UNIVERSIDAD DE MACHLALA
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
ESCUELA DE ACUACULTURA

TESIS SOMETIDA A CONSIDERACION DEL CONSEJO
DIRECTIVO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS COMO REQUISITO PREVIO PARA OPTAR
AL GRADO DE:

INGENIERO ACUACULTOR

EVALUACION DEL USO DE AGENTES PROTECTORES
SOBRE LA LIXIVIACION Y PALATABILIDAD DE DIETAS
MEDICADAS (FLORFENICOL) PARA CAMARONES

JORGE OMAR POZO PALACIOS
2002



evaluar la cantidad de animales mudados contando el numero de
rostrums recuperados en el sifoneo

3.5. DETERMINACION DE FLORFENICOL (FLO) ViA
HPLC

El método analitico implantado para la determinacion cualitativa y
cuantitativa de florfenicol (FLO) mediante HPLC, incluyo una serie
de pasos entre los cuales tenemos: muestreo, almacenaje, extraccion y
analisis.

Las condiciones operativas del sistema para la determinacion de FLO
via HPLC, fueron extrapoladas del método original descrito por
Schering-Plough (2000). Metodologias de extraccion para FLO
descritas por Nagata y Saeki (1992) y Hormazabal et a/ (1993), fueron
analizadas y comparadas en su cuantificacion de FLO.,

3.5.1. EXTRACCION DE FLO

35.1.1. Equipos
» Biohomogenizador (Janke & Kunkel-Ultra Turrax T25)
» Centrifuga refrigerada (Kokusan H-2000 B)
» Sistema de evaporacion al vacié (Buchi RE 111, Sibata)
» Balanza analitica Mettler AE-240 (0.00001 g)
» Sonicador Branson 5200
» Congelador — 20°C (NIHON BIO Freezer)

3.5.1.2, Reactivos
» Acetona grado HPLC (Mallinckrodt Baker)
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1. INTRODUCCION

Desde los inicios de la actividad camaronera, el acelerado incremento
de la produccion no fue de la mano con el desarrollo de tecnologias y
practicas de manejo sustentables, esto origind que pequefios y grandes
camaricultores actien de manera independiente para resolver sus
necesidades tecnologicas; motivo por el cual la industria camaronera
sigue surgiendo a pesar que, desde su desarrollo a adolecido de
manejos estandarizados en lo que se referente al control de
enfermedades infecciosas (Bell, 1992).

Es asi, como las enfermedades se han convertido en uno de los
mayores problemas para la acuicultura del camaron en Ameérica
Latina; especialmente desde la propagacion del virus de la Mancha
Blanca (WSSV), donde la produccion de camaron se ha visto
significativamente afectada en muchos paises y los productores estan
enfrentando serias dificultades para continuar produciendo este
crustaceo (Panorama acuicola, 2001).

Cuando se presenta un evento infeccioso en el camaron de indole
bacteriano, el uso de antibioticos es un sistema comun en los diversos
sistemas de produccion. Su aplicacion esta destinada a disminuir y/o
controlar la carga microbiana presente en el medio de cultivo; esto
permite evitar la morbilidad y mortalidad del los organismos en la
produccion acuicola (Shering Ploug, 2000).

La oxitetraciclina junto con la enrofloxacina son los antibioticos
mayormente empleados por la industria camaronera, pero también el
florfenicol (FLO) es otro de los antibidticos de creciente aplicacion en
la industria acuicola del pais. FLO es un fluorinado derivado del
tianfenicol y cloranfenicol con actividad bacteriostatica contra
bacterias gram positivas y gram negativas, aplicado actualmente en la
industria camaronera para el control de ricktesias y vibriosis (Shering
Ploug, 2000).



Sin embargo, la informacion bibliografica referente a la dosis y
comportamiento de esta droga es mimima. La mayoria de los
antibioticos poseen propiedades fisico-quimicas que deben analizarse
detenidamente a la hora de aplicarse en un tratamiento terapéutico
(Lunestad er al 1995). Factores tales como: temperatura (Frelier.
1995), quelacion, fotosensibilidad (Lunestad y Goksoyr, 1990), y
tamaifio del pellet (Duis ef al 1995), entre otros, deben considerarse en
cada uno de los pasos del proceso de elaboracion de una dieta
medicada y aplicacion del alimento medicado al entrar en contacto
con el agua de mar debido al proceso de lixiviacion.

