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“Para seguir el camino del conocimiento,
uno tiene que ser muy imaginativo.

En el camino del conocimiento nada es
tan claro como nos gustaria que fuera”.

Carlos Castaneda
(El fuego interno)

“La impecabilidad comienza con un solo acto, que tiene que

ser premeditado, preciso y sostenido. Si este acto se repite
durante el tiempo suficiente, uno adquiere un sentido de

intento inflexible que puede aplicarse a cualquier cosa. Si esto

se logra,el camino queda despejado. Asi, una cosa lleva a la otra,
hasta que al fin el guerrero desarrolla todo su potencial”.

Carlos Castaneda
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RESUMEN

Los farmacos son sustancias ampliamente utilizadas en el tratamiento y prevencién de
enfermedades en humanos, animales y plantas. Debido a su importancia, este tipo de compuestos
son consumidos y posteriormente liberados en grandes cantidades al ambiente. Si bien los farmacos
han sido detectados en distintas matrices ambientales (i.e. suelo, sedimentos, aguas superficiales,
aguas subterraneas y organismos), alin no se conocen los efectos que pueden tener en los
ecosistemas ni tampoco se sabe cudles son los posibles riesgos en la salud humana que conlleva su
potencial introduccidon en los distintos niveles tréficos. En el presente estudio se evalud la
transferencia de dos antibioticos, el ciprofloxacino y el sulfametoxazol a alfalfa (Medicago sativa)
cultivada en suelos provenientes del Valle del Mezquital, una zona agricola expuesta a este tipo de
contaminantes a través del riego con agua residual de la Zona Metropolitana de la Ciudad de México.
La transferencia de ambos antibiéticos fue evaluada en dos tipos de suelo: regados con aguas
residuales por mas de 80 afios, y en suelos de temporal que no habian sido expuestos a este tipo de
contamiantes. Los suelos fueron contaminados con los antibiéticos por separado en dos dosis, 1y
10 mg Kg!, posteriormente se sembraron semillas de alfalfa y se cultivaron durante tres meses bajo
condiciones controladas de invernadero. Durante el experimento se evaluaron las concentraciones
de los antibidticos en la biomasa aérea de las plantas y en los suelos. Los resultados obtenidos
mostraron que ambos antibidticos fueron transferidos a la biomasa aérea de las plantas (0.2- 2093
ng gl). El sulfametoxazol mostré una mayor transferencia a las plantas en comparacién con el
ciprofloxacino. La capacidad de adsorcién del suelo fue el factor relevante en la transferencia del
sulfametoxazol a las alfalfas, pues las mayores concentraciones de este antibidtico se encontraron
en las plantas sembradas en suelos de temporal, con menor contenido de materia orgdnica. Estos
resultados ponen de manifiesto la importancia de la materia orgdnica en el proceso de adsorcién del
sulfametoxazol al suelo. En contraste el tipo de suelo no fue un factor relevante en la adsorcion del
ciprofloxacino. Si bien los antibidticos se transfirieron del suelo a las plantas, su porcentaje de
transferencia respecto a la dosis inicial fue muy bajo poniendo de manifiesto un riesgo potencial
muy bajo para la salud humana.

Se plantea un posible efecto hormético de ambos antibidticos en el crecimiento de las plantas. No
obstante, el disefio del presente experimento no permite distinguir si los efectos en el crecimiento
de las alfalfas se deben a un efecto directo de los antibidticos en la planta, a un efecto indirecto
ocasionado por una alteracion en las comuniades microbianas del suelo o a un efecto sinérgico de
los dos anteriores.

Palabras calve: contaminantes emergentes, antibidticos, transferencia, Medicago sativa, ciprofloxacino, sulfametoxazol, Valle del
Mezaquital, aguas residuales.
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ABSTRACT

Pharmaceuticals are widely used in the treatment and prevention of human, animal and plant
diseases. Due to their importance, these compounds are consumed in large quantities and then
released into the environment. Even though pharmaceuticals have been detected in different
environmental compartments (i.e. soils, sediments, surface water, groundwater and organisms)
there is still a lack of understanding about the effects that these compunds may have on ecosystems
and human health due to their possible introduction into the trofic levels. This study was performed
to assess the potential uptake of ciprofloxacin and sulfamethoxazole from soils by alfalfa (Medicago
sativa). The soils used in this study came from the Mezquital Valley, a region that receives the
untreated wastewaters from Mexico City. In the experimental setup two kinds of soils were used:
soils under wastewater irrigation for more than 80 years and rainfed soils (which have never been
exposed to irrigation and therefore to this kind of compounds). The soils were contaminated using
two doses, 1 and 10 mg Kg. Then alfalfa was sown and cultivated under controlled conditions in a
greenhouse for three months. During the experiment, concentrations of both antibiotics were
evaluated in the aerial biomass and soil. Plant analysis indicate that both antibiotics are able to be
taken up by alfalfa plants (0.2- 2093 ng g?). Sulfamethoxazole showed higher plant uptake in
comparison to ciprofloxacin. The largest amounts of sulfamethoxazole were found in the
aboveground biomass of rainfed soils, which have small organic matter contents. This effect
emphasizes the importance of soil organic mater in the sorption proceses of this antibiotic. In
contrast ciprofloxacin did not show the same behavior. Although both antibiotics were able to be
taken up by plants their transfer percentages from the initial dose were quite low, supporting very
little evidence of a human or animal healt risk.

A possible hormetic effect of both pharmaceuticals in alfalfa plants is discussed. However the
experimental design does not allow to distinguish whether this effect is caused directly by the
interaction of the antibiotic within the plant, or if it is a result of the disturbance of soil
microbiological comunities that influence plant growth, or if it is a synergistic reaction between both
of these possibilities.

Key words: emerging pollutants, antibiotics, uptake, Medicago sativa, ciprofloxacin, sulfamethoxazole, Mezquital Valley, wastewater
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I INTRODUCCION

El uso de aguas residuales para la irrigacién de zonas agricolas estd aumentando considerablemente.
Una de las principales razones del incremento de estas practicas es que la agricultura requiere de
una gran cantidad de agua, y el riego con aguas residuales permite adjudicar una mayor proporcion
del agua de buena calidad para el consumo humano (USEPA, 1992; Siebe, 1998; Siemens 2010; Fatta-
Kassinos et al., 2011). En paises industrializados el uso de aguas residuales con un tratamiento
secundario o incluso terciario, representa una buena opcién para cubrir las demandas de los recursos
hidricos ante la escasez de agua (USEPA, 1992; Fatta-Kassinos et al., 2011). En contraste, en paises
en desarrollo como México, la mayor parte del agua residual es descargada a los campos de cultivo
sin tratamiento previo (Siebe, 1998). Tal es el caso del Valle del Mezquital, que recibe las aguas
residuales generadas en la Zona Metropolitana de la Ciudad de México y cuya area abarca mas de
800 km?, colocdndola como la zona agricola mas grande a nivel mundial (Siebe, 1998; Siemens et al.,

2008, 2010).

Aungue las aguas residuales contienen nutrimentos que permiten mejorar los rendimientos de los
cultivos, también representan un riesgo para la salud humana, ya que contienen patégenos y
diversos contaminantes como metales y compuestos organicos. Ademds Investigaciones recientes
sefialan la presencia de contaminantes emergentes como los farmacos (Boxal et al., 2006; Siemens

et al., 2008, 2010; Du y Liu, 2012; Goldstein et al., 2014).

El término “contaminantes emergentes” se utiliza para nombrar a los compuestos que han sido
sintetizados recientemente o bien para denominar a aquellos compuestos que se han detectado en
el ambiente (debido al avance de los métodos analiticos), pero que se sabe poco o nada de su
impacto en los ecosistemas y en humanos. De hecho la presencia de la mayoria de estos compuestos
en el ambiente no es nueva, pero si la preocupacidn acerca de su presencia, persistencia y posibles
efectos que pudieran ocasionar en el ambiente (Lapworth et al., 2012). Los contaminantes
emergentes incluyen una gran cantidad de compuestos utilizados por la sociedad, con la
peculiaridad de que se son consumidos en grandes cantidades y de manera constante. Entre estos

compuestos podemos incluir a substancias que se utilizan en la industria, en la preservacién de
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alimentos, productos de cuidado personal, nanomateriales y farmacos empleados para uso

veterinario y terapéutico (Lapworth et al., 2012).

Los farmacos son moléculas complejas que en condiciones ambientales pueden tener carga neutral,
ser catidnicos, anidénicos o zwitteriones. Se pueden clasificar de acuerdo con la funcidn terapéutica
que realizan en analgésicos, antineopldsicos, antinflamatorios, antiepilépticos, antihistaminicos,

estatinas, antidepresivos, 8 bloqueadores, medios de contraste y antibiéticos (Kimmerer, 2004).

En particular los antibidticos han sido ampliamente utilizados en el tratamiento de diversas
enfermedades en humanos y en animales; sin embargo, sélo hasta hace unas décadas estos
compuestos comenzaron a ser considerados como contaminantes (Halling-Sorensen et al., 1998;
Daughton y Ternes, 1999; Kumar et al., 2005; Boxal et al., 2006). Se ha estimado que el consumo de
antibidticos a nivel mundial es aproximadamente de 100 000-200 000 toneladas por afo (Wise,

2002).

En diversos estudios se ha reportado la presencia de antibiéticos en aguas residuales, aguas
superficiales (rios, estuarios y lagos), agua subterranea, sedimentos y organismos (i.e. peces,
medusas y crustdceos; Halling-Sorensen et al., 1998; Boxal et al., 2006; Siemens et al., 2008; Fatta-
Kassinos, et al., 2010; Santos et al., 2010; Clarke y Smith, 2011). Los antibiéticos son consumidos y
posteriormente excretados con la orina y las heces (Cooper et al., 2008; Kimmerer, 2009). Se estima
que de la dosis total de un antibidtico administrado en un ser humano, entre el 30y el 90% se excreta
en su forma activa (Rang et al., 1999; Cooper et al., 2008). Ademas es importante resaltar que mas
del 90% de los farmacos permanecen en el agua residual incluso después de haber sido tratada
(Cooper et al., 2008; Lin y Gan, 2011). De esta manera las descargas provenientes de las plantas de
tratamiento son una de las principales vias de liberacion de farmacos (y entre éstos de antibiéticos)
al ambiente (Heberer, 2002; Boxal et al., 2006; Cooper et al., 2008; Kimmerer, 2009; Santos et al.,
2010; Clarke y Smith, 2011).

Actualmente se cuenta con pocos estudios realizados acerca de la transferencia de antibidticos a
través de los niveles tréficos. Si bien la mayoria de los estudios se han enfocado a otros
contaminantes, es necesario realizar investigaciones enfocadas a la transferencia de antibidticos y

los posibles riesgos que esto representa para la salud humana.
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Bajo este escenario, un grupo de investigadores de diferentes dependencias de la UNAM (Instituto
de Ecologia, Facultad de Medicina, Instituto de Ingenieria e Instituto de Geologia) realizaron un
proyecto multidisciplinario en colaboracién con cientificos alemanes de las universidades de Bonny
Freiburg para estudiar la diseminacién de antibidticos y genes de resistencia a éstos en el Valle del
Mezquital. Dentro del marco de este proyecto también se evalué la transferencia de dos antibidticos
del suelo a las plantas a través de la presente tesis de maestria. De manera particular se evalué la
transferencia del sulfametoxazol (de la familia de las sulfonamidas) y el ciprofloxacin (de la familia

de las fluoroquinolonas) en la alfalfa, Medicago sativa, uno de los cultivos dominantes en la zona.

. ANTECEDENTES

2.1. Antibioticos en el ambiente

Un antibidtico puede ser definido como un agente quimioterapéutico que se emplea en el
tratamiento de enfermedades con la finalidad de inhibir o suprimir el crecimiento de
microorganismos como bacterias, hongos o protozoarios (Kimmerer, 2009). De manera particular
los antibidticos se clasifican en fluoroquinolonas, sulfonamidas, penincilinas, cefalosporinas,
nitromidazoles, tetraciclinas y macrélidos, y aunque varian mucho tanto en sus propiedades
quimicas como en su estructura, generalmente contienen un grupo no polary un nucleo unido a un

grupo funcional (Thiele-Bruhn, 2003; Clarke y Smith 2011).

Los antibidticos son consumidos en grandes cantidades a nivel mundial y su uso no solamente se
restringe a la profilaxis o al tratamiento de enfermedades en humanos, ya que son muy utilizados
en la crianza de animales (ganaderia y acuacultura) y en la agricultura (Clarke y Smith 2011; Lapworth

etal., 2012).

Debido a que los farmacos son liberados en grandes cantidades al ambiente, durante los ultimos
afios se ha comenzado a investigar el destino y los posibles efectos que pudieran causar en los
ecosistemas (Kimmerer, 2004; Siemens, 2008). Si bien la mayor parte de estas investigaciones son
llevadas a cabo en Europa, Estados Unidos y Canadd; en México se estan realizando los primeros
estudios al respecto. Especificamente en el Valle del Mezquital (zona receptora de las aguas

residuales provenientes de la Zona Metropolitana de la Ciudad de México, ZMCM). Siemens et al.



Pagina |7

(2008) reportan la presencia de diversos farmacos como claritromicina, metoprolol, ibuprofeno,
naproxeno, diclofenaco, sulfasalazina, bezafibrato y gemfibrozilo en el orden de pg/L en aguas

residuales que son utilizadas para la irrigacién de los campos agricolas de la zona.

Aungue aun no se tiene claro cudles son los efectos que los antibiéticos pueden tener en los
organismos en los distintos niveles tréficos (Halling-Sorensen et al., 1998); Duy Liu (2012) sugirieron
que los impactos de los antibidticos se pueden clasificar en: a) incremento de microorganismos
patdgenos resistentes y diseminacién de genes de resistencia (Siemens et al., 2008, 2010; Hu et al.,
2010; Dalkmann et al., 2012); b) efectos ecotoxicoldgicos en organismos acuaticos, terrestres y en
particular, cambios en las poblaciones microbianas e impactos ecolégicos en los ecosistemas
agricolas debido a la introduccién continua de antibiéticos mediante la aplicacién de abonos de
animales previamente medicados, por la fertilizacién con biosdlidos o bien mediante la irrigacidn
con aguas residuales; y c) posibles impactos en la salud humana por la ingestidon de alimentos y agua
potable que contengan residuos de antibidticos ya que diversos estudios han reportado tanto la
transferencia como la translocacion de diversos antibioticos del suelo a las plantas (Kumar et al.,
2005; Boxall et al., 2006; Dolliver et al.,2007; Herklotz et al., 2010; Kipper et al., 2010; Wu et al.,
2010; Shenker et al.,2011). Ademas se ha reportado la presencia de antibiéticos en cuerpos de agua

potable en el orden de ng L (Lapworth et al., 2012).

