Minociclina primer generacion
Glicilciclinas (tigeciclina) Derivado semisintético de la
Tercer generacion minociclina

Aminometilciclina (PTK 7906) En desarrollo experimental

Nota: Vicente, Perez-Trallero, 2010.
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3.2.3 OXITETRACICLINA

La Oxitetraciclina (Figura 5), conocida por su nombre comercial como Terramicina, esta integrada
dentro de compuestos de la primer generacion y se obtiene a partir de Streptomyces rimosus. Es
una sustancia cristalina ligeramente amarilla, inodora y levemente amarga; anfétera ya que en
solucion acuosa forman sales, tanto con acidos como con bases, estable en forma de polvo, pero
no en solucién acuosa, siendo particularmente inestables a pH superiores a 7,0. Se ionizan con
soluciones acidas de pH inferiores a 2 (Dupuy, 2016). Su nombre quimico es: [4S-
(40,4a,0,50,5a,0,63,12a,a)]-4-(dimetilamino)-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-octahidro3,5,6,10,12,12a
hexahidroxi-6-metil-1,11-dioxo-2-naftacenocarboxamida. Su peso molecular es de 460.44 Da.
(Torres, 2015).

Al poseer grupos funcionales de oxigeno se puede dar en esta parte de la molécula
modificaciones sintéticas que hacen que pierdan actividad bioldgica, pero si hay esta modificacion
en la parte superior de la molécula hay una mayor actividad biolégica, ademas puede producir
cambios en el tamano, la forma, carga, densidad electronica y polaridad. La oxitetraciclina a pH
entre 3-5 se epimeriza en el carbono 4 a epioxitetraciclina, que es poco activa como antibiético,
presentando una actividad de entre el 2- 5% de actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina.
(Ayala, 2018)

H
OH O OH O 0

Figura 5. Estructura de la oxitetraciclina. Nota: Dupuy, 2016.
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3.3 TECNICAS ANALITICAS PARA LA IDENTIFICACION DE ANTIBIOTICOS EN AGUA

Durante afios, toneladas de sustancias quimicas usadas en la agricultura, industria, medicina,
etc., han sido vertidas al medio ambiente sin prever sus posibles consecuencias. En los ultimos
afnos con el avance y mejora de las técnicas analiticas para su determinancion y cuantificacion
han aumentado el nUmero de compuestos que se han declarado de importancia ambiental, debido
a su toxicidad o efectos adversos(Viera-Santana y Santana-Rodriguez, 2015). Los contaminantes
emergentes se encuentran en las matrices ambientales en un bajas concentraciones, pero esto
es compesado por su continua entrada al medioambiente, la disponibilidad de métodos de analisis

nos da una perspectiva amplia del comportamiento de estos en el medioambiente (Barceld, 2003).

Los grupos de compuestos con mayor flujo de investigacién por sus efectos adversos
sobre los ecosistemas (disrupcion enddcrina, microorganismos resistentes a antibioticos,
metabolitos reactivos) son los productos farmacéuticos y sus metabolitos. La persistencia de
estos compuestos en el medio acuatico depende de sus propiedades quimicas como: solubilidad,
volatilidad, absorcién, biodegradacion, polaridad y estabilidad; estos factores afectan la eficiencia
de los procesos de tratamiento de las aguas residuales donde son transportados y, por ende, el
grado de remocién de estos contaminantes(Ramirez-Cando et. al., 2019). Las concentraciones
de productos farmacéuticos detectados en efluentes de PTARs varian de 0.016 a 373 ug/L, esto
depende de varios factores como la cantidad de poblacién, ubicacién y tipo de TAR al que son
sometidas. Estos compuestos fueron intruducidos en el medio ambiente desde hace tiempo, pero
no se habian determinado y cuantificado debido a la falta de equipo altamente sensibles.(
Verlicchi et al., 2012).

Debido a la necesidad de detectar y cuantificar los residuos de antibiéticos en las diferentes
matrices ambientales y de origen animal, desde la segunda mitad del siglo veinte son multiples
los métodos analiticos desarrollados 6 modificados de los ya existentes, siendo las técnicas
cromatograficas las de mas amplio alcance (Figura 6). (Talero-Perez, Medina y Rozo-Nufez,
2014)
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TLC HPLC  HPLC(DAD-UY) LCMS UPLC  UHPLC-ESIMS:

(API-ESI-APCI

1980 1990

ECD QLIT  |ORBITRAP
GCECD  GCMS(SIM) GC-MS LCMS(QqQ) UPLC-TOF

Figura 6. Evolucién de las técnicas analiticas empleadas. QgQ: triple cuadrupolo, QTI: cuadrupolo con trampa de
iones, TOF: tiempo de vuelo, QqTOF: cuadrupolo tiempo de vuelo, TLC: cromatografia en capa fina. Nota: Rozo-Nufez,
2014)

Para el analisis de farmacos se han empleado fundamentalmente la cromatografia de
gases y lade liquidos con espectrometria de masas, pero la tendencia es a emplear, tanto
en una como en otra, la espectrometria de masas en tdndem para poder diferenciar entre
posibles isémeros. Sin embargo en los ultimos afos se han desarrollado técnicas mas
economicas para la determinacion de contaminantes emergentes en agua y alimentos como la
técnica Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA). (Diaz-Cruz et al., 2003; Petrovic
et al, 2005; Petrovic et al., 2002)
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3.3.1 ENSAYO POR INMUNOABSORCION LIGADO A ENZIMAS

ELISA por sus acrénimo en inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (Figura 7) , o lo que es
lo mismo, ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas, esta técnica consiste en la deteccién
de un antigeno inmovilizado sobre una fase sélida (pocillo) mediante anticuerpos que directa o
indirectamente producen una reaccion (por ejemplo colorimetrica) que puede ser medido por
espectrofotometria mediante la medicién de la longitud de onda para ese antigeno en especifico
(Seyco, 2021; Guzman-Vazquéz, 2006).