Efectos directos de la inestabilidad de un antibiotico se traduce en
términos terapéuticos, en la utilizacion de dosis sub-letales de limitada
eficacia bacteriana y ademas en pérdidas economicas innecesarias.

Frente a la problematica del uso de dietas medicadas y al efecto
adverso que tienen estos en su aporte residual debido al proceso de
lixiviacion, existe la posibilidad de disminuir este problema mediante
el uso de aglutinantes y/o recubridores, estos aditivos han permitido
en algunos casos una mayor estabilidad del antibiotico durante el
proceso de lixiviacion (Partridge y Southgate, 1999).

De esta manera, el objetivo general de este estudio pretende mediante
el desarrollo de una técnica cromatografica utilizando un sistema de
HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Performancia) proveer una
herramienta analitica que sirva para cuantificar el componente FLO,
identificar los niveles de pérdidas durante los procesos de manufactura
y lixiviacion, brindando algunas alternativas mediante el uso de
recubridores para evitar las pérdidas del antibiotico al entrar en
contacto con el medio acuoso.

Dentro de los objetivos especificos presentes en esta investigacion
tenemos los siguientes:

- Cuantificar las pérdidas de FLO debido a los procesos de
manufactura (en cada etapa y acumulado) en el alimento
balanceado medicado.



Determinar el efecto del uso de agentes protectores (aceite de
pescado, alginato de Na + Ca ", y gelatina) sobre las pérdidas por
lixiviacion de FLO.

Determinar el efecto de la concentracion de FLO sobre las
pérdidas por lixiviacion.

Evaluar el efecto de los agentes protectores sobre la palatabilidad
del pellet medicado.

Establecer una metodologia para el analisis cuantitativo de FLO.

Definir un procedimiento de extraccion del antibiotico a partir de
alimento balanceado medicado.

Determinar los parametros analiticos mas adecuados para un alto
grado de separacion cromatografica mediante HPLC.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTIBIOTICOS

Los farmacos antibacterianos se dividen en dos grandes grupos: las
drogas sintéticas o quimioterapicos, y los antibioticos. Los
quimioterapicos son obtenidos por la mano del hombre, en el
laboratorio, y los antibidticos son elaborados, en su metabolismo
propio, por seres vivos: plantas, animales bacterias y hongos (Arista,
1999).

En la actualidad, la separacion entre quimioterapicos y antibioticos es
puramente académica, ya que muchos nuevos agentes antimicrobianos
son derivados semi-sintéticos de substancias primitivas y
exclusivamente naturales (Neu, 1987).

Un antibi6tico puede definirse entonces como una substancia derivada
de un organismo vivo, generalmente de un microorganismo, 0 una
modificacion quimica de la misma, que inhibe la reproduccion, el
crecimiento, o incluso, destruye otros microorganismos y células
anormales de animales superiores (Calderon, 1997).

La era moderna de la quimioterapia antimicrobial empezo en 1929 con
el descubrimiento de Fleming de las poderosas sustancias bactericidas
llamadas penicilinas, posteriormente en 1935 Domagk lleva a cabo el
descubrimiento de los quimicos sintéticos

Luego a principios de 1940, estimulada parcialmente la necesidad de
nuevos agentes antimicrobiales a causa de la segunda guerra mundial,
la penicilina fue aislada, purificada e inyectada en animales
experimentales, encontrandose a mas de su efectividad una increible
baja toxicidad.



El rapido aislamiento de la estreptomicina, cloranfenicol
tetraciclinas siguié a continuacion , y ya para 1950, estos y otro:
antibioticos estaban en uso clinico (Todar, 2000).