Bajo este escenario, es importante considerar a las plantas como una potencial ruta de exposicion,
ya que diversos estudios han demostrado la transferencia de antibidticos a las plantas, en especial
la familia de las fluoroquinolonas y las sulfonamidas (Kumar et al., 2005; Boxal et al., 2006; Herklotz,

et al., 2010; Clarke y Smith, 2011).

2.2. Fluoroquinolonas

Las fluoroquinolonas o también conocidas como quinolonas, son agentes antimicrobianos muy
utilizados en enfermedades ocasionadas por bacterias grampositivas y gramnegativas. Su espectro
de accion es amplio y depende de la generacidn, ademds cabe destacar que conforme van avanzando

las generaciones va aumentando su espectro de accién (Sanchez et al., 2004).
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El mecanismo de accién de estos antibidticos se basa en el bloqueo de la subunidad A de la DNA
girasa, lo que ocasiona la inhibicidén de la sintesis de DNA bacteriano. Se utilizan principalmente ante
infecciones del tracto urinario, infecciones respiratorias, en ciertos casos de otitis, osteomelitis
crénica, gonorrea, infecciones de la prdstata e infecciones cervicales. Se clasifican de acuerdo a su
generacion y respecto al espectro bacteriano sobre el cual son eficaces en: quinolonas de primera,
segunda, terceray cuarta generacion. Cabe destacar que la quinolona que mas se utiliza actualmente

es el ciprofloxacino (Tabla 2.1; Leyva et al., 1999).

Las fluoroquinolonas presentan una gran estabilidad quimica, ya que resisten altas temperaturas e
hidrélisis, pero se degradan por luz UV (Kimmerer, 2004). En los suelos, estos compuestos

presentan vidas medias de mas de 60 dias (Leal et al.; 2013; Boxal et al, 2006.).

Las fluoroquinolonas poseen distintos grupos ionizables, sin embargo algunas fluoroquinolonas
como la fluomequina solamente posee un grupo ionizable, el 3-carboxilo. En contraste tenemos
otras quinolonas como el ofloxacino, norfloxacino, enrofloxacino y ciprofloxacino entre otras, que
presentan dos grupos funcionales capaces de ionizarse (Picd y Andreu, 2007). Estos grupos 3-
carboxilo y N-4 (proveniente del anillo de piperazina®) pueden ocasionar que estas quinolonas se
comporten como acido o bien como base. De hecho, la actividad de estos compuestos depende del
pH ya que tienen como finalidad inhibir la DNA girasa bacteriana, proceso que depende del pHy de

la concentracion de acido (Picd y Andreu, 2007).

2.3. Sulfonamidas

Las sulfonamidas son antibidticos bacteriostaticos derivados de la sulfanilamida. Su estructura
quimica consta de un grupo sulfuro unido a un anillo de benceno y grupos amino. Su mecanismo
de accion consiste en la inhibicidn de la sintesis de acidos nucleicos, interfiriendo con la sintesis de
acido félico. Este grupo de antibidticos tiene un espectro de accién amplio y comprende
especialmente a las bacterias gramnegativas pero también es eficaz ante bacterias grampositivas

(Brugueras y Morején, 1999).

! piperazina es un compuesto organico con propiedades farmacoldgicas. Se compone de un anillo de cuatro carbonos y
dos nitrégenos.
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Las sulfonamidas también son ampliamente utilizadas en combinacién con otros antibiéticos para
obtener un mejor resultado en los tratamientos, o bien, en pacientes a los que no se les puede
suministrar algun antibidtico en especifico. Generalmente se utiliza la combinacion de
sulfametoxazol y trimetoprima, pero también la trimetoprima se puede combinar con otras
sulfonamidas como la sulfadiazina, sulfamoxol y sulfametopiridazinam, entre otras. Pueden ser
clasificadas de acuerdo al tiempo de absorcién y excrecién en sulfonamidas de accidn corta, media,

larga y ultra larga (Brugueras y Morejon, 1999; Sanchez et al., 2004).

Las sulfonamidas, de manera similar a otros farmacos como las fluoroquinolonas, se caracterizan
por ser compuestos capaces de protonarse y desprotonarse bajo condiciones especificas de pH.
Poseen un grupo amino capaz de ganar un protdn y un grupo amida capaz de liberar un protén
(Quiang y Adams 2004; Wu et al.,, 2012). Por otra parte las sulfonamidas y en especial el
sulfametoxazol (Tabla 2.1), se caracterizan por ser antibidticos muy maviles pues poseen una alta
solubilidad en agua (Chen et al., 2011). Ademas de la alta movilidad en el suelo, se ha estimado que

este grupo de antibidticos es poco persistente ya que presenta vidas medias de aproximadamente 8

a 21 dias en suelos no esterilizados (Marques et al., 2013).

Tabla 2.1. Caracteristicas del ciprofloxacino y sufametoxazol.

Antibidtico Estructura molecular y pK, Caracteristicas
Numero CAS®: 085721-33-1
Peso molecular®: 331.35
Solubilidad en agua (20° C)®:
3E+004 mg L*!

Ciprofloxacino @

. .
> pKai=62 ©

MilinaN | T | Hg
Log Kow©: 1.32

Presion de vapor®: 1.65E-012 mm

Sulfametoxazol 2

pKa2=5.6

0,
N N\/s
~

TN NH o N\ \o o AN
MNH ~—
= S —

o

Koc (L kg) 4:3487

Ndmero CASP: 000723-46-6
Peso molecular®: 253.28
Solubilidad en agua (37° C)®:
610mg L

Presion de vapor (25° C)°: 6.93E-
008 mm Hg

Log Kow®: 0.89

Koc(L kg)e:219

aChen et al., 2011 y autores ahi citados

bBase de datos: The Physical Properties Database, PHYSPROP (http://www.syrres.com/what-we-do/databaseforms.aspx?id=386)

¢Cooper et al., 2008
dFigueroa-Diva et al., 2010
eBarron et al., 2009
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2.4. Transporte de antibidticos del suelo a las plantas

Posterior a la administracion y excrecion de un antibidtico, éste puede entrar al ambiente mediante
distintas vias. En el caso de antibidticos empleados en humanos, la principal via de entrada es
mediante las aguas residuales, las cuales generalmente son vertidas en los campos de cultivo
(Hamscher et al., 2004). Una vez en el suelo, el antibidtico puede estar sujeto a procesos de
transporte, sorcién y degradacion en donde sus propiedades fisicoquimicas y las caracteristicas del
suelo determinaran su movilidad, persistencia y biodisponibilidad (Yanzheng et al., 2005; Siemens et

al., 2010; Clarke y Smith, 2011).

Kumar et al. (2005) sugirieron que los factores mas importantes para la absorcién de un antibiético
por las plantas son su tamafo, su solubilidad en el agua y su disponibilidad en el suelo, la cual
depende de su contenido de materia organica, capacidad de intercambio catidnico y pH (Tolls 2001;

O’Connor y Aga, 2007).

Aungue la informacidn acerca de los mecanismos de transferencia de antibidticos a las plantas es
escasa, los modelos establecidos para diversos contaminantes orgdnicos (i.e. plaguicidas) son una
herramienta muy valiosa para poder entender el comportamiento de los antibiéticos en el ambiente.
De manera particular Collins et al. (2006) sugieren que las plantas pueden incorporar diversos

compuestos organicos por las siguientes vias:

e Transporte pasivo (no requiere de energia y depende de gradientes de concentracién) vy
transporte activo (requiere energia) del suelo a las raices: en esta via los contaminantes son
absorbidos por las raices a partir de la fase gaseosa o acuosa del suelo. En este proceso, la
absorcién de los compuestos mediante transporte activo o pasivo va a estar determinada
por las caracteristicas del compuesto (i.e. si esta ionizado, de su coeficiente octanol-agua

(Kow)) y de la cantidad de lipidos en las raices de la planta.

e Transporte de la raiz al tallo: para que un compuesto sea trasportado de las raices a otras
partes de la planta, éste debe entrar al xilema, y para esto tiene que atravesar diversas

membranas como la epidermis, el cortex, la endodermis y el periciclo. Es importante notar
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gue para que este proceso se lleve a cabo se debe tomar en cuenta la solubilidad de los
contaminantes en el agua y en las membranas celulares, pues esto va a determinar la

movilidad del compuesto.

e Deposicidon de particulas en la superficie de las plantas: los compuestos organicos pueden
ser adsorbidos a las particulas de suelo y cuando éstas son depositadas en la superficie de
las plantas los compuestos que transportan pueden ser removidos, degradados o bien
pueden difundirse a través de la cuticula y ser adsorbidos en los tejidos lipofilicos, para asi
ingresar a las hojas. Es interesante notar que la permeabilidad de la cuticula a los
compuestos organicos en solucion tiene una relacién lineal con el coeficiente octanol-agua
(Kow). Esta via es muy compleja y diversos factores como el tiempo de contacto hoja-

particula, drea de la hoja y el tipo de compuesto determinan la relevancia de ésta.

Otro factor que es importante tomar en cuenta respecto a la acumulacién de contaminantes en las
plantas es el metabolismo, pues una vez dentro de la planta, estos compuestos pueden ser
metabolizados, reduciendo asi su concentracién dentro del tejido (Colins et al., 2006). Por otra parte
la fisiologia de la planta también juega un papel muy importante pues el contenido de agua, lipidos
y su tasa de transpiracion influyen considerablemente en la transferencia y concentracidon de

contaminantes (Yanzheng et al., 2005).

La mayor parte de los estudios realizados acerca de la exposicién de plantas a antibidticos se han
enfocado a determinar fitotoxicidad y existen pocos estudios de bioacumulaciéon en plantas, los

cuales se muestran en la Tabla 2.2 (Kumar et al., 2005; Boxall et al., 2006).

Uno de los estudios pioneros en los que se evalud la acumulacién de antibidticos en plantas fue
realizado por Kumar et al. (2005); en el que midieron la transferencia de clortetraciclina y tilosina
en col (Brassica oleraceae L.), cebolla (Allium cepa L.) y maiz (Zea mays L.). De estos dos farmacos,
Unicamente la clortetraciclina fue transferida a las plantas, cuyos tejidos presentaron
concentraciones de 2-17 pg Kg* PH (peso hiimedo). En contraste, la tilosina no fue transferida a las
plantas. Ante este comportamiento, los autores sugieren que tal vez no pudo ser absorbida debido
a que es una molécula muy grande y por tanto no pudo ser transportada a las plantas durante la

transpiracion. Por otra parte, Boxall et al. (2006) evaluaron la transferencia de farmacos
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frecuentemente utilizados en medicina veterinaria (tilosina, diazinon, florfenicol, sulfadiazina,
fenilbutazona, oxitetraciclina, amoxicilina, trimetoprim, enrofloxacin) en cultivos de zanahoria y
lechuga. Sus resultados demostraron que no todos los farmacos fueron transferidos, entre ellos la
tilosina cuyo comportamiento fue similar al estudio realizado por Kumar et al. (2005). En el caso de
las zanahorias solo el diazindn (plaguicida, en este caso de uso veterinario), enrofloxacin, flornenicol
y trimetoprim fueron transferidos (2.8-13 ug Kg* PH), asocidndose las mayores concentraciones a
la cdscara de las zanahorias. Por otra parte, en las lechugas solo se detectaron florfenicol, levamisol
y trimetroprim (6 a 170 pug Kg! PH). Los autores concluyen que los méximos de traslocacién se

asocian a compuestos con un log Kow~1.8.

En el estudio realizado por Dolliver et al. (2007), en el que analizaron la transferencia de la
sulfametazina en maiz (Zea mays L.), lechuga (Latuca sativa L.) y papa (Solanum tuberosum L.), los
autores sefialaron que la sulfametazina si se transfiere a las plantas (0.1 a 1.2 mg kg™ PS) y que su
contenido se incrementd en los tejidos vegetales conforme incrementaba su concentracion en el

suelo.

El estudio realizado por Kipper et al. (2010), se enfocd en evaluar la transferencia de antibiéticos
pertenecientes a la familia de las fluoroquinolonas y las sulfonamidas (ciprofloxacino, norfloxacina,
ofloxacina, sulfadimetoxina y sulfametoxazol) en cultivos de papa (Solanum tuberosum L.).
Obtuvieron que ambas familias de antibidticos fueron transferidas del suelo a las plantas (33 a 3900
ug kgt); sin embargo, las sulfonamidas y en particular el sulfametoxazol fue el antibidtico que se
encontré en mayores concentraciones en los tejidos vegetales. Los autores plantearon que este
comportamiento pudo deberse a que las sulfonamidas no son fuertemente adsorbidas al suelo y por

tanto se encuentran disponibles para ser transportadas a las plantas.

En el estudio realizado por Wu et al. (2010), en el que se evalud la transferencia de farmacos y
productos de cuidado personal (PCPs; carbamacepina, fluoxetina, triclosan y triclocarbon) en soya
(Glycine max (L.) Merr.), se observd que estos compuestos tienen una mayor disponibilidad en el
suelo cuando ingresan mediante la irrigacién con aguas residuales en contraste con la fertilizacién
mediante biosélidos. Ademds sefialaron que todos los farmacos y PCPs evaluados pueden

transferirse a la planta e incluso a las semillas (0.6- 156 ng g?).
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Uno de los estudios mas interesantes fue el realizado por Shenker et al. (2011) en el cual cultivaron
pepino (Cucumis sativus L., cv. Safi) en macetas e hidropdonicamente. En ambos experimentos la
carbamazepina fue transferida a las hojas y a los frutos de las plantas de pepino (18.5-39.1 ug Kg*
PHy 1-2.1 ug Kg PH respectivamente). Los autores sefialaron que la carbamazepina se transfirié a
las plantas principalmente por la transpiracién, acumulandose en mayores cantidades en las hojas
maduras. También determinaron que dicho farmaco puede ser transferido a las plantas cuando se
encuentra en el suelo a concentraciones de 1 a 3 ug L%, razén por la cual sugirieron realizar

monitoreos constante del suelo y las aguas residuales que se vierten en éste.

De manera similar a Shenker et al. (2011), Herklotz et al. (2010) realizaron experimentos
hidropénicos con carbamacepina, salbutamol, sulfametoxazol y trimetoprim en plantas de col
(Brassica rapa var. pekinensis) y de nabo (Brassica rapa var. pekinensis). Sus resultados fueron
similares a los obtenidos por Boxall et al. (2006), encontrando que los farmacos se acumularon en
ambas especies de plantas (11.34-138.26 ng g PH). Cabe destacar que el sulfametoxazol fue el
farmaco que mds se acumuld en los tejidos de las plantas analizadas; resultados que coinciden con
los reportados por Kipper et al. (2010). Es importante sefialar que en este estudio se confirmé que
todos los farmacos analizados se transfirieron a todos los tejidos de la planta, destacando la raiz por

ser el tejido que presentd la mayor acumulacion.