F'e.rl.‘.e ra_“gadesi.t. O Antigeno IE] Conjugado
P culIBERS (Anticuerpo+Enzima)

* Cualitativa/Cuantitativa € Anticuerpo 1

* Inversamente proporcional

0O

Pocillo recubierto con el antigeno

Se adiciona la solucion con el primer anticuerpo Se realiza un lavado

Se agrega el conjugado Se agrega la mezcla

. Cambio de color
sustrato/cromogeno

Figura 7. Técnica del Inmunoensayo Ligado a Enzima.

Este ensayo tiene la caracteristica de ser cualitativo y cuantitativo, determina
cualitativamente mediante el cambio de coloracion la presencia del antigeno problema, ademas
mediante la lectura en un lector de microplacas cuantifica la cantidad de antigeno problema

presente en la muestra. El Kit completo 1 microplaca con 96 pocillos que contienen adherido en
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el fondo el antigeno problema, estandares para la contruccion de la curva de calibracion y las

sustancias necesarias para la realizacion de la técnica analitica. (Pelker-Elmer, 2020)

USOS DE LA TECNICA ELISA
El ensayo por inmunoaborcion es usado ampliamente en el mundo debido a su especifidad, su

bajo costo y su nivel de confianza (Eyco. 2020):

e Medicina humana
En médicina humana se utiliza para determinar la presencia de alguna infeccion o enfermedad
autoinmune, enfermedades tales como el cancer, hepatitis b, Virus de Inmuno Deficiencia

Humana incluso el virus mas reciente COVID-19.

e Medicina veterinaria
En el campo de la mediciona veterinara, la técnica ELISA es usada para la deteccion y diagnostico
de enfermedades que afectan a los animales domesticados como perros y gatos, ganado y
aveces. Entre las enfermedades y virus que se detectan mediante esta técnica se encuentran la
lengua azul, la Brucella, la leucosis enzodtica bovina, la peste porcina, la glicoproteina gE, entre

otros.

¢ Industria de la alimentacion
La industria alimentaria hace uso ELISA para la deteccién de alérgenos en alimentos destinado
al consumo humano y animal, a la deteccion de medicamentos (ampliamente usados en la

medicina veterinaria como los antibioticos) en algunos alimentos como la miel y la leche.

e Medioambiente
Actualmente en el ambiento medioambiental aplica la técnica ELISA para la deteccion y
cuantificaciéon de contaminantes emergentes (paguicidas, farmacos, entre otros) en diversas

matrices ambientales como agua, suelo y sedimentos.
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TIPOS DE ELISA

En funcién del tipo de interaccion que exista entre el antigeno-anticuerpo existen 4 tipos de ELISA
(Figura 8) (BioTech, 2019):

"e
Ty ,J \

SUIHIH'EE
suhstrale
/ \ Secondary Antibody Inhibitor

Conjugate Antigen )k
JL\ Primary Antibody / \ \ JL
Conjugate . Capture Antibody

DIRECT ELISA INDIRECT ELISA SANDWICH ELISA COMPETITIVE ELISA

Figura 8. Tipos de ELISA. Nota: Abyntek, 2016.

ELISA directo
El ELISA directo posee la ventaja de ser el mas simple y rapido de todos, consisye en que un
anticuerpo primario marcado con una enzima se unira directamente al antigeno problema

permitiendo su deteccion y/o cuantificacion mediante la lectura espectrofotometrica.
ELISA indirecto

Este ensayo consisteen dos pasos, lo que permite tener una sefiar mas amplificada, en este caso
se hace uso de dos anticuerpos, uno primario y otro secundario siendo este el que se unira al

conjuado a una enzima.
ELISA tipo sandwich

En esta derivacion de la tecnica ELISA, el antigeno inmovilizado entre dos anticuerpos, uno tiene
la funcion de capturar y otro de deteccién estos son conocidos como pares de anticuerpo, que

unen a dos epitopos distintos de un antigeno especifico.
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ELISA competitivo

El ELISA de tipo competitivo también conocido como ELISA de inhibicién es el mas complejo, en
este se hace uso de un antigeno de referencia que competira con el antigeno de la muestra al

unirse al anticuerpo primaria.

Se utiliza generalmente para detectar y/o cuantificar antigenos presentes en muy bajas

cantidades.

3.4 RESERVA NATURAL ARROYO MORENO

En la zona costera del Golfo de México se encuentra una gran diversidad de habitat que
proporcionan una alta cantidad de servicios ambientales entre los que se encuentran bahias,
deltas,lahunas costeras, estudiarios, humedales, pastos marinos y arrecifes de coral (Day et
al, 2004; Rabalais, 2004) que actuan como sistemas interconectados, tienen una
superficie, incluyendo el cuerpo de agua y los humedales costeros de México y Estados
Unidos, de aproximadamente de 1,942,500 km? (Secretaria de Desarrollo Social y Medio
Ambiente, 2006).

Uno de estos humedales contituye la Reserva Ecoldgica Arroyo Moreno (Figura 9), el 25
de noviembre de 1999 se decreté como Area Natural Protegida (ANP) sujeta a conservacion,
posteriormente en 2008 se modifico este decreto, mediante el cual se le asignd la categoria de
Reserva Ecologica (Aké, 2016). Se localiza entre los 19° 05’ y 19° 08’ de latitud norte y los 96°
06’ y 96° 09’ de longitud oeste, entre los municipios de Boca del Rio y Medellin de Bravo Colinda
al norte con las colonias Miguel Aleman, Plan de Ayala y UGOCEP, al este con el fraccionamiento
La Joya, Colonia EI Morro, Graciano Sanchez y al sur con el Fraccionamiento La Tampiquera
(Tabla 3) (Ayuntamiento Boca del Rio, 2003), es decir, se encuentra rodeado de la mancha
urbana . Tiene una extension actual aproximada de 287 ha, de las 400 que originalmente tenia
(Aguilera, 1995; Garibay, 2005).