Si bien, actualmente existe una gran variedad de quimicos
antibacterianos, fueron los primeros antibidticos desarrollados los que
permitieron frenar las masivas mortalidades causadas por
enfermedades, tales como tuberculosis, tifoidea, difteria, entre otras
(Salyers y Whitt, 1994). Una de las principales razones que elevo la
imagen de los médicos hasta su actual status de profesionales
respetados, fue precisamente el hecho de que los antibioticos les
permitieron combatir enfermedades que previamente eran incurables,
en una época que fue considerada inicialmente como la era dorada de
la medicina. No obstante, la aplicacion de los antibioticos no estuvo
libre de problemas y desventajas.

Los principales inconvenientes se han centrado en el uso
indiscriminado de estos medicamentos y la consecuente generacion de
una amplia gama de bacterias quimiorresistentes (Threlfall, 1992).

La generalizacion de esta inefectividad sobre las bacterias, es producto
de una serie de equivocaciones en la aplicacion de los antibioticos.
Entre las practicas generalmente sefialadas como responsables de este
fenomeno, se cuentan (Ratdesky, 1998):

a) Exceso de tratamientos profilacticos,
b) Aplicacion de antibiGticos en casos que no ameritan,

¢) Desconocimiento de las dosis adecuadas (niveles sub Optimos
basicamente),

d) Trrespeto de los tratamientos y automedicacion,

¢) Uso generalizado de los antibidticos en la cria de animales en
cautiverio.

En la actualidad, la continua formacion y propagacion de cepas
resistentes es una preocupacion de caracter global. Para evitar el



incremento de este problema, se han planteado diferentes soluciones,
apoyadas en dos puntos fundamentales. El primero consiste en
campafias educativas, que concienticen a la poblacion y a los
profesionales responsables de las quimioterapias, sobre los riesgos que
se corren si se mantienen las practicas de medicacion tradicionales.
La segunda opcion busca el desarrollo de nuevos antibioticos,
especialmente de fuentes no tradicionales, tales como los océanos y
ciertos vegetales v animales terrestres (Discover, 1999).

2.1.1. CARACTERISTICAS GENERALES

Los antibidticos son moléculas no proteicas de bajo peso molecular
producidas como metabolitos secundarios por microorganismos que
viven comunmente en suelos, gran parte de estos microorganismos se
encuentran a manera de esporas o como células en estado latente
(Todar, 2000).

Mas de la mitad de los antibioticos han sido obtenidos a partir de
bacterias, actinomicetos y hongos. Entre los hongos, los mas notables
productores son: Penicillium y Cephalosporium , y entre las bacterias,
los Actinomicetos destacando la especie Streptomyces. También se
han desarrollado los antibioticos semi sintéticos que resultan de
alteraciones quimicas de algunos antibioticos (Goodman ef a/ 1981).

Las propiedades mas importantes de un agente antimicrobial de uso
clinico, especialmente desde el punto de vista del paciente es su
toxicidad selectiva, lo cual significa baja toxicidad para las células del
huésped y alta para el parasito o microorganismos patogenos. En otras
palabras, para que un agente quimioterapeutico sea satisfactorio debe
de tener las siguientes propiedades:

o Destruir o impedir la actividad de un microorganismo sin
daiiar las células del huésped o solo causarles un minimo dafio.

» Ser capaz de actuar sobre el microorganismo por penetracion
de la célula y tejidos del huésped, y;



¢ No alterar los mecanismos naturales de defensa del huésped,
como la fagocitosis y la produccion de anticuerpos.

Un antibidtico debe ser capaz de llegar a la parte del cuerpo del
huésped donde se esta produciendo la infeccion. Algunos antibioticos
no son absorbidos por el sistema digestivo del huésped, otros son
capaces de llegar al torrente sanguineo pero no pueden ingresar al
cerebro del organismo, y otros no estan desarrollados para ingresar
muy bien a la célula patogena. Es por esta razon, que es importante
tomar en cuenta la distribucion del antibiotico que se va aplicar
(Tortora, 1998)