Tabla 2.2 Concentracidn de farmacos en suelos y su acumulacién en plantas.

Farmaco

Clortetraciclina
Tilosina

Tilosina, diazinon,
florfenicol, sulfadiazina,
fenilbutazona,
oxitetraciclina, amoxicilina,
trimetoprim y enrofloxacin

Sulfametazina

Carbamacepina, salbutamol,
sulfametoxazol y
trimetoprim

Ciprofloxacino, norfloxacina,
ofloxacina, sulfadimetoxina
y sulfametoxazol

Carbamacepina, fluoxetina,
triclosan y triclocarbén

Carbamazepina

Carbamazepina,
sulfametoxazol, salbutamol,
trimetoprim y triclosan (este
ultimo solo lo evaluaron en
suelo + biosdlidos)

Concentracion en
suelo

1000-1587 @

130-9002

2400-3600°

232,54

NA.
Concentracion
afadida: 1000 y

10 000

0.7-73.9

Solucién del
suelo: 0.57-13.98¢

Suelo + turba: 2.6,
3.1,5.4y0.5
Suelo +
biosélidos:

93.1, 67.4,30.3,
24.7y433.7

Caracteristicas del suelo

Suelo arcillo-arenoso (no
caracterizado)

Suelo arcillo-arenoso (no
caracterizado)

Suelo mezclado (33% capa

superficial de suelo, 33% arena,
28% musgos de turberay 6%

composta)

Experimento hidropdnico

Suelo arenoso (no
caracterizado).

Suelo arenoso (9.7% arcilla,
3.2% limoy 87.1 % arenay
2.7% materia organica).

3 tipos de suelo: arenoso (9%
arcilla, 6% limo y 85% arena),
arcilloso (43% arcilla; 25% limo

y 32% arena) y musgos de
turbera.

Suelo + turba: 45% suelo (41%
arena, 46% limo y13% arcilla),
45% Sphagnum y 10% perlita.

Suelo + biosodlidos:

98% suelo descrito arribay 2%

biosolidos

Especie analizada y parte de la planta

Brassica oleraceae L. (col)

Allium cepa L. (cebolla) y Zea mays L.
(maiz)

Parte aérea de la planta.

Daucus carota (zanahoria) y Latuca sativa
L. (lechuga).

Parte aérea de la planta; en el caso de las
zanahorias se analizaron las raices y se
separd la cascara en los analisis.

Zea mays L. (maiz), Latuca sativa L.y
Solanum tuberosum L.(papa).

Parte aérea de la planta, en el caso de
las papas se analizaron los tubérculos.

Brassica rapa var. pekinensis (col) y
Brassica rapa var. pekinensis (nabo)
Parte aérea y raices.

Solanum tuberosum L.

Se analizaron los tubérculos.

Glycine max (L.) Merr. (soya)
Raiz, tallo, hojas y vainas.

Cucumis sativus L., cv. Safi (pepino).
Parte aérea de la planta, xilema y frutos.

Brassica campestris (col china).
Parte aérea y raices

Concentracién en
planta

2-17 ¢

2.8-170f

100- 1200 f

11.34-138.26 ¢

33a3900f

0.6- 156 ¢

1-39.1¢

Parte aérea: 20.6-
317¢
Raiz: 53.7- 1220.1

e

Pagina | 14

Método de
cuantificacion

Ensayo por
inmunoabsorcidn ligado a
enzimas (ELISA).

Cromatrografia liquida
acoplada a
espectrometria de masas
en tandem (LC-MS-MS)

HPLC

Cromatografia liquida
acoplada a
espectrometria de masas
cuadrupolar en tandem
Cromatografia liquida
acoplada a
espectrometria de masas
(LC-MS)

Cromatografia liquida
acoplada a
espectrometria de masas
con ionizacién por
electrospray (LC-ESI-
MS/MS)

LC-MS

Cromatografia liquida
acoplada a
espectrometria de masas
cuadrupolar en tandem

Autor

Kumar et al.
(2005)

Boxall et al.
(2006)

Dolliver et
al. (2007)

Herklotz et
al. (2010)

Kipper et al.
(2010)

Wu et al.
(2010)

Shenker et
al. (2011)

Holling et al.
(2012)

a. Concentracién total de antibidticos en suelo (ng g?); b. Concentracién extractable en agua (ng g?); c. Concentracién en la solucién del suelo (ug L1); d. solucién hidropénica (ug L1); e.
Concentracion en planta en peso himedo (ng g%); f. Concentracién en planta en peso seco (ng g).
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OBIJETIVOS

Objetivo general:

o Evaluar la transferencia de ciprofloxacino y sulfametoxazol a alfalfa (Medicago

sativa) cultivada bajo condiciones controladas de invernadero en funcién de la dosis
aplicada (1 y 10 mg Kg* CIP, SMX), el tiempo transcurrido a partir de la aplicacién y
considerando dos suelos distintos: uno regado con aguas residuales por mas de 80
afios con mayor contenido de materia orgdnica, y otro de temporal (no regados con

aguas residuales) con menor contenido de materia organica.

Objetivos particulares:

o Determinar cudl de los antibidticos presenta la mayor translocacion a las plantas.

Determinar la concentracidén total (extractable mediante extraccion acelerada con
disolvente, ASE) vy disponible (=facilmente extractable) de los antibidticos

sulfametoxazol y ciprofloxacino, en suelos regados y no regados con agua residual.

Evaluar si la transferencia de los antibidticos suelo-planta se relaciona con su
concentracion en el suelo (1 y 10 mg Kg?), distinguiendo entre concentraciones
facilmente extractables (con CaCl, 0.01 M) y concentraciones totales o extractables via

ASE.

Evaluar el crecimiento de la alfalfa: altura y biomasa aérea y subterranea en todos los

tratamientos.

HIPOTESIS

La materia organica (MO) aumenta la capacidad de los suelos de adsorber compuestos i.e.

contaminantes (Alexander, 1995; Tolls, 2001 Vasudevan et al., 2009). Por consiguiente, se espera

que la transferencia de los antibidticos del suelo a las plantas sea distinta entre suelos regados y no
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regados con aguas residuales. En el caso de los suelos regados con aguas residuales (cuyo contenido
de materia organica es mayor), se espera que los antibidticos presenten una menor disponibilidad
en el suelo y por lo tanto su transferencia a las a las plantas sea menor en comparacién con los suelos
de temporal (con menor contenido de materia organica), en los que se espera que los antibidticos

tengan una mayor disponibilidad en el suelo y por lo tanto su transferencia a las plantas sea mayor.

De los dos antibidticos estudiados, el ciprofloxacino presentara una mayor tendencia a adsorberse
al suelo ya que posee un coeficiente de adsorcion suelo/agua (Ko.c) mayor que el del sulfametoxazol.
De esta manera, se espera que el ciprofloxacino se adsorba al suelo y no sea transferido a las plantas

y que el sulfametoxazol esté disponible y si se transfiera a las alfalfas.

En caso de que los antibidticos se transfieran a las plantas, su transferencia estara influenciada por

la dosis aplicada en todos los tratamientos (mayor absorcién de antibidticos en la dosis mayor).

La sorcidén de un compuesto organico al suelo depende del tiempo (Alexander, 1995), por lo tanto se
espera que las mayores concentraciones de los antibidticos al inicio del experimento se obtengan en
la fraccion disponible o extractable con CaCl,, pues el lapso de tiempo de interaccidon entre el
antibiético y suelo al momento de ser contaminado es muy corto. Por otra parte, tres meses después
se espera obtener las mayores concentraciones de ambos antibidticos en la fraccion extractable
mediante ASE, ya que el paso del tiempo favorece los procesos de adsorcion de los compuestos

organicos en el suelo.

V. MATERIALES Y METODO

5.1. Muestreo

Se recolectaron muestras de suelo en ocho sitios: cuatro de ellos con 100 afios de irrigacién (Ulapa
1, Ulapa 2, Juandhd 1 y Juandhd 2) y cuatro con cero afios de irrigacion, es decir que se cultivan con
el temporal en la época de lluvias (Santiago Tezontlale 1, Santiago Tezontlale 2, El Tigre 1y El Tigre
2). En cada sitio se recolecto suelo a una profundidad de 0 a 30 cm que corresponde a la zona arable

una parcela.
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A continuacidén los suelos se tamizaron con un tamiz de 0.5 cm de didametro y se almacenaron a
temperatura ambiente en un costal en el cuarto de Preparacion de Muestras del Instituto de

Geologia para su posterior adicién con los dos antibiéticos.

5.2. Prueba de germinacion

Las semillas de M.sativa utilizadas en el presente estudio fueron obsequiadas por el Ing. Antonio

Maya administrador del Rancho las Palmas, propiedad de la familia Cornejo.

Con la finalidad de evaluar si los antibidticos interferian en la germiancidn de las alfalfas se realizé
una prueba de germinacién utilizando la dosis mas alta: 10 mg Kg*. La prueba de germinacién se
realizd con una muestra compuesta de todos los tipos de suelo a utilizar (previamente tamizados).
Por cada tipo de suelo se tomaron aproximadamente 20 gramos. Posteriormente, se prepard una
solucidn de 0.1 mg L para cada antibidtico, disolviendo el CIP en metanol y el SMX en acetona. A 50
g de suelo (PS) se le afiadieron 5 mL de la solucidn de de 0.1 mg L CIP o SMX. Una vez contaminado
el suelo, se homogenizd y se esperd a que los solventes se evaporaran. A continuacién, en una caja
de Petri, se colocaron 12 gr de suelo previamente contaminado. Para cada antibidtico se utilizaron
un total de cuatro réplicas (o cajas de Petri) mas un grupo testigo con el mismo numero de réplicas.
Posteriormente se humedecioé el suelo con un aspersor y se sembraron 25 semillas por caja. Las
alfalfas se cultivaron durante 20 dias bajo condiciones controladas de invernadero (temperatura

promedio: 20.2°C; humedad relativa pormedio: 34.9%).

Se determind que en promedio el porcentaje de germinacién de la alfalfa fue del 67% y que los

antibiétios no tenian un efecto en la germinacién de las semillas.

5.3. Disefo experimental

Con la finalidad de evaluar la transferencia del sulfametoxazol y del ciprofloxacin de los suelos del
Valle del Mezquital a la alfalfa (M. sativa), se utilizaron los suelos con 100 afios de irrigacion (Ulapa
1, Ulapa 2, Juandhé 1 y Juandhé 2) y suelos de temporal (Santiago Tezontlale 1, Santiago Tezontlale
2, El Tigre 1y El Tigre 2). Se evaluaron dos concentraciones por farmaco (1 mg Kg!y 10 mg Kg?) con

dos réplicas por tratamiento y un grupo testigo (sin antibidtico); dando un total de 80 macetas
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(Figura 5.1). Si bien las concentraciones que se utilizaron en el presente estudio son mayores a las
gue concontré Dalkmann et al. (2009) en suelos del Valle del Mezquital regados con aguas residuales
(CIP 0.35-2.62 pg Kg''; SMX: 0.98-5.96 ug Kgl); en el presente experimento se pretendid establecer
la relevancia de la transferencia de ambos antibidticos a las plantas. Aunado a la necesidad realizar
un estudio cuyas concentraciones pudieran ser comparadas con los estudios previos realizados por
Boxall et al. (2006); Kipper et al. (2010); Lillenberg et al. (2010); Herklotz et al. (2010) y Eggen et al.
(2011).

Suelos I—> Antibiéticos h> 2 Réplicas h> AomEes

Inicio

/—A—\ /—A—\ + 3 meses
16 testigos SliL=-e
cIp SMX

Concentracién

/—)\—\

1mgKg? 10 mg Kg*

4 Temporal 4 Riego

Figura 5.1. Disefio experimental

Se colocaron 2 Kg de suelo (peso seco (PS), previamente adicionado con el antibidtico) en una maceta
y posteriormente se sembraron 37 semillas de alfalfa (M. sativa) para asegurar que cada maceta

tuviera una densidad final de 25 plantas (similar a la encontrada en campo).

5.4. Contaminacion de los suelos

Con el propdsito de adicionar los suelos con el sulfametoxazol se prepard una solucién de 1000 mg
L't en acetona (grado HPLC) y posteriormente se afiadieron 2 y 20 mL por cada 2 Kg de suelo (PS) y
asi obtener las concentraciones finales de 1y 10 mg Kg* de suelo (PS), respectivamente. En cuanto
al ciprofloxacin, se preparé una solucién de 50 mg L'? en metanol (grado HPLC) y se afiadieron 40 y

400 mL a 2 Kg de suelo para tener las concentraciones finales de 1y 10 mg Kg™.
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Para garantizar que los antibidticos se distribuyeran homogéneamente en los 2 Kg de suelo, al
finalizar la adicién del fdrmaco se tamizaron por segunda vez con un tamiz de 0.2 cm. Una vez
tamizado el suelo, se tomd una muestra y se almacend a -21°C para su posterior analisis en el

Instituto de Ciencia de los Cultivos y Conservacion de Recursos de la Universidad de Bonn, Alemania.

5.5. Crecimiento de las plantas

Una vez adicionados los suelos con los antibiéticos, éstos se humedecieron con agua destilada al 50%
de su capacidad de retencidn de agua, calculada previamente con el procedimiento indicado en el
“Manual de procedimientos analiticos” del laboratorio de Fisica de Suelos del Instituto de Geologia.
El agua se afiadié poco a poco para no tener infiltracion afuera de la maceta. Posteriormente se

sembraron semillas de M. sativa y se obtuvo una densidad final de 25 semillas por maceta.

Las plantas crecieron bajo condiciones controladas de invernadero: temperatura promedio de 20.8°C
y humedad relativa promedio de 57.5%. Los suelos fueron mantenidos al 50% de su capacidad de
retencién de agua y cada maceta fue regada con agua destilada. Las plantas fueron cultivadas
durante cinco meses, durante los cuales se realizaron dos cosechas; la primera a los tres meses de
cultivo y la segunda a los cinco meses. También se monitoreé el crecimiento de las plantas durante

el experimento, registrando su altura a los 2 meses de crecimiento.