Tabla 3. Poligono envolvente de delimital la Reserva Ecoldgica Arroyo Moreno, Municipios de Boca del Rio y
Medellin de Bravo, Veracruz.

EST PV DISTANCIA (M) RUMBO COORD Y COORD X
1 2 157.75 39°20°SW 2114772.00 803450.00
2 3 318.94 76°23'SE 2114650.00 803350.00
3 4 704.91 31°23'NW 2114725.00 803040.00
4 5 681.56 79°15°NW 2115325.00 802670.00
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EST PV DISTANCIA (M) RUMBO COORD Y COORD X
5 6 908.01 11°15°NW 2115450.00 802000.00
6 7 263.86 9°29°'NE 2116340.00 801820.00
7 8 1463.42 86°02'NE 2116600.00 801865.00
8 9 928.03 27°09°SE 2116700.00 803325.00
9 10 418.00 6°31°SE 2115875.00 803750.00
10 1" 260.00 81°09'EW 2115460.00 803800.00
11 12 428.51 48°11°SE 2115460.00 803540.00
12 13 450.24 1°32°SE 2115175.00 803860.00
13 14 177.34 21°18'SW 2114725.00 803875.00
14 15 125.29 61°23'SW 2114560.00 803810.00
15 16 213.55 44°37°"NW 2114620.00 803700.00
16 1 100.00 89°25'EW 2114772.00 803550.00

Nota: Gobierno del Estado de Veracruz, 1999.

RESERVA NATURAL ESTATAL ARROYO MORENO

Macrolocalizacion

Microlocalizacion

Simbologia

: D Reserva Natural Estatal Arroya Moreno

l:l Boca del Rio y Medellin de Bravo

Figura 9. Representacion de la Reserva Natural Estatal Arroyo Moreno mediante el sofware ArcGis.
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El Manglar Arroyo Moreno (Figura 10) conserva ecosistemas con una alta riqueza biolégica, lo
que los hace muy productivos e importantes por la gran cantidad de bienes y servicios
medioambientales que estos ofrecen tales como limpieza de agua, regulacion de la temperatura,
reservorio de pesquerias, etc. Este presenta dos caracteristicas importantes que lo hacen unico

en el estado:

e es de tipo “ribereno”, es decir, asociado a un rio con intrusién de agua marina
e actualmente se encuentra rodeado por una zona urbana, como resultado del rapido

desarrollo inmobiliario (Figura 11).

Esto vuelve muy fragiles a los ecosistemas que se ven altamente afectados por las diferentes
actividades humanas, que desarrollan a los alrededores como turismo, pesca, industria y
ganaderia (Garcia-Contreras, G. y F. Rodriguez-Reynaga, 2008; INECOL A.C., 2006; Gobierno
Estatal de Veracruz de Ignacio de la Llave, 1999) lo que ocasiona deforestacion y contaminacion
en los rios y pérdida de extensién del manglar (Tabla 4) (Lépez-Portillo y Escurra, 2002; Moreno—
Casasola et al. 2002; Cruz, 2005)
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Figura 10. Fotografia area de la Reserva Arroyo Moreno. Nota: Pefia, 2020.

Tabla 4. Extension del uso del suelo y vegetacion en Arroyo Moreno, Veracruz.

Ganancias- Ganancias-
1976 2005 2010 Pérdidas (1976- Pérdidas (2005-
2005) 2010)
Clase ha % ha % ha % Netas (+/-) Netas (+/-)
Desarrollo 1417 14 4229 43 4702 47 2812 473
Antrépico
Agricola- 4852 49 4293 43 3831 39 568 462
Pecuaria
Otra Vegetacion 2405 24 668 7 584 6 -1736 -84
Sin vegetacion 59 1 13 0 13 0 -47 0
Manglar 267 3 315 3 308 3 48 -7
Manglar
perturbado 0 0 0 0 0 0 0 0
Otros
humedales 820 8 268 3 319 3 -553 51
Cuerpos 94 1 138 1 167 2 44 29
Total 9924 100 9924 100 9924 100

Nota: Lépez-Portillo, J. A., L. R. Gébmez-Aguilar y V. Vazquez, 2009.
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Figura 11. Desarrollos inmobiliarios a lo largo de Arroyo Moreno.

Servicios Ambientales

Los manglares proporcionan diversos servivios ambientales entre los que se
encuentran(CONABIO,2009):

o Protegen y estabilizan el suelo

o Favorecen la recarga de acuiferos y limpieza del agua

e Constituyen un area de proteccion para especies en fase larvaria y juvenil

e Funcionan como barrera de contencion ante los fuertes vientos que se llegan a presentar

en la zona
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e Son zonas de proteccion, alimentacién y reproduccién de aves, peces, mamiferos,
anfibios y reptiles

e Captura de CO? y su fijacién en M.O.

o Estabilizacion de microclimas

e Contienen los efectos de la erosidn costera provocada por fuertes vientos y oleaje

¢ Son habitat a especies con importancia comercial.
Clima

El clima prediminante en la Reserva Ecolégica Arroyo Moreno es calido subhumedo, con lluvias
en verano, la temperatura media anual es de 25.3 °C, extrema de 33°C y la temperatura media
del més en invierno mas frio son 18 °C (+/- 3-7 °C). Tiene en promedio 100 dias con eventos de
nortes entre los meses de septiembre a abril, respecto a la precipitaciéon se clasifica como
“abundante”, supera los 1500 mm anuales y las lluvias torrenciales se presentan en de junio a
septiembre(Garibay, 2006).