De esta forma, los antibidticos pueden tener un efecto bactericida o
bacteriostatico en un rango de microbios. Aquellos antibioticos que
matan la bacteria reciben el nombre de bactericidas, mientras que,
aquellos inhiben su crecimiento se denominan bacteriostaticos. El
rango de bacterias o de otros microorganismos que son afectados por
un determinado antibiotico se expresa como el espectro de accion. Los
antibioticos efectivos contra las procariotes que matan o inhiben un
amplio rango de bacterias Gram positivas o Gram negativas se dice
que son de amplio espectro. Si son efectivas especialmente en contra
de bacterias Gram positivas o Gram negativas, se dice que son de
espectro reducido. Y finalmente, si son efectivas contra un
determinado microorganismo o bacteria, se refiere a un antibiotico de
espectro limitado (Todar, 2000).

No obstante, es importante considerar que los antibioticos de amplio
espectro tiene sus desventajas. Ellos no solo matan o inhiben los
patogenos que producen la enfermedad, sino que actian también sobre
la microflora presente del huésped. Esto genera que ciertos patogenos
que estan fuera de competencia se desarrollen y causen otras
infecciones (Tortora, 1998).

Muchos microorganismos debido al proceso de mutacién, han
superado la accion inhibitoria del antibidtico mediante produccion de
enzimas, las cuales son capaces de degradarlo y convertirlo en un
compuesto inofensivo. Sin embargo, en tales casos, aplicar el
antibiotico como parte de la mezcla de dos antibioticos, puede ayudar



a prevenir el surgimiento de resistencia, ya que la probabilidad de
simultaneas mutaciones otorgando resistencia a dos farmacos
diferentes es mucho mas baja que para un solo antibiotico.

En la actualidad, debido al surgimiento de antibioticos resistentes a
ciertos microorganismos, compafiias farmacéuticas continian
investigando en la busqueda de nuevos antibioticos con diferencias en
su estructura quimica

A continuacion presentamos los principales grupos de antibioticos y
su mecanismo de accion que se resumen en el cuadro 1.

2.1.2. FENICOLES

En términos generales, los fenicoles se caracterizan por ser
bacteriostaticos, con mecanismos de accion basados en la inhibicion
de la sintesis proteica de la célula bacteriana. Los miembros que
conforman este grupo de antibiéticos son: Cloranfenicol, Tianfenicol
y Florfenicol.

Estos antibioticos caracterizados por poseer una estructura quimica
semejante, estan representados principalmente por el cloranfenicol y
tianfenicol. Sin embargo, a pesar de su gran capacidad bacteriostatica,
en la mayoria de las investigaciones los mencionan como farmacos de
reserva debido a su toxicidad sobre la médula 6sea en humanos
(Schering Plough, 2000).

Debido a estas restricciones, el gobierno ecuatoriano, como respuesta
a las regulaciones y monitoreos impuestos a las importaciones de
camaron, oficializo mediante acuerdo ministerial a principios del
2002, la prohibicion del uso de cloranfenicol y comercializacion de
productos para su uso en la actividad acuicola, considerando la
residualidad de los fenicoles en productos para consumo humano



Cuadro 1. Principales tipos de antibi6ticos
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Familia Antibidtico Mecanismo de accion
B-lactanos Penicilina G Inhibicion de la sintesis de
Gentamicina bt celular
Penicilina Ampicilina Inhibicién de la sintesis de
scmi singética Amoxicilina da parect celulas
Aminoglucésidos Estreptomicina Inhibicién de la sintesis de
Gentamicina PR
Macrolidos Eritromicina Inhibicién de proteinas
Quinolonas Acido nalidixico Inhibicién de la replicacién
Acido oxolinico deL 0N
Flumequina
Sarafloxacina
Norfloxacina
Enrofloxacina
Fenicoles Cloranfecicol Inhibicién de la sintesis de
Tianfenicol proteinas
Florfenicol
Tetraciclinas Tetraciclina Inhibicién de la sintesis de
Clortetraciclina pResEuas
Oxitetraciclina
Sulfanomidas Acido aminobenzoico Inhibicién de la sintesis de
Sulfonamida metabolitos esenciales
(Todar, 2000, Reyes, 2000)



2:1:21. Cloranfenicol (CAP)

Originalmente aislado de Streptomyces venezuelae, el CAP es un
antibiotico de amplio espectro frecuentemente utilizado en la
produccion de animales por sus excelentes propiedades bacterianas y
farmacocinéticas. Este antibiotico es muy efectivo pero puede inducir
anemia aplastica y producir otros desordenes sanguineos a niveles
muy reducidos (trazas). Estos efectos adversos han determinado la
prohibicion del CAP para el tratamiento de animales usados en la
produccion de alimento.