5.6. Cosecha de las plantas

El primer corte de alfalfa se llevé a cabo a los 3 meses de la siembra. Con unas tijeras podadoras se
corto la alfalfa, se peso para registrar el peso fresco, y posteriormente las hojas fueron lavadas tres
veces en agua destilada. Se lavaron las muestras para remover particulas de suelo que pudieran
encontrarse sobre las hojas, dado que el objetivo del experimento fue cuantificar a los antibiéticos
que fueron absorbidos por las raices y translocados a la parte aérea de la planta. En seguida, las hojas
se secaron con papel absorbente y se colocaron inmediatamente en una estufa a 40°C durante tres
dias, de acuerdo con el método descrito por Eggen et al. (2011). Cuando las muestras estuvieron
secas se pesaron, para registrar el peso seco y se molieron en un Molino Fritsch Pluverisette 14. En
seguida éstas fueron almacenadas a -20°C para su posterior analisis en el Instituto de Ciencia de los

Cultivos y Conservacion de Recursos de la Universidad de Bonn, Alemania.
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Las muestras de suelo fueron tomadas con un barreno de % pulgada de didmetro y 15 cm de altura.
Para cada maceta se tomé una muestra compuesta de aproximadamente 45 g de suelo en peso
hamedo (PH), introduciendo tres veces el cortador en distintos sitios de la maceta. Las muestras
fueron almacenadas a -20°C para su posterior andlisis en la Universidad de Bonn. Para realizar la
segunda cosecha a los cinco meses de crecimiento, se siguié el mismo procedimiento anteriormente

descrito.

Una semana después de haber realizado el segundo corte de la parte aérea de las alfalfas (a los cinco
meses de crecimiento), y de haber recolectado la ultima muestra de suelo, de la misma forma
descrita anteriormente, se procedié a cosechar sus raices. Las macetas fueron colocadas en un
contenedor con agua de la llave, con la finalidad de humedecer el suelo y asi poder extraer la raiz.
Una vez que las raices fueron extraidas se lavaron con agua de la llave y posteriormente fueron
enjuagadas tres veces con agua destilada, secadas con papel absorbente, pesadas y colocadas en
una estufa a 40°C durante cinco dias. Al término de los cinco dias las raices estuvieron secas, se

molieron y se almacenaron a -20°C para su posterior andlisis en la Universidad de Bonn.

5.7. Extraccidn de antibiéticos en plantas

La extraccion de los antibidticos en plantas se realizd conforme al método estandarizado del
Instituto de Ciencia de los Cultivos y Conservaciéon de Recursos de la Universidad de Bonn. Se
pesaron 2 g de la muestra de alfalfa previamente seca y molida y se mezclaron con ~10 g de arena
de mar con la finalidad de promover una distribucion homogénea del solvente en la muestra y evitar
la formacion de agregados. Posteriormente se realizd la extraccidon acelerada con disolvente (ASE;
Dionex 350). En la Tabla 4.1 se sefalan las condiciones bajo las cuales se extrajeron los antibidticos
de las muestras de plantas, pues debido a que cada uno posee distintas caracteristicas fisico-
quimicas, se utilizé un método de extraccidn distinto. En las extracciones realizadas para CIP se
utilizd una solucidn acuosa de H3PO, 50mM: acetonitrilo (1:1) y para SMX se utilizé una solucién de

metanol: agua desionizada (1:1).
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Tabla 5.1. Condiciones de la extraccidn acelerada con disolvente (ASE) para ciprofloxacino y sulfametoxazol
basadas en los métodos descritos por Golet et al. (2001) y Gobel et al. (2005) respectivamente.

Condicién Ciprofloxacino Sulfametoxazol
Presion (bar) 100 100
Temperatura (°C) 100 100
Tiempo de calentamiento (min) 5 5
Tiempo de estatica® (min) 5 15
Numero de ciclos 6 3
Volumen de lavado (%) 150 60
Flujo de nitrogeno (segundos) 300 60 \
Extractante Solucién acuosa HzPOq Metanol: agua (1:1)

50mM: acetonitrilo
LEl tiempo de estatica se refiere al tiempo en que el solvente permanece en la celda de extraccidén del ASE
Para realizar las extracciones del grupo testigo, la muestra de alfalfa se dividié en dos y se realizé la

extraccién utilizando el método correspondiente para CIP y para SMX.

Una vez extraida la muestra se centrifugd a 2500g durante 40 min, desechando la pastilla y

guardando 40 mL del sobrenadante a -21°C para su posterior extraccion en fase sélida.

5.8. Extraccion en fase sélida

Para limpiar los extractos ASE de las plantas y evitar interferencias en la cuantificaciéon de los
antibidticos por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS),
se realizd una extraccion en fase sélida, utilizando una combinacién de cartuchos Chromabond SB
(SAX, Macherey &Nagel con 1 g de columna de polipropileno) de intercambio anidnico y cartuchos
HLB (sorbente de fase reversa con 200 mg de sorbente por cartucho, Waters; Imagen 1). Los
cartuchos Chromabond fueron utilizados con la finalidad de limpiar la muestra y los HLB con la
finalidad de retener el antibidtico.

Al sobrenadante obtenido en las extracciones con el ASE se le afiadieron 50 pL del estandar interno?
de CIP (ciprofloxacino marcado isotépicamente, carboxyl-*Cs, quinoline-°N, >98% puro, Sigma
Aldrich, Schnelldorf, Alemania) o bien de SMX (sulfametoxazol marcado isotdpicamente, anillo-3C,

>98% puro; Sigma Aldrich, Schnelldorf, Alemania) dependiendo de cual antibidtico se deseaba

2 El estandar interno se utiliza para disminuir el efecto matriz y para cuantificar el analito en una muestra, por tanto se le
afiade tanto a la muestra como a la curva de calibracion.
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cuantificar. A continuacidn, la muestra se centrifugd a 1200 g durante 20 min y posteriormente se
diluyd el sobrenadante en 300 mL de agua desionizada ajustando su pH a 2.4 con una solucién de

HCl 3%.

Una vez ajustado el pH de las muestras se procedié a acondicionar y equilibrar los cartuchos
afiadiendo 5 mL de metanol (grado HPLC) y después adicionando 5 mL de agua desionizada ajustada
a pH 2.4 con HCl 3%. Al terminar de equilibrar los cartuchos, se afadieron 4 mL de agua desionizada
ajustada a pH 2.4 y se procedid a realizar el acople de los cartuchos (Figura 5.2) para posteriormente
llenar los viales de la parte superior con las muestras. Al eluir las muestras en los cartuchos se utilizd
una bomba de vacio, cuidando de que la velocidad de paso de la muestra a través de los cartuchos

no superara los 5 mL/minuto.

Posterior a la extraccion, los cartuchos fueron eluidos utilizando primero 5 mL de metanol (grado
HPLC), después 5 mL de acetonitrilo (grado HPLC) y por ultimo una solucién de acetonitrilo con HCI
al 0.1%. Después se procedié a concentrar la muestra en un rotavapor evaporandola hasta casi
sequedad. A continuacidn, la muestra se diluyé utilizando 1 mL de solucién acuosa de HsPO4 50mM-

acetonitrilo (20:80), se colocd en un vial y se congeld a -21°C hasta su lectura por LC-MS/MS.

5.9. Extraccion de antibioticos en suelo con CaCl,

Los antibidticos en suelo fueron extraidos utilizado el método estandarizado y descrito por Dalkmann
et al. (2012). Las muestras de suelo fueron liofilizadas y posteriormente molidas en un mortero de
porcelana. Se colocaron 10 g de suelo en un tubo de centrifuga y se le afiadieron 25 mL de una
solucidn de CaCl; 0.01 M. Posteriormente se agitd el tubo de centrifuga durante 24 h, se centrifugd
la muestra a 2500 g durante 20 min y el sobrenadante fue decantado filtrado con filtros de papel
Macherey-Nagel -6. Para determinar la concentracion de los antibidticos se tomd una alicuolta de
950 L del extracto de CaCl, y se le afiadieron 50 plL del estandar interno (referido anteriormente).
Los viales listos fueron almacenados a -21°C hasta su posterior analisis por LC-MS/MS. Por ultimo la
muestra de suelo restante fue liofilizada y almacenada a -21°C para posteriormente realizar la

extraccion en el ASE de antibidtico.
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Figura 5.2. Acoplamiento de Cartuchos Chromabond y HLB para la extraccién en fase sélida de los
extractos de plantas obtenidos en el ASE.

5.10. Extraccion de antibidticos en suelo mediante extraccion acelerada con disolvente (ASE)

Los antibidticos en suelo fueron extraidos utilizado el método descrito por Dalkmann et al. (2012).
Los 10 g de la muestra de suelo previamente extraida con CaCl, y liofilizada se mezclaron con ~6 g
de arena de mar (para evitar la agregacion de la muestra). Posteriormente se realizé la extraccion
acelerada con disolvente (ASE; Dionex 350). Para realizar las extracciones de ambos antibidticos se

utilizé el método ya descrito para extraer los antibiéticos en las alfalfas (Tabla 5.1).

Inicialmente se tenia planeado determinar las concentraciones de CIP en suelo mediante dos
métodos de extraccion, CaCl, y ASE desde el inicio del experimento, tres meses después y a los cinco
meses. Sin embargo, debido a problemas técnicos con el equipo (descompostura de la bomba de
solvente, fugas en las lineas de nitrégeno y de solvente y presencia de material vegetal en el horno
y lineas del equipo) no se pudieron realizar las extracciones ASE y Unicamente se realizaron las

extracciones con CaCl, (Figura 5.3).

El grupo testigo de las muestras de suelo fue extraido mediante una combinacién de los métodos
para extraer simultdneamente CIP y SMX. Las condiciones de la secuencia se describen en la Tabla

5.2. Posterior a su extraccion, las muestras fueron centrifugadas a 1500 g durante 20 min. Después
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se tomo una alicuolta de 950 L del extracto, se le afiadio 50 plL del estandar interno para su lectura

mediante LC-MS/MS.

Tabla 5.2. Condiciones de la extraccion acelerada con disolvente (ASE) para extraer ciprofloxacino y sulfametoxazol
simultdaneamente. Métodos basados en Golet et al. (2001) y Gobel et al. (2005) respectivamente.

Condicion Solvente 1 CIP  Solvente 2 SMX
Presién (bar) 100 100
Temperatura (°C) 100 100
Tiempo de pre calentamiento (min) 5 5
Tiempo de estatica (min) 10 5
Numero de ciclos 3 2
Volumen de lavado (%) 90 60
Flujo de nitrogeno (segundos) 180 60

5.11. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS)

Las muestras de los extractos de plantas y de CaCl, fueron cuantificadas utilizando el método descrito

por Dalkmann et al. (2012) que a continuacién se describe.

La separacion del CIP y del SMX se realizd utilizando una columna HPLC XBridge C18 3.5 um,
2.1x150 mm (Waters, Milford, MA, USA) acoplada a una columna de proteccién (Sentry 2.1x10 mm,
Waters, Milford, MA, USA). El volumen de inyeccidn de la muestra fue de 10 pL. Los eluyentes que
se utilizaron fueron metanol y agua acidificados con acido férmico al 0.1%. La velocidad del flujo fue
de 300 pL/min. El gradiente de elucidon comenzd con el 5% de la solucion de metanol acidificado con
acido fédrmico al 0.1%, posteriormente en el minuto cinco se fue incrementando hasta al 60% y al
llegar al minuto 15 se incrementé a 80% para posteriormente ir aumentando hasta un 95% y después
de 16 minutos se mantuvo al 95% por 0.5 min. Posteriormente se regresé a las condiciones iniciales
en un tiempo de 0.5 min. Para ionizar la muestra la temperatura del vaporizador fue de 390°C, la del

capilar de 217°Cy la corriente de descarga fue de 4 kV.
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Figura 5.3. Linea del tiempo de los andlisis realizados. El circulo verde con una paloma indica que los analisis fueron
realizados y el circulo rojo con un tache indica que los analisis no fueron realizados.
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VI. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas de los suelos evaluados.

En la Figura 6.1 se pueden observar las caracteristicas de los suelos que se evaluaron en el presente
experimento. En cuanto al pH, no hubo diferencias significativas entre suelos irrigados y suelos de
temporal, mientras que los porcentajes de carbono orgdnico y nitrégeno total fueron mayores en los

suelos irrigados.

En cuanto a la textura; todos los suelos tuvieron contenidos de arcilla mayores al 38% y fueron
clasificados como Vertisoles de acuerdo a su contenido de arcilla. Los sitios que mostraron los
menores contenidos de arena y limo y mayores contendios de arcilla fueron El Tigre y Ulapa (Tabla
6.1).

Tabla 6.1. Contenido de arena, limo y arcilla en suelos irrigados con aguas residuales por mas de 80 afios
(Juandho y Ulapa) y en suelos de temporal (Santiago y El Tigre).

Sitio
Temporal Riego
Parametro Santiago El Tigre Juandhé Ulapa
% Arena 12.3 9.2 19.8 10
% Limo 46.7 32.4 41.8 41
% Arcilla 41 58.4 38.4 49

6.2. Concentracion de ciprofloxacino (CIP) en el suelo

Las concentraciones de CIP en los extractos de CaCl; se muestran en la Figura 6.2 y en la Tabla 10.1
del anexo. En los suelos contaminados con 1 mg Kg* de CIP no se detectd el antibidtico, ni siquiera
en las muestras que fueron tomadas inmediatamente después de contaminar el suelo (inicio del

experimento).

Las concentraciones de CIP en los extractos de CaCl, son muy bajas (<1 ng g*) considerando la

concentracién con la que se contamind el suelo, ademds no se encontraron diferencias en las
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concentraciones de CIP entre los suelos irrigados y los suelos de temporal. Ademas al parecer las

concentraciones del antibidtico se mantuvieron similares a lo largo del tiempo (p<0.05).

7.507
NS
1
7.25
T 7.001
00 o©
6.75
6.50 T T

% Carbono orgéanico

Temporal Riego

0

p <0.05

1 © O

| &

% Nitrégeno

T T
Temporal Riego

0.4

0.3

0.2

p <0.05
1

b

| <5

[©]@)

0.0

Temporal Riego

Figura 6.1. Valores de pH y porcentajes de carbono orgénico y nitrégeno en suelos de temporal y riego

provenientes del Valle del Mezquital.
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Figura 6.2. Concentracién de CIP extractable en CaCl; en suelos del Valle del Mezquital adicionados con
10 mg kg desde el inicio del experimento hasta cinco meses después (NS: no significativo; p<0.05

diferencias significativas).
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6.3. Concentracidon de ciprofloxacino en plantas

Aunque la extraccén ASE de CIP en la biomasa aérea de las plantas se tenia contemplada para las
dos cosechas de alfalfa (tres y cinco meses después de su siembra), no se pudieron realizar las
extracciones de las plantas de la segunda cosecha debido a los distintos problemas técnicos

(anteriormente sefialados) con el equipo.