Tabla 5. Principales épocas existentes en un ciclo anual en el estado de Veracruz.

Caracteristicas

Epoca
Temperatura Ambiental Precipitacion pluvial
Nortes (noviembre-febrero) Baja Ocasional
Estiaje (marzo-junio) Alta Nula
Lluvias (julio-octubre) Alta-mediana Abundante

Nota: Faria, 1991.

Flora

La flora del manglar Arroyo Moreno esta constituida mayor mente por asociaciones casi puras de
mangle rojo Rhizophopra manfgle (genero Rhizophoraceae), que se extiende a lo largo del
sendero del rio, mangle negro o prieto Avicennia germinans (genero Avicenniaceae) y en menor
proporcion el mangle blanco Laguncularia racemosa (genero Combretaceae) y Conocarpus
erectus (mangle botoncillo), las especies antes mencionadas se encuentran bajo la categoria de
amenazadas en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010. (CONABIO, 2006)

Otras especies localizadas en el manglar son: el helecho mangle Acrostichum aureum (genero
Pteridaceae), el coyol redondo o espinoso Acrocomia mexicana (genero Arecaceae), palma

redonde o apachite Sabal mexicana, palma real, Scheelea liebmannii (genero Palmae) uvero,
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Coccolaba barbadensis, (Poligonaceae), orquideas, Myrmecophylla tibicinis, Oncidium
carthagenense y Brassavola nodosa. (Orchidiaceae) guacima o guacimo, Guazum a ulmifolia,
chicozapote, Manilkara zapota, apompo, Pachira aquatica (Bombacacea), jaboncillo, devanador
o palo de voladillo, Sapindus saponaria (Sapindacea), cuachilote, cuajilote o chote, de la Familia
Bignoniaceae, Parmentiera aculeata, cocohuite o cocuite, Gliricidia sepium (Fabaceae),
cornizuelo, Acacia cornigera, Acacia farnesiana, (Mimosaceae) palo mulato o chaca, Bursera
simaruba (Burseraceae), chancarro, guarumo o guarumbo, Cecropia obtusifolia (Moraceae),
nopal, Opuntia sp. La vegetacion esta integrada por 30 Ordenes, 49 Familias y 110 Géneros
(Garay, 2006; CONABIO, 2006).

Fauna y especies caracteristicas

Entre la fauna ubicada en el manglar Arroyo Moreno se encuentra la siguiente (CONABIO, 2006):

e Bufo marinus (sapo marino)

o [ectodactylus melanonotos

e Physalemus pustulosos

e Centrolenella fleischmanni (ranas)

o Staurotypus triporcatus (tortuga tres lomos)
o Claudius angustatus (tortuga chopontil)

e Kinosternon leucostomum (chachahua)

e Crocodylus moreleti (cocodrilo de pantano)
e Lepthophis ahaetulla (culebra bejuquillo)

e Pelecanus erythrorhynchos (pelicano blanco)
e FEgretta alba (garza blanca)

e Pandion haliaetus (aguila pescadora)

e Cardisoma guanhumi (cangrejo azul)

Poblacion

En el afo 2005 el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica (INEGI) reporté que
el estado de Veracruz tenia 7,110, 214 pobladores y la zona del manglar estaba constituida de
la siguiente manera(CONABIO, 2006; INEGI, 2005):

¢ Poblacion total

Poblacién en el area del manglar: 118
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Poblacién en el area de influencia: 158,283

¢ Numero total de localidades
Localidades en el area del manglar: 3

Localidades en la zona de influencia:34

Para el afio 2020 segun la INEGI el estado de Veracruz registré una publacion de 8 062
579, es decir, aumentd un 1.5% por lo que se asevera que la poblacion aledana al manglar y en

la zona de influencia también aumento.
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4. PROBLEMA DE INVESTIGACION

El incremento desmedido de la poblacion trae consigo el aumento en la demanda de bienes y
servicios, reflejandose en el crecimiento de la produccion, tanto en desarrollos urbanos, zonas
industriales, como en las actividades pecuarias, acuicolas y agricolas los cuales estan
ocasionando un visible deterioro en el medio ambiente, debido a que las aguas residuales que

genera cada actividad son vertidas directa e indirectamente a los rios.

El problema radica en que gran porcentaje de dichas aguas no poseen algun tipo de
tratamiento previo, que ayude a mitigar el impacto que se esta generando. Las descargas de
grandes caudales, constituidos de un sin nimero de compuestos quimicos en las aguas
superficiales, son las que alteran las caracteristicas del agua y en muchas ocasiones dafiando

asi la capacidad de autodepuracién que tienen los rios.

Entre los contaminantes que llegan a los mantos acuiferos de encuentran los antibioticos
que estan dentro de los denominados contaminantes emergentes, para los cuales actualmente
en México no existen normas que regulen su uso y desecho, dando pie a su uso irracional y
desmedido. Estos contaminantes son desechados sin tratar; ingresan a los cursos de agua y de
alli pasan a los suministros de agua potable, desde distintas fuentes: entre ellas los efluentes de

tratamiento de aguas residuales y las filtraciones de establecimientos pecuarios y acuicolas.

Todo esto segun la literatura existente podria causar graves problemas a la fauna y a la

flora acuatica, y puede llegar a repercutir hasta en la salud humana.
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5. JUSTIFICACION

La Reserva Natural Arroyo Moreno se encuentra rodeada por una zona urbana, resultado del
rapido crecimiento demografico que se vive en el Estado de Veracruz, las actividades que se
desarrollan a los alrededores causan impactos negativos en las aguas superficiales por el ingreso
continuo de diversos tipos de contaminantes quimicos, de acuerdo con una encuesta
estructurada dirigida como instrumento de evaluacion que se realizd, se identifico el uso frecuente
de antibiéticos en esta zona de estudio. De la que se destaca que la oxitetraciclina es el antibiético

de uso comun en las actividades pecuarias, acuicolas y desarrollo urbano.