Como se ilustra en la figura 1, el CAP presenta el anillo nitrobenzeno,
un enlace amina y una funcion alcohol. La presencia del anillo
nitrobenzeno es relevante debido a que este origina la formacion de
aminas aromaticas, las cuales pueden ser carcinogénicas. El grupo
alcohol sirve como un grupo funcional, facilitando la formacion de
esteres que mejoran la hidrosolubilidad del antibidtico.

El cloranfenicol base tiene muy baja solubilidad en agua pero es
altamente soluble en lipidos. Las sales de palmitato presentan
caracteristicas similares de solubilidad a diferencia de las de
succinato, misma que es altamente soluble en agua (Cenaim informa
2002)

Funcién alcohol

1]

OH CHyOH O

OsyN C— C— N— C-= (H(H
| m
ﬂ H H ﬂ
Anillo nitrobenzeno Enlace amida

Figura 1. Estructura quimica del Cloranfenicol
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2.1.2.2. Tianfenicol (TAP)

El Tianfenicol, antibiotico derivado del CAP difiere en sus
caracteristicas por su marcada solubilidad en agua. La estructura
quimica del TAP se difiere de la del CAP por la presencia de un grupo
sulfa en reemplazo del grupo nitro. Este antibiotico presenta probada
actividad contra bacterias Gram negativas y Gram positivas, siendo
especialmente activo en bacterias anaerobicas.

Sin embargo, a pesar de no ser toxico debido a las modificaciones
quimicas, existen ciertas precauciones para el empleo de este
antibiético, siendo el posible causante de anemia hemolitica (Cenaim
informa, 2202).

De esta forma, las concentraciones necesitadas para lograr un efecto
terapéutico del TAP son muy superiores a las requeridas por
cloranfenicol, ocasionando una acumulacién intracelular e induciendo
a una resistencia bacteriana deforma inmediata (Shering Plough.
2000).

2.1.2.3. Florfenicol (FLO)

El empleo de florfenicol (FLO) en esta investigacion, se fundamenta
en el hecho de que la gran mayoria de antibioticos aplicados
comunmente en la industria acuicola presentan cierta resistencia a
algunas bacterias, provocando que le eficiencia del compuesto
antibacteriano haya decrecido en su actividad antibacterial (Martinsen
et al1993). Este hecho a permitido el desarrollo de nuevos farmacos,
como es el caso de FLO, el cual es un antibiotico de creciente
utilizacion en la industria camaronera del pais.

Ciertas investigaciones realizadas con FLO, con especial atencion en
salmonidos, carpa y anguila, consideran que es un antibidtico con alto
grado de eficacia y que podria llegar a ser la droga de mayor
aplicacion en medicina veterinaria, con especial atencion en la
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produccion de organismos acuaticos para el consumo humano
(Hormazabal ef al 1996).

De la literatura revisada, la normativa internacional de la EMEA (The
European Agency for the Evaluation of Medical Products, Veterinary
y Medicines Evaluation Unit) y FDA (Food and drug administration)
clasifica a estos ultimos fenicoles: Tianfenicol y florfenicol, como
antibioticos aprobados para uso terapéutico. La normativa europea
clasifica al tianfenicol, como una droga con aprobacion provisional
para su uso terapéutico en peces, mientras que, el florfenicol se
encuentra dentro de las sustancias con LMR (limite maximo residual)
para su uso en medicina veterinaria (cuadro 2). Finalmente, resaltamos
el hecho de que las aprobaciones europeas aqui mencionadas, hablan
especificamente de su uso terapéutico solo para la produccion de
peces y no en camarones (Cenaim informa, 2002).