En la Tabla 10.2 (Anexo) se muestran las concentraciones encontradas en la biomasa aérea de las
alfalfas cultivadas en suelos contaminados con 1 mg Kg y 10 mg Kg* de ciprofloxacino tres meses
después de su siembra. Se puede observar que las alfalfas cultivadas en los suelos contaminados con
ambas dosis mostraron acumulacién de CIP en la biomasa aérea. A pesar de que en los suelos
contaminados con 1 mg Kg* no se detecté el antibidtico en la fraccion disponible (CaCl,), si hubo

transferencia del CIP del suelo a las plantas.

En los suelos que fueron contaminados con la dosis de 1 mg Kg?, solamente hubo transferencia del
antibidtico a las alfalfas en los suelos de El Tigre 2 y Juandho 2 (Tabla 10.2, Anexo). En los suelos
contaminados con la dosis de 10 mg kg™ sdlo se encontrd el antibidtico en las alfalfas cultivadas en

Santiago Tezontlale 1, 2 y Ulapa 2.
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Figura 6.3. Concentracion de ciprofloxacino en la biomasa aérea de alfalfas cultivadas durante tres meses
(primera cosecha) en suelos adicionados con 1y 10 mg Kg1PS.
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6.4. Germinacion y crecimiento de la alfalfa en suelos contaminados con ciprofloxacino

a) Germinacion
La germinacién de las plantas se midié 10 dias después de haber sembrado las semillas de las alfalfas.
En la Figura 6.4 se observan los porcentajes de germinacidon. Los resultados mostraron una
disminucion de la germinacion en los suelos adicionados con la dosis mas alta (10 mg kg?); sin
embargo estos resultados no son claros pues en las pruebas previas no se registré este

comportamiento, por lo cual no se le puede atribuir un efecto al antibiético.
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Figura 6.4. Porcentaje de germinacion de alfalfa sembrada en suelos irrigados y de temporal del Valle del
Mezquital sin antibidtico y cadicionados con 1y 10 mg Kg CIP.

b) Altura
La altura de las plantas se midié dos meses después de la siembra de éstas. En las Figuras 6.5y 6.6
se puede observar que en los suelos irrigados las plantas tienen un mayor crecimiento (p<0.05). Se
observé ademas una disminucién en la altura de las plantas para ambas dosis (1y 10 mg kg CIP) en
los suelos de temporal del 13 al 39%, mientras que en los suelos irrigados hay una clara disminucidn

de la altura en las plantas cultivadas solo en la dosis de 10 mg Kg* que va del 18 al 22% (respecto al

control; p<0.05).
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¢) Biomasa
Las plantas sembradas en suelos contaminados con CIP, no presentaron una reduccién significativa

de su biomasa, pese a que este comportamiento si fue observado en la altura (Figuras 6.5y 6.6).

Se encontrd un incremento en la biomasa aérea de las plantas solamente en las alfalfas cultivadas
en los suelos regados contaminados con la dosis mas alta (10 mg kg™; p<0.05). También es
importante sefialar que este comportamiento se extiende hasta el quinto mes (segunda cosecha,

Figuras 6.5y 6.6).

Figura 6.5. Plantas de alfalfa 3 meses después de su siembra. Las dos macetas del lado izquierdo
corresponden a alfalfa sembrada en suelos de temporal mientras que las dos macetas de la derecha
corresponden a suelos irrigados.

Respecto a la biomasa subterranea (raices), se observa en la Figura 6.6 que en suelos de temporal se
registrd una disminucién de la biomasa radicular de las alfalfas, la cual fue mayor en las alfalfas
cultivadas con la mayor dosis (p<0.05). Cabe destacar que el comportamiento de la biomasa de las

raices fue similar al de la altura de las plantas cultivadas en suelos de temporal.
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Figura 6.6. Crecimiento de alfalfa cultivada en suelos irrigados y de temporal provenientes del Valle del
Mezquital sin antibidtico y adicionados con 1y 10 mg Kg1 CIP. A altura de las plantas dos meses después
de haber sido sembradas; B biomasa aérea de las alfalfas al tercer y al quinto mes después de haber sido
sembradas distinguiendo entre suelos de temporal y de riego y C biomasa radicular de las plantas cinco
meses después de haber sido sembradas. NS: no significativo; p<0.05 diferencias significativas.
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6.5. Concentracion de sulfametoxazol (SMX) en el suelo

En el caso del sulfametoxazol se tienen datos completos de dos tiempos: del inicio del experimento
y tres meses después. Por problemas con las extracciones ASE ya sefialados anteriormente, se

descarté analizar los suelos procedentes de la segunda cosecha (5% mes).

Las concentraciones de sulfametoxazol (SMX) en la fraccion de suelo extractable con CaCl, se
muestran en las Tablas 10.3 y 10.4 para las dosis de 1y 10 mg Kg! respectivamente. Adicionalmente,
se calcularon los porcentajes de extraccién tomando como el 100% la dosis que se le aifadié a cada
suelo al inicio del experimento (1 y 10mg Kg?). Los resultados de estos célculos se muestran en la

Figura 6.8.

Se puede observar que al inicio del experimento el SMX presenté una mayor disponibilidad en la
fraccidon extractable con CaCl,, tanto en suelos irrigados como en suelos de temporal en ambas dosis.
En contraste, las concentraciones obtenidas para la fraccién ASE fueron muy bajas en ambos tipos

de suelo (Figura 6.7).

De los suelos contaminados con la dosis de 1 mg Kg* al inicio del experimento los suelos de temporal
presentaron las mayores concentraciones del antibidtico (912 a 265 ng g PS). Las concentraciones

de los otros suelos oscilaron entre los 379 y los 334 ng g* (Figura 6.7).

En cuanto a los suelos contaminados con 10 mg Kg%, se observa que los suelos de temporal fueron
los que presentaron las mayores concentraciones de SMX (Figura 6.7) en la fraccidn extractable con
CaCl,. Ademas, las concentraciones de estos tres sitios fueron aproximadamente 30% mayores

respecto a las encontradas en los suelos de riego.

Si bien la mayor parte del antibiético al inicio del experimento se encontré en la fraccidn disponible,
en los suelos de temporal se tuvo una mayor facilidad para extraer el SMX, mientras que los suelos

irrigados mostraron una tendencia a retener el antibidtico (Figura 6.7).

La concentracidn del SMX en los extractos de CaCl, del inicio del experimento hasta la primera

cosecha (tres meses después) se redujo aproximadamente un 99% para ambos tratamientos (1 y10
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mg Kg%; Figura 10.1 Anexo). Adem3s, para la segunda cosecha (cinco meses después) solamente se
detectd SMX en suelos contaminados con 10 mg Kg, en donde los suelos de Santiago Tezontlale 1

y 2 fueron los que presentaron las mayores concentraciones del antibidtico.

Tres meses después del inicio del experimento, las concentraciones del SMX en los extractos ASE
fueron mayores que las encontradas en los extractos de CaCl, en ambos tipos de suelo y en ambas
dosis. Es decir, en el inicio del experimento la mayor proporcion del antibidtico se encontraba en la
fraccion disponible, sin embargo, después de tres meses la dindmica cambié y las mayores

concentraciones de SMX se encontraron en la fraccién extractable mediante ASE (Figura 6.7).
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Figura 6.7. Concentracion total de sulfametoxazol (CaCl, +ASE) extraida en suelos de riego y de temporal
(izquierda) y sus respectivos porcentajes de por tipo de extraccion (derecha). A indica las concentraciones
de SMX al inicio del experimento y B las concentraciones tres meses después. Con fines de visualizacion
se utilizan diferentes escalas; NS: no significativo p<0.05: diferencia significativa.
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6.6. Concentracion de sulfametoxazol en plantas

En la Tabla 10.5 del Anexo se muestran las concentraciones encontradas en la biomasa aérea de
alfalfas cultivadas en suelos contaminados con 1 mg Kg* y 10 mg Kg'* de SMX. Se puede observar
gue las alfalfas cultivadas en los suelos de temporal de Santiago Tezontlale 1 y 2 mostraron una
mayor acumulacién del antibiético en ambas concentraciones, en comparacién con las alfalfas

cultivadas en los suelos de los otros sitios (Anexo,Tabla 10.5).

De entre las dos dosis de SMX aplicadas, las alfalfas cultivadas en los suelos de temporal
contaminados con 10 mg Kg?!, fueron las que presentaron las mayores concentraciones del
antibidtico en la biomasa aérea (39.7 -2093.8 ng g PS). En contraste, de las alfalfas cultivadas en
suelos contaminados con 1 mg Kg?, solo las cultivadas en los suelos de temporal de Santiago
Tezontlale 1, 2 y en los suelos irrigados de Ulapa 1y 2 acumularon SMX. Sin embargo, al comparar
la acumulacion del SMX entre ambos suelos, las plantas sembradas en los suelos de temporal

presentaron las mayores concentraciones del antibidtico (p<0.05; Figura 6.8).
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Figura 6.8. Concentracion de sulfametoxazol en la biomasas aérea de alfalfas cultivadas durante tres meses
(primera cosecha) en suelos adicionados con 1y 10 mg Kg1PS.
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6.7. Dinamica del SMX a través del tiempo en suelo y plantas

Con la finalidad de observar la dindmica del SMX a lo largo del tiempo en el suelo y en las plantas, se
graficaron los porcentajes de SMX encontrados en los dos extractos de suelo y en la biomasa aérea
(Figuras 6.9y 6.10). Para realizar estas graficas se tomdé como el 100% el valor que corresponde a la
concentracidon que fue afiadida al inicio del experimento (es decir 1 y 10 mg Kg?' PS,
respectivamente). A partir de este valor se obtuvieron los porcentajes que corresponden a la
concentraciéon de SMX presente en los extractos de CaCl, y ASE. Tomando como base el valor del
antibidtico al inicio del experimento, se determiné en la primera cosecha (tres meses después) cual
era el porcentaje del antibidtico cuantificado en el suelo (extractos de CaCl, y ASE) y en las plantas.
Para realizar estos porcentajes en plantas se tomaron en cuenta los datos de la acumulacion total de

toda la biomasa aérea de la planta.

En la figuras 6.9 y 6.10 se puede observar la dinamica del SMX en el inicio del experimento y tres
meses después en los suelos contaminados con 1y 10 mg Kg* de SMX. Al inicio del experimento las
mayores concentraciones del SMX se encontraron en la fraccion extractable con CaCl,. Es
importante sefalar que a pesar de que las muestras fueron extraidas mediante ASE con la finalidad
de extraer la mayor cantidad de antibidtico fuertemente adsorbido al suelo, en todos los suelos una
fraccidon importante del antibidtico no se pudo extraer. Para los suelos de temporal, la fraccién que
no pudo ser extraida fue en promedio del 31% para la dosis de 1 mg Kg, mientras que para la dosis
mas alta este porcentaje se redujo al 15%. En cuanto a los suelos regados con aguas residuales se
obtuvieron mayores porcentajes. En el caso de la dosis mas baja se obtuvo que 51% del SMX afiadido

no se detectd, mientras que para la dosis de 10 mg Kg* este porcentaje fue del 32%.

Tres meses después del inicio del experimento, del 95 al 97% del antibidtico no fue detectado ni en
suelo ni en la biomasa aérea para los suelos contaminados con la dosis mas baja. Este
comportamiento fué similar Unicamente en los suelos regados con aguas resiguales que se
contaminaron con 10 mg Kg. Este porcentaje fue distinto en los suelos de temporal debido a que

el 20% del SMX se encontré en la biomasa aérea las alfalfas (Figuras 6.9 y 6.10).
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Figura 6.9. Porcentaje de concentracion de SMX en plantas y suelos de Valle del Mezquital adicionados
con 1 mg Kg1 PS. A sefiala SMX extractable con CaCl, y total (ASE) en suelo al inicio del experimento y B
porcentaje de SMX en plantas y en suelo (extractable con CaCl; y total ASE) tres meses después del inicio
de experimento. NS: no significativo, p<0.05: diferencias significativas.
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Figura 6.10. Porcentaje de concentracién de SMX en plantas y suelos de Valle del Mezquital adicionados
con 10 mg Kg1 PS. A sefiala SMX extractable con CaCl, y total (ASE) al inicio del experimento y B el
porcentaje de SMX en plantas y en suelo (extractable con CaCl; y total ASE) tres meses después del inicio
de experimento. NS:no significativo, p<0.05: diferencias significativas.

6.8. Germinacion y crecimiento de la alfalfa en suelos contaminados con sulfametoxazol

a) Germinacion
En la Figura 6.11 se pueden observar los porcentajes de germinacion de las alfalfas sembradas. No
se pudo observar un efecto claro del SMX en la germinacién de la alfalfa, sin embargo se registré una
disminucién en los suelos de El Tigre, Juandhé y Ulapa. Cabe sefialar que los porcentajes no se van

reduciendo conforme aumenta la dosis del antibidtico, por lo que no se le puede atribuir el efecto
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observado a éste, ademas en las pruebas de germinacidn previas no se registré ningun efecto en la

germinacion.
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Figura 6.11. Porcentaje de germinacion de alfalfa sembrada en suelos irrigados y de temporal del Valle

del Mezquital sin antibidtico y adicionados con 1y 10 mg kg1 SMX. NS:no significativo, p<0.05:diferencias
significativas.

b) Altura
De manera similar que en el experimento de CIP (Figura 6.5), en las alfalfas cultivadas en suelos
contaminados con SMX, el principal factor que influyd en su crecimiento fue el tipo de suelo. Si bien
el CIP influyd en el crecimiento de las plantas en ambos tipos de suelo, en el caso del SMX este

decremento en la altura de las plantas se registré iUnicamente en los suelos de temporal y fue del 12

al 46% para ambas dosis (Figura 6.12).

¢) Biomasa
Un mes después de haber medido la altura de las plantas, se midié la biomasa de la parte aérea de
éstas. Los resultados fueron muy similares a los obtenidos en el experimento de CIP, pues las plantas

no presentaron una reduccion significativa de su biomasa (Figura 6.12).
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Figura 6.12. Crecimiento de alfalfa cultivada en suelos irrigados y de temporal provenientes del Valle del
Mezquital adicionados con 1y 10 mg Kg* SMX A altura de las plantas dos meses después de haber sido
sembradas; B biomasa aérea de las alfalfas al tercero y al quinto mes después de haber sido sembradas,
distinguiendo entre suelos de temporal y de riego y C biomasa radicular de las plantas cinco meses
después de haber sido sembradas. NS:no significativo, p<0.05: diferencias significativas.
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Si bien no se registrd ningun decremento, cabe destacar que las alfalfas cultivadas en suelos
irrigados con la dosis mds alta de SMX (10 mg Kg?; p<0.05) incrementaron su biomasa,
comportamiento observado en el experimento con suelos contaminados con CIP (Figuras 6.6y 6.12);
sin embargo este comportamiento solamente se registra en el tercer mes y no se extiende hasta el

quinto mes de cultivo como sucedié en el experimento de CIP.