Segun estudios realizados estos contaminantes alteran el habitad, se bioacumulan en
organismos acuaticos y pueden causar efectos en la salud publica como la resistencia microbiana

que segun la OMS en el afio 2050 sera la principal causa de muerte.

A nivel mundial se ha identificado la presencia de antibioticos en aguas residuales, aguas
superficiales, subterraneas e incluso en agua potable, lo que deja en manifiesto que los
tratamientos de aguas residuales convencionales no son eficientes para eliminar este tipo de

contaminantes.

En México hay pocos estudios que muestren la presencia de antibidticos en ambientes
acuaticos y no existen estudios del impacto que causan en estos ambientes. En las normas NOM-
127-SSA1-1994 y la NOM-001-SEMARNAT-2021 no contemplan a los antibioticos, y como

contaminantes de tipo emergentes no hay legislacion para su uso y desecho.

Esta investigacion propone determinar la concentracién de oxitetraciclina en las aguas
superficiales en la Reserva Natural Arroyo Moreno, para fortalecer esta area tematica a nivel

nacional.
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6. HIPOTESIS

Las concentraciones de oxitetraciclina presente en aguas superficiales de la Reserva
Natural Arroyo Moreno, mas del 70% estan en funcion de la constante descargas de
aguas residuales y al uso irracional y descontrolado de dicho antibiético en las principales

actividades que se realizan a los alrededores.
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7. OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar las concentraciones de oxitetraciclina en aguas superficiales de la Reserva

Arroyo Moreno durante un ciclo anual.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e [dentificar y clasificar las fuentes puntuales de contaminacion en la Reserva Arroyo
Moreno.

¢ Determinar la concentracién de Oxitetraciclina en aguas superficiales de la Reserva
Arroyo Moreno.

¢ Relacionar las concentraciones de oxitetraciclina con las fuentes de contaminacion en la

zona de estudio durante las temporadas del ciclo anual.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 AREA DE ESTUDIO

Arroyo Moreno (Figura 12) es parte de la cuenca hidrologica del rio Jamapa, se origina en
deshielos de las laderas nor-orientales del volcan Citlaltépetl a 5610 metros sobre el nivel del mar
(msnm). El rio Jamapa se origina a 4700 msnm en el limite de los estados de Puebla y Veracruz.
A 50 Km de su nacimiento su cauce sigue un rumbo al sureste en zonas de topografia media. Al
transcurrir en las zonas de menor pendiente forma numerosos meandros, en las inmediaciones
del municipio de Medellin de Bravo fluye en el rio Cotaxtla y de esta confluencia, el rio Jamapa
se orienta hacia el norte desviandose hacia el oriente formando una margen izquierda que define

al Arroyo Moreno (Fuentes-Mariles et al., 2014).
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Figura 12. Representacion de la Reserva Natural Estatal Arroyo Moreno mediante el sofware ArcGis.
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El Arroyo Moreno esta integrado por ecosistema de manglar; que funciona como una
barrera natural de contencion y proteccion contra el efecto del oleaje, marejadas, ciclones,
huracanes y tormentas tropicales, ademas, contribuye a la estabilidad del clima en la costa,
mitigando los efectos del cambio climatico; cualquier dafio ambiental o contaminacion es
sancionada por la NOM-022-SEMARNAT-2003, ordenamiento que protege al manglar.(INECC,
2018)

8.2 IMPLEMENTACION DEL DISENO EXPERIMENTAL

8.2.1 IDENTIFICACION DE FUENTES DE CONTAMINACION

Se iniciod con la identificacion de las principales fuentes de contaminacién presentes en la Reserva
Ecoldgica Arroyo Moreno, para ello se realizaron dos visitas de prospeccion, la primera a través
del rio Arroyo Moreno, para lo cual se utilizé una embarcacién menor con motor fuera de borda;
la segunda visita fue un recorrido a pie a lo largo del los senderos del rio guiada por un

colaborador que conoce el area de estudio.

Se identificaron y georreferenciaron las fuentes de contaminacion detectadas en ambos
recorridos, este fue un factor importante para la determinacién de los puntos de muestreos
utilizados en este trabajo de investigacion, se ubicaron en el mapa mediante un geoposicionador
satelital y a través del software ArcGIS se creo el mapa en donde se ilustran las fuentes de

contaminacion detectadas.

8.2.2 SELECCION DE PUNTOS DE MUESTREO
Con base a los resultados obtenidos en las dos visitas de prospeccion realizadas se

seleccionaron 10 puntos de muestreo (Tabla 6) en atencidon a los siguientes criterios:

1. Cercania a fuentes de contaminacion puntuales tales como descargas de efluentes de
aguas residuales
2. Asentamientos humanos

3. Vias de acceso.
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Tabla 6. Ubicacion de los puntos de muestreo.

Clave Ubicacion
X y

M1 -96.1116 | 19.099630
M2 -96.1118 | 19.099900
Ms -96.1180 | 19.099989
M4 -96.1121|19.101160
Ms -96.1131| 19.103500
Ms -96.1127 | 19.105820
Mz -96.1220 | 19.115930
Ms -96.1302 | 19.118640
Mo -96.1303 | 19.118440
Mo -96.142119.111380

8.2.3 PERIODICIDAD Y RECOLECCION DE MUESTRAS DEL MUESTREO

Las muestras fueron colectadas con base a las épocas existentes en un ciclo anual en el Estado
de Veracruz, las cuales se identifica Faria en 1991: Nortes (N), lluvias (LL) y estiaje (E), entre los
meses de octubre 2020 a julio del 2021. La recoleccién de las muestras de agua superficial se
realizé en los diez sitios de muestreo seleccionados, a una profundidad promedio de 30 cm de la

superficie y un volumen de 1000 ml, usando un recipiente de polipropileno color ambar.