Cuadro 2. Limite maximo residual para FLO establecido por la FDA_
para su aplicacion en medicina veterinaria

Marcador ~ Suma de florfenicol v su metabolito florfenicol amina
Especie Peces
LMR* 1000 ug/Kg,

Teido Misculo y piel

* limite maximo residual

2.1.2.4. Caracteristicas generales de FLO

Al igual que su antecesor, este es un antibiotico sintético de amplio
espectro, igualmente relacionado con el CAP, pero de este ultimo se
diferencia en dos aspectos fundamentales, La presencia de un grupo p-
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metil sulfonilo en reemplazo del grupo nitro, y la de un radical fluor
en reemplazo del grupo oxidrilo en la funcion alcohol terminal
primaria del CAP (figura 2). Estas caracteristicas propias de FLO, lo
distingue con ciertas ventajas a sus antecesores, convirtiéndolo en un
antibi6tico sin riesgo a la induccion de anemia aplastica en humanos.

o
OH CH,yF O
II ] |j
H;C— S0, C—C—N —¢C —CHC]E
| | H
H H

Figura 2. Estructura quimica del Florfenicol y sus modificaciones

El FLO es altamente soluble en lipidos lo cual se refleja en una
distribucion extensiva hacia los tejidos de los animales. Este
antibiotico es similar en su mecanismo de accion a la del CAP, esto
es, la inhibicion de la enzima peptidil transferasa. Sin embargo, cepas
bacterianas resistentes al CAP y TAP han demostrado, por el
contrario, ser altamente sensibles a la inhibicion causada por este
representante fluorinado (Cenaim informa, 2202).

Su actividad in vivo y in vitro lo ha demostrado frente a algunas
bacterias como: Pasteurella haemolytica, Pasteurella multocida y
Hemophilus somnus, Enterobacter cloacae. Fscherichia coli,
Salmonella typhi y Shigella dysenteriae.

Dentro de su aplicacion en acuacultura, tambien ha demostrado su
efectividad en el tratamiento de pseudotuberculosis (Pasturella
piscicida),y cola amarilla (Seriola quinqueradiata); en el tratamiento
de FEdwardsiella tarda en anguila, vibriosis en carpa dorada, y
furunculosis en salmén del atlantico (Martinsen ef al 1993)
Adicionalmente se ha comprobado su efectividad en el tratamiento de
Rickettssia (www.canal-h/antimicrobiana. htm)
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2.1.25. Caracteristicas quimicas de FLO

Florfenicol, es un fluorinado derivado del Tianfenicol, tiene un peso
molecular de 358 22 en forma de polvo seco, y su formula molecular
€S C|2H14C12FN04S.

Su punto de fusion esta entre 153 a 154°C, es una molécula neutra no
ionizable en un rango de pH de 3 a 9, soluble en solventes polares
inorganicos, y ligeramente soluble en agua bajo ciertas condiciones de
pH. Presenta una alta solubilidad en lipidos (Shering Plough, 1999).

Florfenicol, presenta a su ves dos metabolitos de importancia en
acuacultura, ellos son; florfenicol amina y florfenicol alcohol
(Horsberg et al 1994) (figura 3).

i
N NH- C - CHCl
ishs )
H3C-50y )~ C =C . CHF

OH H
FLORFENICOL
j% .
H NH H NH- C- CHyOH
T et U
H3C-80; )~ C— C— CHyF HyC-S0(T)- C- - CHF
Lir | | [
OH H OH H
FLORFENICOL AMINA FLORFENICOL ALCOHOL

Figura 3. Estructura quimica de florfenicol y sus metabolitos
florfenicol amina y florfenicol alcohol.
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2.1.2.6. Mecanismo de accion de FLO

Florfenicol es un antibiotico bacteriostatico que inhibe la sintesis de la
proteina, recubriendo las sub unidades ribosomales 50S de las
bacterias susceptibles, permitiendo la inhibicion de la peptidil
transferaza, y por consecuencia previniendo la transferencia de
aminoacidos para el crecimiento de las cadenas peptidicas y
subsiguiente formacion de proteina. El medio de accion de FLO en el
interior de la bacteria patogena, es considerado el mismo tanto para
cloranfenicol como para tianfenicol.