Por otra parte es interesante notar que la biomasa de las raices (cosechadas al 5to mes de cultivo),
se redujo conforme aumentaba la concentracién del SMX en el suelo. Cabe destacar que este
comportamiento Unicamente se registré en los suelos de temporal y fue similar al registrado para

las alfalfas cultivadas en suelos contaminados con CIP (Figura 6.6 y 6.13).

VII. DISCUSION

7.1. Transferencia de fluoroquinolonas y sulfonamidas del suelo a la biomasa aérea de las alfalfas

La transferencia de contaminantes del suelo a las plantas ha sido estudiada ampliamente. Si bien las
investigaciones se han centrado en el estudio de metales y otros contaminantes organicos, durante
los ultimos afios los contaminantes emergentes han tenido un creciente interés, ya que también
pueden ser transferidos a las plantas (Collins et al. 2006; Environment Agency, 2006; Boxall et al.,

2006; Russo y Verdiani, 2012).

Como se esperaba dada su alta solubilidad en agua y movilidad en el suelo el SMX (log Kow=0.89),
presentd una mayor transferencia del suelo a la parte aérea de las plantas, en comparacién con el
CIP (log Kow=1.34). Pese a que estos resultados coinciden con diversos estudios en los que se evalud
la transferencia de sulfonamidas y de fluoroquinolonas (Herklotz et al., 2010; Kipper et al., 2010 y
Lillenberg et al., 2010), en este estudio no se esperaba que el CIP se transfiriera a las plantas, ya que
a diferencia de los suelos utilizados en otros experimentos (i.e. arenosos y limosos; Boxall et al.,
2006); los suelos utilizados en este estudio fueron arcillosos, los cuales se caracterizan por poseer
una alta capacidad de sorcidn, aunado a que el CIP es un antibidtico que se adsorbe fuertemente al
suelo (Tolls, 2001; Vasudevan et al., 2009). Los estudios de Behausse (2004) sostienen que cuando
una fluoroquinolona como el ciprofloxacino y el ofloxacino se afiade al suelo, aproximadamente el
90% o mds se adsorbe a éste. Teniendo en cuenta estos factores se esperaba que el CIP no se

transfiriera a las alfalfas, pues se planted que su movilidad estaria muy limitada por el alto contenido
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de materia organica de los suelos utilizados; reduciéndose asi en gran medida su disponibilidad y por

consiguiente su absorcién por las plantas (Boxall et al., 2006 Beausse, 2004, Kipper et al., 2010).

No obstante, diversos estudios de transferencia de antibidticos realizados en lechuga, maiz, papay
zanahoria con concentraciones similares a éste (1 y 10 mg Kg'), coincidieron en que los porcentajes
de transferencia fueron bajos respecto a la dosis inicial para la mayoria de los suelos (~1%). De esta
manera se propone que este grupo farmacos no representa un riesgo para la salud humana por la
ingestidon de alimentos contaminados ya que su acumulacién en las plantas respecto al suelo es baja
(Boxall et al., 2006; Dolliver et al., 2007; Lillenberg et al., 2010; Kipper et al., 2010; Eggen et al., 2011).
Por otra parte, si se considera que las concentraciones de ambos antibidticos que encontaron
Dalkmann et al. (2012) en los suelos del Valle del Mezquital fueron del orden de pg Kg?t, la
transferencia de ambos antibidticos a las plantas seria aun mas baja (~4 mg por cada 100 Kg de
alfalfa PS); sin embargo, se desconoce si estas pequenas dosis pudieran tener algin efecto en la salud

humana.

7.2. Disponibilidad de CIP en el suelo

Se ha establecido que la transferencia de un contaminante del suelo a las plantas depende en gran
medida de su concentracidn en la solucidn del suelo ya que durante el proceso de transpiracién, la
planta absorbe el agua del suelo mediante las raices (Collins et al. 2006; Environmental Agency
2006); por ello en el presente experimento se realizaron extracciones con CaCl,, utilizado para

determinar las concentraciones equivalentes a las disponibles para las plantas.

La disponibilidad de CIP en el suelo se evalué mediante la extraccidon con CaCl, durante todo el
experimento. Los resultados obtenidos muestran la presencia de CIP en la fraccién “disponible” de
los suelos contaminados con la dosis mas alta (10 mg Kg), ya que el antibidtico se detectd desde el
inicio hasta el final del experimento (cinco meses después). Si bien las concentraciones observadas
en el presente experimento no pueden ser comparadas con las obtenidas por otros autores (Kipper
et al., 2010; Lillenberg et al., 2010; Eggen et al., 2011) debido a la falta de datos (falta de las
extracciones ASE o totales), o bien, a las diferencias entre antibioticos evaluados y a los métodos de
extraccién, como es el caso de Boxall et al. (2006), en el que se evalua la fraccidon total en suelo de

enrofloxacino, una fluoroquinolona similar al CIP; los experimentos referidos y el presente estudio
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ponen de manifiesto persistencia de las fluoroquinolonas (ciprofloxacino y enrofloxacino) en los

suelos durante varios meses.

Una de las principales diferencias entre los suelos utilizados fue su contenido de carbono organico
total. Debido a estas diferencias entre suelos irrigados y de temporal se planted que los primeros,
por su alto contenido de materia organica, podrian tener una mayor capacidad de reducir la
disponibilidad de CIP. Contrario a lo esperado, las concentraciones de CIP detectadas en los extractos
de CaCl; fueron similares en ambos tipos de suelo (temporal y riego). Estos resultados coinciden con
los reportados por Vasudevan et al. (2009), en los que se pone de manifiesto la baja relevancia del
carbono organico en la adsorcion de CIP y sugirid que su adsorcidn al suelo ocurre principalmente

mediante intercambio catidnico.

En cuanto a las extracciones de CIP en los extractos de CaCl,, sobresale que no se detectd la presencia
del antibidtico en la fase disponible en el tratamiento con la dosis mas baja (1 mg Kg?), incluso
inmediatamente después de que los suelos fueron contaminados. Estos resultados ponen de
manifiesto una interrogante, pues aunque no se detectd el antibidtico en la fase disponible del suelo,
si hubo transferencia de CIP a las alfalfas. El comportamiento observado se puede deber a la minima
solubilidad de las fluoroquinolonas en agua a pH neutro (Picé y Andreu; 2007), factor que podria
estar limitando la confiabilidad del método utilizado para evaluar las concentraciones de CIP
disponibles en el suelo. Sibien la mayoria de los métodos para la cuantificacién de CIP en suelos no
son robustos debido a los bajos porcentajes de recuperacion y precision, Golet et al. (2002) sugieren
que el método de extraccion mediante ASE es el mas robusto, sin embargo este método evalua la

fraccion total del antibiético en el suelo y no la disponible.

7.3. Transferencia de CIP del suelo a las alfalfas

A pesar de que no se esperaba que el CIP se transfiriera a la alfalfa, las concentraciones encontradas
fueron muy bajas (0.2-3.8 ng g1). En el estudio realizado por Kipper et al. (2010) con papa en suelos
arenosos y limosos contaminados con 1y 10 mg Kg?, las concentraciones de CIP en los tubérculos
expuestos a la dosis mas alta superaron a las obtenidas en el presente estudio por hasta dos érdenes

de magnitud; sin embargo los autores sefalaron que no se registrd el antibiético dosis mds baja
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pese a que la raiz es la parte de la planta expuesta a este farmaco. Cabe destacar que en su estudio,
Kipper et al. (2010), no reportaron los analisis de la parte aérea de la papa y en el presente trabajo
no se realizaron los andlisis de las raices de alfalfa. Pese a las discrepancias entre las plantas utilizadas
en ambos estudios se realizd la comparacién, pues actualmente son muy pocos los trabajos que
evallan la transferencia de antibiéticos. Cabe destacar que todas las comparaciones realizadas en
este trabajo fueron realizadas bajo el supuesto de que el antibidtico ingreso a la planta, sin haber
tomado en cuenta su fisiologia, por este motivo todas las comparaciones realizadas deben tomarse

con prudencia.

En el estudio realizado por Lillenbert et al.(2010), con lechugas expuestas a CIP (10 mg Kg?), las
concentraciones en las hojas son dos érdenes de magnitud mayores a las reportadas en este estudio.
Cabe sefialar que los autores no proporcionan las caracteristicas del suelo. Pese a las discrepancias
entre los estuidos anteriormente sefialados, Boxall et al. (2006) reportd en zanahoria (raiz) una
acumulacidn de la fluoroquinolona enrofloxacino (2.8 ng g) similar a la encontrada en este trabajo

en la biomasa aérea de alfalfa.

Ademas de la transferencia del CIP a la biomasa aérea de la alfalfa, se encontrd que su acumulacion
en las plantas fue similar en los dos suelos evaluados (temporal y riego). Un comportamiento similar
fue documentado por Kipper et al. (2010) en suelos arenosos y limosos, en donde se sugiere que el
tipo de suelo fue factor con poca relevancia en la movilidad de este antibidtico. Si bien estos
resultados coinciden con los obtenidos en este experimento, cabe destacar que Kipper et al. (2010)
no reportaron la transferencia del antibiético a los tubérculos de papa en la dosis mas baja (1 mg
kg). Por el contrario, en alfalfa si se reportd transferencia de CIP en una dosis similar. Estos
resultados son sobresalientes ya que no se esperaba la transferencia del antibidtico a las plantas,
pues los suelos utilizados en este experimento se caracterizan por poseer una mayor capacidad de
amortiguamiento en comparacién con los suelos arenosos y limosos utilizados por Kipper et al.

(2010).

La adsorcion del CIP y en general de las quinolonas a los suelos ha sido estudiada y se postula que
esta influenciada principalmente por la capacidad de intercambio catidnico de los suelos y en menor
medida por el contenido de dxidos y carbono orgdnico (Tolls, 2001; Figueroa-Diva et al., 2010; Wang

et al., 2011). Si bien estos factores son importantes, no hay que perder de vista que las
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fluoroquinolonas son antibidticos que poseen la capacidad de ionizarse y que estan sujetas a
procesos de protonoacion/deprotonacion, los cuales dependen del pH de la solucién del suelo
(Vasudevan et al., 2009). En este caso y tomando en cuenta el primer pK.; del CIP (~6.1), se puede
decir que en suelos con un pH <5, el CIP se encuentra como catidn, lo cual incrementa su capacidad
de adsorcidn a las superficies de las particulas del suelo, que presentan dominatemente carga
negativa. En el caso de que el pH sea mayor, como es el caso de los suelos que se utilizaron en el
presente estudio (pH -7), el CIP se encontra en su forma neutra o también denominada zwitterion.
Vasudevan et al. (2009) sefialan que si bien los vertisoles tienen una gran capacidad de intercambio
catidnico a pH 26, su capacidad para adsorber el CIP disminuye considerablemente debido a que
esta forma neutra disminuye su interaccidn con las superficies de las particulas de los suelos. Esto
podria explicar por qué si hubo transferencia de CIP en las alfalfas pese a que se esperaba lo

contrario debido a la baja solubilidad del CIP y a su alto Ko (3487 L Kgl).

7.4. Disponibilidad del SMX en suelo y su dindmica en el tiempo

Ademas de la relevancia de conocer las concentraciones de un contaminante en la fraccion
disponible del suelo (Environmental Agency, 2006), Alexander (2000) advirtié que evaluar también
la fraccion total ofrece informacidn valiosa acerca de la persistencia de estas sustancias en el suelo.
En el presente experimento, se evaluaron distintos factores que influyen en la transferencia del SMX
del suelo a las plantas. De este modo el disefio del experimento tomd en cuenta tres factores que
intervienen en su disponibilidad en el suelo: el contenido de MO (temporal y riego), la dosis (1 y

10mg Kgt) y el tiempo.

Como se esperaba el el contenido de MO en el suelo, la dosis y el tiempo fueron factores que
influyeron en la disponibilidad del SMX. Después de contaminar los suelos, se tomaron muestras
para conocer la distribucién del antibiético en la fraccién disponible y total del suelo. Los resultados
mostraron diferencias en la disponibilidad del antibidtico dependiendo del de suelo utilizado
(temporal y riego); donde los suelos de temporal presentaron los mayores porcentajes de esta
sulfonamida en la fraccidn disponible en ambas dosis. En cuanto a la fraccion total (extractable
mediante ASE) y de acuerdo con las hipotesis planteadas, los suelos irrigados presentaron las

mayores concentraciones del antibidtico.
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Cuando un contaminante organico como los antibioticos esta presente en el suelo, tiende a sorberse
0 a unirse a sus componentes i.e. arcillas, oxidos de hierro y materia organica. Entre estos
componentes del suelo, se ha observado que la materia organica ejerce la mayor influencia en la
concentracién del contaminante en el agua de los poros del suelo (fraccidn disponible; Tolls, 2001;
Gao et al., 2005; Environmental Agency, 2006). Son numerosos los estudios que reportaron una
relacion entre la lipofilicidad de un compuesto y su capacidad para sorberse a la materia orgdnica.
Asi, se ha establecido que cuando el contenido de materia orgdnica aumenta, la proporcién del
contaminante en la fraccion disponible del suelo disminuye (Vasudevan et al., 2009; Chen et al.,
2011; Wu et al., 2012). Este comportamiento se ve reflejado claramente en los resultados, pues los
suelos irrigados cuyo contenido de materia organica es mayor que en los suelos de temporal,
presentaron los menores porcentajes del antibidético en su fraccion disponible. Esta baja
disponibilidad del SMX en los suelos irrigados se vio reflejada en la baja transferencia del antibidtico

a la alfalfa.

Si bien estos resultados coinciden con las hipdtesis de que la MO es un factor que interviene en la
disponibiliad de los antibidticos en el suelo, destaca que en ambas dosis existe una fraccion
considerable de entre el 15 y el 51% (para ambos tipos de suelo y ambas dosis), que no pudo ser
extraida, incluso mediante ASE, que es una técnica que se caracteriza por mejorar los porcentajes de

extraccién de los analitos mediante el uso de altas temperaturas.