Tabla 7. Principales épocas existentes en un ciclo anual en el Estado de Veracruz.

; Caracteristicas
Epoca

Temperatura Ambiental Precipitacion pluvial
Nortes (noviembre-febrero) Baja Ocasional
Estiaje (marzo-junio) Alta Nula
Lluvias (julio-octubre) Alta-mediana Abundante

Nota: Faria, 1991.

8.2.4 PRESERVACION DE LAS MUESTRAS

Los recipientes utilizados en la colecta de muestras fueron lavados previamente con agua
destilada con el objetivo de disminuir la posible contaminacién de la muestra, durante su
transporte las muestras se aislaron en una termo-hielera hasta que fueron resguardadas en un
refrigerador a 4°C en el Laboratorio de Investigacion en Recursos Acuaticos (LIRA), para su

posterior procesamiento.
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8.2.5 TRATAMIENTO DE MUESTRAS.

Antes de proceder al analisis de las muestras se les dio un tratamiento previo (Figura 13), se
filtraron con el objetivo de eliminar las particulas en suspensién, posteriormente si siguieron las
indicaciones que proporciona MaxSignal Oxytetracycline ELISA Kit, las cuales se detallan a

continuacion:

A 200 pL de muestra se le adicionaron 25 L de disolucién reguladora.
Posteriormente se adicionaron 275 uL de diluyente de la muestra.

Se agité durante 1 minuto.

1. Se filtro la muestra mediante 2. 200 pL de muestray se adicionaron 25 3. Se adicionan 275 plL de diluyente de la
filtracion por membrana 0.45um. uL de disolucion reguladora. muestray se agito por 1 minuto.

Figura 13. Tratamiento previo a las muestras.
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8.2.6 DETERMINACION CUALITATIVA'Y CUANTITATIVA DE OXITETRACICLINA
MEDIANTE ENSAYO POR INMUNOABSORCION LIGADO A ENZIMAS (ELISA).

FASE CUALITATIVA
Para la determinacion cualitativa de oxitetraciclina se siguié el siguiente protocolo establecido por
MaxSignal Oxytetracycline ELISA Kit (Figura 14):

2

10.

11.

12.

Se adicionaron 75 L de cada estandar (4.5 yL, 1.5 yL, 0.75 uL, 0.375 uL, 0.15 L y
el control negativo) por duplicado en los pocillos previamente asignados, se utilizo
una micropipeta distinta para cada estandar con la finalidad de evitar contaminacion
cruzada.
Se adicionaron 75 uL de la muestra.
Posteriormente se adicionaron 100 uL de anticuerpo #1 en cada pocillo.
Se agit6 la placa sutilmente para homogeneizar la mezcla.
Se incubd la placa por 55 minutos a una temperatura controlada (20-25 °C).
Después de la incubaciéon se procedioé a lavar la placa 3 veces con la solucion de
lavado que proporcion¢ el kit, el procedimiento de lavado fue el siguiente:

a) Se decanté el liquido contenido en los pocillos.

b) Se agregaron a cada pocillo 250 pL de solucion de lavado y se incubé por 15

segundos.
c) Se decanta nuevamente el liquido contenido en los pocillos y se repitieron los
pasos b yc.

Se adicionaron a cada pocillo 150 yL del conjugado Anticuerpo2-HRP.
Se homogeneizo la mezcla y se incubd por 25 minutos a temperatura controlada (20-
25 °C).
Después de la incubacién se procedié a lavar 3 veces la placa con el procedimiento
descrito en el paso 6. Después del ultimo lavado se limpié la superficie de la placa
con una toalla estéril para eliminar posibles restos de las soluciones utilizadas.
Se adicionaron a cada pocillo 100 pL de sustrato TMB y se agito la placa sutilmente
para homogenizar la mezcla.
Se incubd la placa por 15 minutos a temperatura controlada (20-25 °C) y en ausencia
de luz.

Posteriormente se adicionaron a cada pocillo 100 yL de soluciéon de parada para

detener la reaccion sustrato-cromogeno.
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1. Se afadieron 75 pL de 2. Se afadieron 100 pL del
cada estandar por anticuerpo 1 a cada pocillo.
duplicado y 75 pL de la

muestra problema en los

pocillos preasignados .

Figura 14. Procedimiento analitico ELISA.

3. Después de incubarse la 4. Se afadio 150 pL de
placa, se  hicieron los Anticuerpo 2-HRP a cada

lavados descritos en la  pocillo.

tecnica.

6. Se agregaron 100 pyL de 5. Se adicionaron 100 pL de
solucion de parada. sustrato TMB a cada pocillo.
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FASE CUANTITATIVA

Para obtener los valores de absorbancia y concentracion se utilizd un lector de microplacas de
96 pocillos modelo 4303 (Figura 15, 16 y 17), en el cual se cred un ensayo especifico para la
oxitetraciclina en donde los valores de la longitud de onda para el filtro primario fueron de 450 nm

y diferencial de 650 nm, valores indicados por el fabricante de MaxSignal Oxytetracycline ELISA

Kit.

& eurofins

Figura 17. Lectura de la microplaca.
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Figura 18. Sofware que da lectura a la placa.