2.2. MEDICACION EN ACUACULTURA

En un intento por incrementar la produccion de alimentos y el
intercambio internacional a nivel mundial, la acuicultura, durante los
ultimos afos se ha expandido rapidamente en muchos paises en vias
de desarrollo. Con este deseo de maximizar la produccion y
rentabilidad, muchos empresarios estan adoptando practicas de cultivo
intensivas; trayendo como consecuencia, que los organismos
cultivados estén expuestos a un mayor estrés brindando a los
patogenos una situacion ventajosa sobre el huésped (Chythanya er a/
2000). Dentro de la variedad de patogenos, las bacterias son de gran
significado ya que son responsables por enfermedades y mortalidades
en gran escala tanto en peces como crustaceos (Cevallos ez al 1999).

A diferencia de la produccion ganadera por ejemplo, donde cada
animal es una unidad valiosa y la posibilidad de un tratamiento
preventivo o terapéutico se convierte en un valor economico rentable.
en acuacultura el valor de cada pez o crustaceo no representa la
inversion en manejos individuales veterinarios. De esta forma, los
tratamientos suelen realizarse sobre toda la poblacion, ya sea tratando
el agua cuando los volimenes y las condiciones del cultivo lo
permiten, o mediante dietas medicadas, técnica reconocida como la
forma mas practica de suministrar antibiéticos y demas drogas a
animales (Alderman, 1988).
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Sin embargo, a pesar de que los antibioticos han jugado un papel
importante en combatir muchas enfermedades de organismos
acudticos, su uso indiscriminado dentro de la acuacultura puede causai
muchos desequilibrios medio ambientales y problemas humanos
(Hektoen ef al 1995). Un uso incorrecto y prolongado de dichos
antibioticos ha resultado en el desarrollo de bacterias resistentes y
problemas de persistencia de residuos de antibioticos en la carne de
los peces (Rawles ef al 1997).

Es por estas razones, que para aplicar un compuesto antibacteriano,
este no solamente debe inhibir a la bacteria in vitro, sino que también
debe ser administrada en las dosis correctas y con métodos practicos
para su efectividad ya sea en el medio ambiente o en el interior del
organismo (Chanratchakool er al 1995).

2.2.1. OBJETIVOS DEL TRATAMIENTO

La estrategia actual usada en la administracion de un tratamiento
terapéutico es el componente esencial para un apropiado manejo.

Previo a cualquier discusion o accion que se tome para la aplicacion
de un antibiético, es necesario determinar el causal problema, es decir,
5i la enfermedad puede ser tratable. Tomando en cuenta el costo de un
agente antimicrobial, es importante tomar en cuenta que la aplicacion
de este puede causar cambios en las ganancias obtenidas al final de la
produccion.

Hasta el momento, uno de los aspectos mas complejos cuando se
presenta una enfermedad en una comunidad de organismos acuaticos,
es determinar el agente causal que produce este desequilibrio. Sin
embargo, antes de empezar a combatir a algiin patogeno posible
causante de la enfermedad, es necesario examinar otros factores tales
como: calidad de agua, nutricion, la introduccion de antibioticos
contaminados, etc. Por el contrario, si se ha determinado que ninguno
de los factores mencionados anteriormente son los causantes de la
enfermedad, entonces si es necesario enfocar la atencion en la



identificacion del patogeno. seguido por una seleccion del tratamiento
apropiado.

Para combatir diversas bacterias patogenas se han clasificado dos
tipos principales de tratamientos: profilacticos y terapeuticos. Las
variables ( los diferencian se centran en la duracion del tratamiento, la
dosis del farmaco y el estado de la enfermedad (Bell, 1992).

2211 Tratamiento Profilactico

Este tratamiento consiste en la aplicacion rutinaria de uno o varios
antibioticos antes que los signos clinicos de alguna enfermedad comun
dentro del sistema se haga presente; por lo general este tratamiento no
exige el diagnostico previo del patégeno.