La sorcién de un compuesto orgdnico a los suelos conlleva un proceso rapido y reversible seguido de
un proceso lento de sorcién, en donde una pequeiia fraccion del compuesto ya no puede ser
desorbida. A este ultimo proceso lento se le denomina envejecimiento (Harzinger y Alexander,
1995). Debido al tiempo transcurrido entre la contaminacion y la toma de la muestra se descarta
un proceso de envejecimiento. Si bien el SMX presenta una baja sorcion en el suelo, Lui et al. (2010)
en sus experimentos de incubaciéon con SMX reportaron una pérdida de aproximadamente el 10%
del antibidtico al inicio de su experimento. Este es un porcentaje similar al que se obtuvo en el
presente experimento y probablemente se deba al error normal del método de extracciéon. Por otra
parte en los suelos irrigados se obtuvo un porcentaje de aproximadamente el 51%. Aunque este
porcentaje fue muy alto, cabe destacar que este tipo de suelos presenta un mayor porcentaje de
materia orgdanica, la cual podria dificultar considerablemente la extraccién del antibiético debido a

su alta afinidad con éste.
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Si bien la materia orgdanica tiene un papel muy importante en la sorcion de diversos contaminantes
al suelo, es importante tener en cuenta que en este proceso también intervienen otros factores cuya
relevancia va a estar determinada por el tipo de suelo y por las caracteristicas del contaminante
(Vasudevan et al., 2009). Por ejemplo, una de las diferencias entre los dos antibidticos evaluados fue
qgue el contenido de carbono organico no fue relevante en el proceso de sorcién para el CIP, sin
embargo, esta misma variable es de suma importancia en el proceso de sorcién del SMX al suelo

(Chenetal 2011y Wu et al., 2012).

Otro factor que afecta la sorcidon de un compuesto al suelo es el pH. Aunque las sulfonamidas y en
especial el SMX se caracterizan por su alta solubilidad y movilidad, es importante tomar en cuenta
que de manera similar a las fluoroquinolonas, las sulfonamidas poseen dos grupos funcionales (un
grupo amino basico -NH; y un grupo amida acido -NH") que les proporciona la capacidad de ganar o
liberar un protdn bajo condiciones especificas de pH. Por lo tanto, dependiendo del pH del suelo se
pueden encontrar en tres especies: como catién, anidn o zwitterién. En el presente estudio y de
acuerdo con el pK; (pkai1= 1.8; pka.= 5.6), se plantea que el SMX se encontraba principalmente con
carga negativa (Pico y Andreu; 2007; Vasudevan et al. 2009; Wu et al., 2012). Aunque esta especie
cargada negativamente es mas soluble que sus otras especies (catidn y zwiteridn), y a diferencia del
CIP (cuya especie si interviene considerablemente en su adsorcién al suelo), este incremento en
solubilidad no es tan significativo en su comportamiento en el suelo como si lo es el contenido de

materia organica (Chen et al., 2011).

Al comparar las concentraciones del SMX afadido al inicio del experimento y tres meses después, se
encontrd que al cabo de este periodo de tiempo en los suelos contaminados con la dosis mas baja
(1 mg Kg?), alrededor del 95 al 97% del antibidtico no fué detectado ni en el suelo ni en la biomasa
aérea de las plantas. Por otra parte, un comportamiento similar ocurrié con los suelos contaminados
con la dosis mas alta (10 mg Kg), sin embargo los porcentajes de SMX no detectado variaron del 79
al 97% del SMX debido a que en los suelos de temporal aproximadamente el 20% del SMX se

encontré en la biomasa aérea de las alfalfas.

La degradacion de un antibidtico es ocasionada por distintos factores como las caracteristicas

fisicoquimicas de la sustancia y las condiciones ambientales. Se ha reportado que la vida media de
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algunas sulfonamidas en el suelo varia de entre 8 y 21 dias. En el caso del SMX, se ha estimado que
su vida media es tan solo de ocho dias bajo condiciones aerdbicas y en suelos no esterilizados (Lui et
al.,2010). Este corto tiempo supone una interrogante, ya que el SMX con una vida media tan
reducida se habria degradado totalmente en aproximadamente 16 dias, por lo que no estaria
disponible para ser absorbido por las raices de las plantas. Sin embargo, esto no sucedio asi pues las
plantas si absorbieron el antibidtico y éste se detecté tres meses después tanto en la fraccién
disponible como en la total. Aunque la biodegradacién es el principal factor que interviene en la
degradacion del SMX (Lui et al., 2010), es importante tomar en cuenta que cuando un compuesto
se sorbe en el suelo presenta una mayor persistencia, pues no se encuentra accesible a los
microorganismos (Harzinger y Alexander, 1995; Alexander, 2000; Gao y Pedersen, 2005; Lui et al.,
2010). De esta manera se plantea que la degradacién del SMX pudo haber disminuido debido a los
procesos de sorcidn del antibiétio en el suelo y que posteriormente a causa de los procesos de

desorcion el antibidtico se detectd en el suelo tres meses después.

7.5. Transferencia de SMX del suelo a la alfalfa

Las concentraciones de SMX en la biomasa aérea fueron variables (6 a 2093 ng g PS); sin embargo
y pese a estas variaciones, las concentraciones coincidieron con las reportadas en estudios

realizados en papa, lechuga y col (Kipper et al., 2010; Lillenberg et al., 2010; Herklotz et al., 2010).

En este experimento se evalud la transferencia del SMX en dos tipos de suelo adicionados con dos
dosis. Como se esperaba se registraron diferencias en la transferencia de SMX dependiendo de la
dosis y del tipo de suelo. En las alfalfas cultivadas con la dosis mds alta se obtuvieron las
concentraciones mas altas de SMX en la biomasa aérea. Por otra parte, las alfalfas sembradas en
suelos de temporal presentaron las mayores concentraciones de SMX, en comparaciéon con las
alfalfas sembradas en suelos irrigados. Si bien el SMX se caracteriza por ser un antibidtico muy movil
debido a su alta solubilidad; Wu et al. (2012) sugieren que la materia organica del suelo tiene una
gran capacidad de adsorber sulfonamidas. Es por esto que se propone que la disponibilidad del SMX
se redujo en los suelos irrigados (con mayor contenido de MO) y como consecuencia hubo una menor

transferencia del antibidtico a las alfalfas.
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Aunque las concentraciones de SMX coinciden con los valores reportados en otros experimentos
(Kipper et al., 2010; Lillenberg et al., 2010; Herklotz et al., 2010) las comparaciones con estos
estudios se deben tomar con cautela ya que en algunos casos solamente se analizan las raices de las
plantas y no la parte aérea. En el caso de los estudios realizados en tubérculos de papa (Kipper et
al., 2010), las concentraciones que se reportadas fueron muy similares a las obtenidas en las alfalfas
cultivadas en suelos de temporal y un orden de magnitud mas bajas respecto a las alfalfas cultivadas
en suelos irrigados. Por otra parte, Lillenberg et al. (2010) analizaron la raiz y las hojas de lechuga en
suelos contaminados con SMX (10 mg Kg?') y reportaron que las raices presentaron las
concentraciones altas del antibiético, del mismo orden de magnitud que la concentracién mas alta
obtenida para la parte aérea de la alfalfa cultivada en suelos de temporal. Cabe sefialar que en la
parte aérea de la lechuga no se detectd el antibidtico. Como ya se sefiald anteriormente estas
comparaciones deben tomarse con cautela pues en el presente experimento no fueron analizadas
las raices de la alfalfa. Ademas se debe considerar que en la mayoria de las plantas los contaminantes
se acumulan predominantemente en las raices (Krdamer, 2010). Por otra parte, se debe tomar en
cuenta la fisiologia de la planta en la transferencia y traslocacidon de xenobidticos, ya que factores
como el contenido de agua, lipidos y la tasa de transpiracién intervienen de manera importante en
el transporte de contaminantes entre los distintos compartimentos de la planta (Gao et al., 2005;

Yanzheng et al., 2005)

7.6. Influencia de los antibidticos en el crecimiento de las plantas.

En el presente experimento hubo un decremento significativo en la altura de las plantas (medida a
los dos meses de cultivo) cultivadas en los suelos de temporal contaminados con CIP y SMX. Esta
reduccion en el crecimiento no se vio reflejada al tercer mes de cultivo cuando se midié biomasa
aérea. En contraste, las plantas cultivadas en los suelos regados con aguas residuales contaminados
con las mayores dosis de CIP y SMX incrementaron significativamente su biomasa (respecto al
control). Este mismo comportamiento se repitié el quinto mes de cultivo Unicamente en las alfalfas

sembradas en suelos contaminados con CIP.

Un decremento similar al observado en la altura de las alfalfas cultivadas en suelos de temporal fue
reportado por Boxall et al. (2006) en plantas cultivadas con suelos contaminados con fenilbutazona,

oxitetraciclina y enrofloxacino (1 mg Kg); sin embargo los autores sefialaron que éste pudo deberse
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al disefo del experimento y no a un efecto de los antibidticos. En contraste Eggen et al. (2011)
reportaron un efecto negativo en el crecimiento de la zanahoria (Daucus carota ssp. sativus cvs.
Napoli) y cebada (Hordeum vulgare) cultivadas en presencia de narasina, ciprofloxacino y
metmorfina con dosis similares a las que se utilizaon en el presente experimento (1 y 10 mg Kg?).
Kipper et al. (2010) reportaron un decremento en el crecimiento de papa (Solanum tuberosum)
cultivada en presencia de ciprofloxacino, norfloxacino, ofloxacino, sulfametoxazol y sulfadimetoxina
(1 y 10mg Kg1); sin embargo no discutieron al respecto. Por otra parte Calderdn et al. (2012)
reportaron un mayor crecimiento en plantas de Spathiphyllum spp., cultivadas en medio
contaminado con triclosan, acido hidrocinamico, tonalide, ibuprofeno, naproxeno y acido clorfibrico.
Si bien estos farmacos no son antibidticos, es importante destacar que este tipo de sustancias

pueden ocasionar un aumento en el crecimiento de las plantas.

Se sabe muy poco acerca de la respuesta de las plantas a la exposicidn a contaminantes emergentes.
Aungque los primeros estudios se enfocaron en evaluar los efectos de fadrmacos en otros organismos
(i.e bacterias invertebrados y macrofitas), Migliore et al. (1995) fueron de los pioneros en evaluar la
toxicidad de antibdticos en plantas como como maiz (Zea mays), mijo (Panicum miliaceum) y
chicharo (Pisum sativum) (Halling-Sorensen et al., 1998; Hillis et al., 2011). Estudios posteriores a
éste han reportado que antibiéticos como el levofloxacino, ciprofloxacino, enrofloxacino,
tetraciclina, clortetraciclina, oxitetraciclina, sulfametoxazol, tilosina, sulfametazina, lincomicina y
amoxicilina pueden ejercer un efecto toxico en las plantas expuestas a dosis que van desde los 3.9
hasta los 10 000 pg L (Migliore et al., 1995, 2003 2010a; Kong et al., 2007; Hillis et al., 2011; Khadra
etal., 2012).

Ademas de los efectos toxicos que pueden causar los antibidticos en las plantas, también se ha
encontrado que la exposicion a bajas concentraciones de este tipo de contaminantes puede
ocasionar un efecto hormético (Migliore et al., 1995, 2003 2010a, 2010b; Kong et al., 2007; Hillis et
al., 2011; Khadra et al., 2012). Hormesis se define como una respuesta bifasica de los sistemas
fisiolégicos producida por un agente estresante, caracterizada por ocasionar una estimulacién a
dosis bajas y una inhibicién a dosis altas, por ejemplo el crecimiento (Calabrese y Baldwin 2002,

2003).
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Actualmente no se tiene muy en claro la respuesta hormética de las plantas expuestas a farmacos.
Por ejemplo, Migliore et al. (2010a) reportaron el efecto hormético en maiz expuesto a
oxitetraciclina, sin embargo, esta respuesta no fue comprobada por los datos de acumulacion en las
plantas ni en el suelo, sin embargo los autores sefialan que sus datos apoyan la hipdtesis de que las
tetraciclinas influyen en el crecimiento de las plantas a bajas concentraciones. Por otra parte, Kong
et al. (2007) sefalaron un decremento considerable en la biomasa aérea y radicular de alfalfa
cultivada con dosis altas de oxitetraciclina. A dosis bajas (0.002 mM) advirtieron un decremento en
la raiz, sin embargo la parte aérea se mantiene similar al control. Ante este comportamiento los
autores sugieren que la raiz es mucho mas sensible debido a que es la parte de la planta que esta

expuesta a estas sustancias.

El comportamiento descrito para alfalfa por Kong et al. (2007) fue muy similar al observado en este
experimento, pues la biomasa radicular de las alfalfas se vio significativamente reducida en las
plantas cultivadas en suelos de temporal contaminados con CIP y SMX al incrementarse la dosis del

antibidtico, sin embargo la biomasa aérea no mostré efectos significativos.

Por otra parte, el incremento en el crecimiento de las plantas cultivadas en suelos irrigados pone de
manifiesto un posible efecto del SMX y CIP en la alfalfa. Como ya se seiialé anteriormente, dosis
bajas de un antibidtico ocasionan un incremento en el crecimiento. Se plantea que este
comportamiento particular de los suelos irrigados se debe a que su contenido de MO podria reducir
la disponibilidad del antibidtico a concentraciones en las que se favorece el crecimiento de la alfalfa.
Por el contrario los suelos de temporal no poseen esta capacidad y por lo tanto la biomasa aérea se

mantiene similar al control.

Pese a que las concentraciones de CIP en la fraccién disponible del suelo fueron similares en suelos
irrigados y no irrigados, Unicamente hubo una reduccién en la biomasa de las raices en suelos de
temporal. Este comportamiento refuerza la hipdtesis de que los extractos de CaCl; no son un buen
indicador de la disponibilidad de este antibidtico en el suelo. Ademas Migliore et al. (2010a)
reportron un efecto en maiz cultivado con oxitetraclina, sin embargo, de manera similar a este

experimento no se puede comprobar una causalidad clara.
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A pesar de que el CIP tiene como blanco la subunidad A de la DNA girasa bacteriana, también puede
tener efectos en la topoisomerasa Il de las plantas, cuya funciéon es la misma que la enzima
bacteriana. Por esta razdn el CIP también interviene en la replicacién del DNA en plantas (Migliore
et al., 2003; Khadra et al. 2012). En cuanto al SMX, Hillis et al. (2012) sefialan que las sulfonamidas
son farmacos capaces de inhibir la sintesis de folatos (acido félico) en las plantas mediante un
proceso muy similar al de los microorganismos. Aunque los antibidticos tienen como blanco inhibir
el crecimiento de los microorganismos (Kiimmerer, 2004), tanto el CIP como el SMX pueden
interferir con el metabolismo de las plantas e incluso ocasionar efectos tdxicos. Por ejemplo, Khadra
et al. 2012 reportron que el CIP ocasiond efectos genotdxicos en raices de haba (Vicia faba) a

concentraciones a partir de 0.5 mg kg™.