8.2.7 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Para llevar a cabo el analisis estadistico de los datos se utilizé el software Minitab 18, primero se
comprobd la normalidad de los datos obtenidos, mediante una prueba de normalidad Ryan-Joiner
(similar a Shapiro-Wilk). Una vez obtenida esta informacion se procedio a realizar un analisis de

la varianza (ANOVA) en especifico un modelo lineal general
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9. RESULTADOS Y DISCUSIONES

En cumplimiento de los objetivos particulares planteados en este trabajo de investigacion se

presentan los resultados obtenidos para cada uno de ellos:

e Identificar y clasificar las fuentes puntuales de contaminaciéon en la Reserva Arroyo
Moreno.
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Figura 19. Fuentes Puntuales de Contaminacion.

Se identificé un total de 10 fuentes puntuales de contaminacién (Figura 18; Tabla 8) a lo
largo del sendero del rio Arroyo Moreno, las principales fuentes de contaminacion identificadas

son aparentes descargas de aguas pluviales y aguas residuales de tipo domiciliarias provenientes
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de las principales zonas residenciales que rodean la Reserva Natural Arroyo Moreno, cabe

destacar que la apariencia y el olor no corresponden a aguas pluviales, tienen amplia similitud

con aguas negras/no tratadas (Figura 19 y 20).

Tabla 8. Ubicacion de las fuentes puntuales de contaminacion.

Ubicacion

Fuente de

X y contaminacion
M -96.1116 | 19.099630
M2 -96.1118 | 19.099900
v [ oe1160 [ioosense | DeseesEsse Rt
Ma -96.1121 | 19.101160 hUManos
Ms -96.1131 | 19.103500
Ms -96.1127 | 19.105820
Mz -96.1220 | 19.115930 Descarga canal "La
Ms -96.1302 | 19.118640 Zamorana"
Mo -96.1303 | 19.118440 | Descarga termoeléctrica "Dos
M1o -96.1421 | 19.111380 Bocas"

Figura 20. Descargas pluviales.
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Figura 21. Fuente de contaminacion de tipo puntual.

El mas grande aporte de aguas negras proviene de el canal de la zamorana (Figura 22)
en donde convergen las aguas residuales de alrededor 52 colonias, de las cuales se desconoce
si son tratadas, no obstante si son tratatas se ha diversos estudios cientificos han demostrado
que los tratamientos de aguas residuales convencionales no eliminan los antibioticos, entre ellos
se encuentran Robledo et al., en el afio 2016 mediante Espectrofotometria de Masas con
lonizacién por Electronebulizacion y Detector de Tiempo de Vuelo (ESI-MS-TOF) cuantificaron
concentraciones en el influente de 2.2-160.2 pg/L y en el efluente de 2.7-119.4 pg/L en una PTAR
determinaron la remocién 13.6% de la concentracion de antibiéticos en aguas residuales tratadas
mediante digestidon anaerobia. Martinez-Alcala y Soto, 2020 Tetraciclinas Influente PTAR 22.2
ng/L Man-Hong et al., 2015 concentraciones de 2.2-160.2 ug/L influente y efluente de 2.7-119.4
pg/L, End, Cha y Carlson,2005 Influente de una PTAR 0.06 a 0.21.
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Esto corrobora que la principal via de distribicion de los antibioticos a las aguas
superficiales, son las descargas de aguas residuales provenientes de los residenciales aledafos
ala zona de estudio. cabe destacar como ya se mencioné en capitulos anteriores, los tratamientos
de aguas residuales convencionales no eliminan los antibioticosresentes en estas aguas y
constituyen una base para disefar futuras investigaciones sobre los problemas ecotoxicolégicos

que pueden generar estos compuestos en la zona donde se usan estas aguas residuales.

Figura 22. Descarga de canal la “Zamorana”.
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e Determinar la concentracion de Oxitetraciclina en aguas superficiales de la Reserva

Arroyo Moreno.

En las siguientes Tablas se presentan los valores de absorbancia y concentracion obtenidos en
las diferentes temporadas climaticas, ademas se presentan graficas donde se observa el

comportamiento del contaminante:

Tabla 9. Resultados obtenidos para la temporada climatica “Nortes”

No. Tempora Zona de estudio ID Absqrba Concentracion
Muestra da ncia (ng/l)
1 M1-N 0.61 4.88
2 M2-N 0.69 4.65
3 M3-N 0.60 4.91
4 M4-N 0.70 4.62
S NORTES ARROYOMORENO  MoN 0.50 5.20
6 M6-N 0.57 5.01
7 M7-N 0.52 5.14
8 M8-N 0.56 5.03
9 M9-N 0.72 4.57
10 M10-N 0.47 5.30
Promedio 0.59 4.93

En la Tabla 9 y Figura 23 se representan las concentraciones obtenidas por punto de muestreo
en la temporada climatica “Nortes” se puede observar que la concentracién minima obtenida es

de 4.62, mientras que la maxima es de 5.30 con un promedio de 4.913 ngl/l.
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Figura 23. Grafico del comportamiento de la concentracién de oxitetraciclina en la temporada de “Nortes”.

En la Tabla 10 y Figura 24 se representan las concentraciones obtenidas por punto de muestreo
en la temporada climatica “Estiaje” se puede observar que la concentracion minima obtenida es

de 4.95, mientras que la maxima es de 5.85 con un promedio de 5.56 ng/l.

Tabla 10. Resultados de obtenidos para la temporada climatica “Estiaje”

e Temporada Zona de estudio ID Absorbancia DI
Muestra (ng/l)

1 M1-E 0.34 5.67
2 M2-E 0.35 5.64
3 M3-E 0.36 5.61
4 M4-E 0.42 5.44
5 ESTIAJE ARROYO MORENO ~ MOE 0.40 5.51
6 M6-E 0.30 5.79
7 M7-E 0.36 5.62
8 M8-E 0.41 5.47
9 M9-E 0.59 4.95
10 M10-E 0.28 5.85
Promedio 0.38 5.56
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Figura 24. Grafico del comportamiento de la concentracién de oxitetraciclina en la temporada de
“Estiaje”.