Aunqgue se ha demostrado que las fluoroquinolonas y las sulfonamidas son capaces de producir
efectos horméticos en plantas como en la alfalfa, zanahoria y lechuga (Migliore et al., 1995, 2003
2010a, 2010b; Kong et al., 2007; Hillis et al., 2011), y aunque se tiene documentado que también
pueden interferir en el metabolismo de las plantas (Migliore et al., 2003; Hillis et al., 2012; Khadra
et al. 2012) hay muy poca informacion al respecto, ya que no se tienen estudios suficientes acerca
de cdmo estas sustancias pueden afectar el crecimiento vy el ciclo biolégico de las plantas (Migliore
et al., 2010b). Si bien los datos de crecimiento de las alfalfas del presente estudio ponen de
manifiesto un posible efecto hormético de ambos antibidticos en la alfalfa, es importante sefialar
gue no se tienen evidencias robustas de este comportamiento ya que estos efectos en el crecimiento
pueden deberse a una respuesta indirecta ocasionada por una alteracion en las comunidades
bacterianas del suelo (muy susceptibles debido a que los antibidticos estan disefiados para
inhibirlas), por un efecto toxico causado por los antibiéticos en la planta, o bien, por un efecto

conjunto de estas dos posibilidades.
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VIIl.  CONCLUSIONES

Antibidticos en suelo
CcIP

La concentracién de CIP en la fraccidon biodisponible fue muy baja y similar en los suelos de temporal
y en los suelos irrigados y se mantuvo constante durante los cinco meses de experimento.

SMX

Al inicio del experimento y en comparacién con la fraccidon ASE, la mayor proporcion del SMX se
encontrd en la fraccidn biodisponible en ambos suelos (temporal y riego).

Los suelos de temporal presentaron las mayores cantidades de SMX disponible. Estos suelos
contienen menos carbono orgdanico, por lo que se plantea que el contenido de carbono organico es
el factor principal que influye en la adsorcion del SMX al suelo y por lo tanto limita su disponibilidad.

Tres meses después del inicio del experimento las mayores concentraciones de SMX se encontraron
en la fraccién ASE.

Pese a que la vida media de las sulfonamidas se calcula en 16 dias, se plantea que el SMX estd sujeto
a procesos de sorcidon-desorcién. Debido a estos procesos fue posible cuantificar una pequefia
fraccién tres meses después de haberlo afiadido.

Al final del experimento, ~92% del SMX no se encontrd ni en el suelo ni en la biomasa aérea, siendo
imposible discernir qué porcentaje corresponde a degradacidn, envejecimiento, o bien, se encuentre
en las raices de las plantas (no analizadas).

Transferencia de los antibidticos del suelo a las plantas

El SMX fue el antibidtico que presentd una transferencia mas alta del suelo a las plantas en
comparacién con el CIP.

Se propone que el contenido de MO de los suelos influyé en la transferencia del SMX a las plantas,
siendo las plantas cultivadas en los suelos de temporal (con bajo contenido de MO) y con la dosis
mas alta (10 mg Kg?) las que presentaron las mayores transferencias del antibidtico. En contraste,
en la transferencia del CIP, el contenido de MO del suelo no fue un factor relevante.

El ciprofloxacino se transfirid del suelo a las plantas en ambos suelos incluso a las alfalfas cultivadas
en los suelos adicionados con la dosis méas baja (1 mgKg?), en donde no se detecté la presencia del
antibidtico en la fraccidn disponible de los suelos.

El porcentaje de CIP y SMX transferido a la alfalfa es muy bajo, sin embargo se desconoce si estas
dosis pudieran tener un efecto en la salud humana.
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Efectos de los antibidticos en el crecimiento de las plantas

A los dos meses de cultivo se observd un decremento en la altura de las plantas. En los suelos
adicionados con SMX el decremento solamente se registrd en las plantas cultivadas en suelos de
temporal (en ambas dosis), mientras que para el CIP el decremento se registrd en suelos de temporal
(ambas dosis) y en la dosis mas alta en suelos irrigados.

Al tercer mes, la biomasa aérea de las alfalfas no mostrd ningliin decremento, por el contrario, hubo
un incremento en la biomasa de las plantas cultivadas en suelos irrigados y contaminados con las
dosis mayores.

La biomasa radicular de las plantas cutivadas en suelos de temporal se redujo considerablemente en
presencia de CIP y SMX en ambas dosis. Este efecto no se observd en las plantas cultivadas en suelos
irrigados.

Se plantea un posible efecto hormético de ambos antibidticos en el crecimiento de la alfalfa. Aunque
no es posible discernir si el efecto es directo debido a la absorcion de los farmacos por las plantas, o
bien, es ocasionado indirectamente por la influencia de los antibidticos en las comunidades
microbianas del suelo.

IX. RECOMENDACIONES

El presente estudio contribuyd aportando datos acerca de la transferencia de CIP y SMX del suelo a
la biomasa aérea de alfalfa. Se propone que en estudios posteriores se dé seguimiento al analisis de
las raices con la finalidad de complementar esta investigacion.

De manera particular y respecto a los métodos de extraccidn realizados se recomienda para estudios
futuros:

e Realizar el secado de las plantas mediante liofilizacidn, ya que este método evita problemas
de adhesion de material vegetal en el equipo ASE.

e Con base en la experiencia obtenida, se recomienda utilizar 1 g de muestra (en lugar de 2 g)
para aumentar la eficiencia de extraccion mediante ASE.

Con la finalidad de evaluar la degradacién de los antibidticos se recomienda incluir en el disefio
experimental una muestra de suelo adicionada sin planta y una muestra adicionada estéril.
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Xl ANEXO

Tabla 10.1. Concentracién de ciprofloxacino en la fraccidon de suelo extractable con CaCl, en suelos del Valle del Mezquital
adicionados con 1y 10 mg Kg! (las concentraciones se expresan en ng g1PS).

1 ND ND ND ND ND ND ND ND
10 0.28 0.70 0.83 0.71 0.38 0.70 0.37 0.34
T1 0 ND ND ND ND ND ND ND ND
1 ND ND ND ND ND ND ND ND
10 0.33 0.47 0.94 0.61 0.62 0.65 0.36 0.44
T2 0 ND ND ND ND ND ND ND ND
1 ND ND ND ND ND ND ND ND
10 0.23 0.23 0.41 0.32 0.39 0.31 0.25 0.27

ND, No detectado

LD (limite de deteccién)=0.1 ng g*

n=1

TO Muestra de suelo tomada al inicio del experimento

T1 Muestra de suelo tomada en la primera cosecha, 3 meses después del TO
T2 Muestra de suelo tomada a los 5 meses después del TO
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Tabla 10.2. Concentracién de ciprofloxacino transferido a alfalfa cultivada durante tres meses en suelos adicionados con dos

dosis 1y 10 mg Kg.

Santiago 0 3.940.1 ND ND
Tezontlale 1 1 3.9+0.1 ND ND
10 3.840.6 3.842.6 13.047.6
Santiago 0 5.210.1 ND ND
Tezontlale 2 1 5.2+0.1 ND ND
10 3.840.6 3.0+2.8 9.749.1
Tigre 1 0 3.0£0.2 ND ND
1 3.0£0.2 ND ND
10 3.9+1.4 0.2+0.2 0.8+0.8
Tigre 2 0 4.910.1 ND ND
1 4.910.1 0.6%0.6 3.243.2
10 4.0.+1.0 ND ND
Juandhé 1 0 7.0£0.2 ND ND
1 7.0£0.2 ND ND
10 9.2+0.8 ND ND
Juandhé 2 0 7.910.6 ND ND
1 7.910.6 0.710.7 616
10 9.410.1 ND ND
Ulapa 1l 0 7.310.2 ND ND
1 7.310.2 ND ND
10 8.940.1 ND ND
Ulapa 2 0 5.7+0.6 ND ND
1 5.710.6 ND ND
10 8.010.5 1.3+1.3 9.949.9

ND: No detectado
LD=0.1ngg!
n=2 para cada sitio y concentracion
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Tabla 10.3. Concentracién promedio de sulfametoxazol + error estandar en la fraccién de suelo extractable con CaCl, y ASE en
suelos del Valle del Mezquital adicionados con 1 mg Kg (las concentraciones se expresan en ng g1 PS).

Santiago
912+71.7 0
Tezontlale 1
Santiago
716.6+110.7 22.4116.6
Tezontlale 2
Tigre 1 706+6.4 10.8+10.8
Tigre 2 265.845.1 121.4+11.7
Juandhd 1 334.3+22.5 119+25.4
Juandhé 2 379.5422.5.6 122.6.0+£10.3
Ulapal 335+9.9 221.8+42
Ulapa 2 363+60.6 109.9+2.2

912

738.4

716.8

387.2

453.3

502.1

556.8

472.9

0.46%0.1

0.1+0.05

0.11+0.1

0.1+0.01

0.2+0.1

0.2+0.01

0.31+0.1

0.27+0.1

8.9+1.5

5.7+0.8

6.9+0.4
10.4*

9.5+7.6
14.8*
27 +4

17.4*

9.36

5.8

10.5

9.7

15

27.3

17.6

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

NA -

NA -

NA -

NA -

NA -

NA -

ND, No detectado

LD=0.07 ngg*

n=2 para cada sitio y concentracion
* n=1 para cada sitio y concentracién
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Tabla 10.4. Concentracion promedio de sulfametoxazol  error estandar en la fraccién de suelo extractable con CaCl, y ASE en suelos
del Valle del Mezquital adicionados con 10 mg kg™ (las concentraciones se expresan en ng g-1PS;).

Santiago
8963+318.3 23123 8986 24.8+4.7 66.1+47.2 13.92%* 80 NA -
Tezontlalel
Santiago
9289+54.7 0 9289 23+3.1 123.617.6 7.69% 131.3 NA -
Tezontlale2
Tigre 1 8974.3+878.5 0 8974.3 12.1+8.2 104.7451.4 1.02* 105.7 NA -
Tigre 2 6433.5+626.3 533.11* 6966.6 3.4+1.4 74.2+17.5 2.2% 76.4 NA -
Juandhé 1 6431.4+291.8 433.4* 6864.8 6+1.7 133.5+30.6 2.12* 135.6 NA -
Juandhé 2 6610.9+119.4 560.2* 7171.1 8.7£3.7 132.443.1 2.38%* 134.8 NA -
Ulapa 1l 6111.9+308.2 1357.3£153.6 6420.1 10+0.7 180+0.4 3.51%* 183.5 NA -
Ulapa 2 5806.6+483 466.9+133.6 6289.6 9.2+0.2 141.4+0.1 1.81%* 143.2 NA -

NA, No analizado

LD=0.03 ngg*

n=2para cada sitio y concentracion
*n=1
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Tabla 10.5. Concentracion de antibidticos transferidos a alfalfa cultivada durante tres meses (primera cosecha) en suelos
adicionados con dos dosis 1y 10 mg kg de sulfametoxazol.

Santiago 0 3.940.1 ND ND
Tezontlale 1 1 4.0+0.2 22.6+4.5 90.3+14.6
10 3.8+0.3 2093.76* 435543355
Santiago 0 5.240.1 ND ND
Tezontlale 2 1 4.7+0.3 6.92 52.7+18.1
10 4.3+0.1 701.1+3.4 2979.9+98.6
Tigre 1 0 3.0+0.2 ND ND
1 4.6£0.5 ND 8.918.9
10 3.9+0.5 74.5+£20.3 300.8+113.8
Tigre 2 0 4.910.1 ND ND
1 5.310.3 ND ND
10 4.710.3 41.812.1 195.9+4.3
Juandhé 1 0 7.0£0.2 ND ND
1 7.510.1 ND ND
10 8.1+0.4 10.3+0.2 83.445.7
Juandhé 2 0 7.9+0.6 ND ND
1 7.5+0.8 ND ND
10 7.7+0.4 14.2+1.1 109.243.1
Ulapa 1 0 7.310.2 ND ND
1 7.0+0.8 6.33 19.4+19.4
10 7.9+0.6 17.1+£12.7 142.6+110.5
Ulapa 2 0 5.7+0.6 ND ND
1 6.310.3 6.31 19.0+19.0
10 7.1+0.6 3.5+3.5 27.0£27.0

ND: No detectado

LD=0.07 ng g

n=2 para cada sitio y concentracion
*n=1
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Tabla 10.6. Porcentajes de concentracion de SMX en suelo y en la parte aérea de alfalfa en suelos del Valle del Mezquital
adicionados con 1y 10 mg Kg™.

Santiago 1 91 0 8.8 0.05 0.9 9 90
Tezontlale 1 10 89.6 0.2 10.1 0.25 0.7 87.1 12.5
Santiago 1 71 2.2 26.1 0.01 0.6 5.3 94
Tezontlale 2 10 92.9 0 7.1 0.23 1.2 29.8 68.7
El Tigre 1 1 70 1.1 28.3 0.01 0.7 0.9 98.4
10 89.7 0 10.3 0.12 1 3 95.8
El Tigre 2 1 26.6 12.1 61.3 0.01 0.5 0 95.5
10 64.3 2.7 24.1 0.03 0.7 2 97.3
Juandhé 1 1 33.4 11.9 59.4 0.02 0.9 0 99
10 64.3 2.2 28.4 0.06 13 0.8 97.8
Juandhé 2 1 37.9 12.3 49.8 0.02 0.7 0 99.3
10 66.1 2.8 29.5 0.1 13 1.1 97.5
Ulapal 1 33.5 22.2 44.3 0.03 2.7 1.9 95.3
10 61.1 13.6 253 0.1 1.8 14 96.7
Ulapa 2 1 36.3 11 52.7 0.03 0.9 1.9 97.2
10 58.1 4.7 37.3 0.1 1.4 0.5 98.1
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Tabla 10.7. Concentracidon promedio de sulfametoxazol * error estdndar en la fraccion de suelo extractable con CaCl,
y ASE en suelos del Valle del Mezquital sin el antibidtico (las concentraciones se expresan en ng g1PS).

NA: No analizado

Santiago Tezontlalel ND* NA - ND* NA - ND* NA -
Santiago Tezontlale 2 ND* NA - ND* NA - ND* NA -
Tigre 1 ND* NA - ND* NA - ND* NA -
Tigre 2 ND* NA - ND* NA - ND* NA -
Juandhé 1 ND* NA - ND* NA - ND* NA -
Juandhé 2 ND* NA - ND* NA - ND* NA -
Ulapa 1l ND* NA - ND* NA - ND* NA -
Ulapa 2 ND* NA - ND* NA - ND* NA -
LD=0.03 ng g*

TO Muestra de suelo tomada después de contaminarlo

T1 Muestra de suelo tomada en la primera cosecha, 3 meses después del TO
T2 Muestra de suelo tomada a los 5 meses después del TO

*n=1
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Método de extracciéon

Figura 10.1. Porcentaje de extraccién de SMX suelos de Valle del Mezquital adicionados con 10 mg kg1 PS. A. Compara
las extracciones totales (CaCl,+ASE) deSMX entre suelos de temporal y suelos irrigados al inicio del experimento. B

denota los porcentajes de extraccién por método de extraccion entre los suelos de las distintas localidade del Valle del

Mezquital al inicio del experimento y tres meses después.
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