En la Tabla 11 y Figura 25 se representan las concentraciones obtenidas por punto de muestreo
en la temporada climatica “Lluvias” se puede observar que la concentracion minima obtenida es

de 3.11, mientras que la maxima es de 4.04 con un promedio de 3.65 ng/I.

Tabla 11. Resultados de obtenidos para la temporada climatica “Lluvias”

No. Tempora Zona de D Absorban Concentracion
Muestra da estudio cia (ng/l)

1 M1-LL 1.00 3.74
2 M2-LL 1.10 3.44
3 M3-LL 1.20 3.15
4 M4-LL 1.02 3.68
5 ARROYO M5-LL 1.02 3.68
6 HLUVIAS MORENO M6-LL 0.90 4.04
7 M7-LL 0.90 4.02
8 M8-LL 0.94 3.91
9 MO-LL 1.21 3.11
10 M10-LL 1.01 3.71

Promedio 1.03 3.65
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Figura 25. Grafico del comportamiento de la concentracion de oxitetraciclina en la temporada de
“Lluvias”.

El comportamiento de la oxitetraciclina en el agua se ve afectado por el nivel del agua puesto que
se trata de una molecula hidrosoluble (Dubley, 2015), en la Figura 26 se presentan el
comportamiento de las precipitaciones se puede observar que entre los meses de junio a
septiembre la precipitaciéon fue de 270 mm, por lo que el nivel del rio Arroyo Moreno se incrementd
y la concentracion de oxitetraciclina registré su concentracion mas baja 0.50, mientras que para
los meses de enero a mayo las precipitaciones fueron de 13 mm, debido a esto la concentracion
mas alta se registro en el periodo de “Estiaje” siendo de 6.40 ng/l, los meses de noviembre a

enero el comportamiento fue similar con una concentraciéon maxima de 5.40 ngl/l.
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Figura 26. Principales precipitaciones del ciclo anual 2019-2020.Nota: Conagua:2021.
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e Relacionar las concentraciones de Okxitetraciclina con las fuentes de

contaminacién en la zona de estudio durante las temporadas del ciclo anual.

El anadlisis estadistico de los datos se realizé mediante el sofware Minitab 18, para esto se
comprobo la normalidad de los datos obtenidos mediante la prueba de normalidad de Ryan-
Joiner. En la Figura 27 se observa que los datos son parametricos puesto que cumplen los 4

supuestos de la normalidad.

Graficas de residuos para CONCENTRACION (ng/l)
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Figura 27. Graficas de residuos para la Concentracion.
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Una vez obtenida esta informacion se procedié a realizar un analisis de la varianza (ANOVA) en
especifico un modelo lineal general y se obtuvo la siguiente grafica de caja de las concentraciones
obtenidas. En la Figura 28 se observa que las cajas no se empalman entre ellas, lo que significa

que si hay diferencias significativas entre los datos de cada temporada climatica.

Gréfica de caja de CONCENTRACION (ng/I)
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5.0 .

4.5
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CONCENTRACION (ng/l)

3.5

3.0
ESTIAJE LLUVIAS NORTES

TEMPORADA

Figura 28. Grafica de caja de CONCENTRACION (ng/l)

En la Figura 29 se presenta un mapa del comportamiento de las concentraciones de
oxitetraciclina por punto de muestreo y temporada climatica, se puede observar que las
concentraciones mas altas se encuentran en la temporada de estiaje, esto se explicd con
anterioridad que se debe a la naturaleza quimica de la molécula, la oxitetraciclina es un antibiotico
de primera generacion cuya caracteristica es que son hidrosolubles (Torres, 2015), por lo que,
entre mayor sea el caudal del ri6 Arroyo Moreno, menor sera la concentracion y viceversa (Perez-
Trallero, 2018).
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Los puntos en donde se registré la mayor concentracién fueron los puntos 7 y 8, los cuales
corresponden a la principal descarga de aguas residuales que se detecto en la zona del canal de
la Zamorana, lo cual corresponde a que la principal entrada de oxitetraciclina a los rios es
mediante las descarga de aguas residuales (Barcel6, 2010), puesto que los sistemas
convencionales de tratamiento de aguas residuales no eliminan a este tipo de contaminantes

emergentes (Reynoso, 2017).
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Figura 29. Comportamiento de la concentracion de oxitetraciclina por punto de muestreo.

66



10.CONCLUSIONES

Las principales fuentes de contaminacion identificadas fueron fuentes de tipo puntual, en
especifico descargas de aguas residuales de los principales complejos residenciales aledafios a
la zona de estudio, lo que refleja la falta de regularizaciéon de dichas descargas por parte de las
autoridades correspondientes. Ademas se confirma que los tratamientos de aguas residuales
convencionales son eficientes para la remocién de oxitetraciclina, clasificado como contaminante

de tipo “emergente”.

Si bien las concentraciones de oxitetraciclina encontradas en el la Reserva Natural Arroyo
Moreno, en comparacién con otros trabajos reportados en zonas similares al area de estudio, son
bajas, no podemos descartar la posibilidad de que estas concentraciones estén afectando a los
organismos acuaticos endémicos de la Reserva Ecoldgica Arroyo Moreno, debido a que los

antibidticos tienen la caracteristica de ser bioacumulables y persistentes en el medioambiente.

Con base a los riesgos ecotoxicolégicos que representan este tipo de contaminantes
(antibidticos), es indispensable promover una futura regularizaciéon de su uso y desecho a través
de las Normas Oficiales Mexicanas. A nivel nacional existe un gran vacio del conocimiento
respecto a los efectos que tienen los antibidticos sobre los organismos acuaticos, por lo que es

importante seguir trabajando sobre esta linea de investigacion.
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