La utilizacion de este tratamiento intenta evitar el ataque de patogenos
comunes con dosis bajas de antibioticos por periodos relativamente
prolongados. Ademas, minimiza la posibilidad de una reduccion en el
consumo de alimento (importante en la medicacion oral) por la falta
de apetito de los animales enfermos.

Sin embargo, el uso rutinario de este tratamiento le resta importancia a
la verdadera necesidad y efectividad de los antibioticos,
incrementando el riesgo de generar resistencia bacteriana a estos
compuestos. Adicionalmente, si los resultados obtenidos no son los
esperados, esta inversion realizada se podria transformar en un gasto
innecesario (Bell, 1992).

2.2.1.2, Tratamiento Terapéutico

Este método depende del diagnostico preciso del agente causal de la
enfermedad, seguido de un apropiado tratamiento. Una ves
confirmado los signos clinicos de la enfermedad y un diagnostico
positivo del agente, su protocolo consiste en el empleo de uno o varios
antibioticos por lapsos cortos y en mayores concentraciones.
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De esta forma, se evita la administracion innecesaria de antibioticos
evitando el desarrollo de cepas resistentes a los farmacos. Por otro
lado, las altas concentraciones suministradas permiten una rapida
accion del compuesto reduciendo la mortalidad de los organismos.

Por el contrario, debido a la exigencia de un diagnostico especifico del
patogeno, es posible que la aplicacion del tratamiento pueda llegar a
ser tardio (Bell, 1992).

2.2.2. METODOS DE ADMINISTRACION

Al momento de aplicar un tratamiento terapéutico es importante
identificar donde esta presente el patogeno, esto es, dentro del
organismo o en el medio acuoso donde vive. En acuacultura, tanto el
establecimiento de los objetivos del tratamiento, asi como su forma de
administracion, son considerados para la anlicacion del compuesto
antibacterial

Actualmente existen una variedad de métodos los cuales son
escogidos principalmente por su practicidad en cada uno de los
diferentes sistemas de cultivo y especies mas comunes con que se
trabaja. A continuacion se analizan las caracteristicas de las
principales técnicas de medicacion (Herwig, 1979).

2.2.2.1. Baiios

Es una practica comun en acuacultura, especialmente aplicada en
cultives de peces, siendo en algunos casos reportado su uso en el
cultivo de camarones. Se caracteriza por su simpleza, facil aplicacion
y baja inversion, se emplea generalmente para eliminar o reducir
bacterias presentes en el agua y para la eliminacion de parasitos
externos e internos cuando otros métodos no son viables, por ejemplo:
cuando el estadio larval del organismo a cultivar es pequeno, siendo
dificultoso el suministro de una dieta oral.

Combinacion de drogas y quimicos es importante considerar al
memento de aplicar, ya que pueden causar efectos toxicos al
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organismo enfermo. Cambios de pH en el agua deben ser tomados en
cuenta, ya que pueden originar poderosos antibioticos. como también
compuestos completamente inactivos

Roque er al 1998, encontré dificultades al realizar bafos, debido a que
gran parte de la droga se pierde o lixivia con algunos compuestos
presentes en el agua de mar; esto conlleva a la aplicacion de mas
antibiotico para asegurar un buen tratamiento.

Dentro de este tipo de terapia, existen dos variantes principales: la
inmersion y el reflujo.

La técnica de inmersion consiste en sumergir a los organismos en un
lugar determinado del medio donde habitan, ya sea por periodos
largos o cortos de tiempo, esto depende de la concentracion del
compuesto al que haya sido expuesto el organismo. Luego de
terminado el tiempo de inmersion, los organismos son conducidos a
otro ambiente independiente sin la presencia de ningtin quimico.

La técnica de reflujo es considerado exclusivamente para un sistema
abierto de produccion. La droga o medicamento es adicionado en
forma concentrada en las entradas de agua, permitiendo que esta se
disuelva por todo el estanque. La duracion del tratamiento es regulada
controlando la cantidad de agua que ingresa mientras la droga esta
disuelta en el medio acuoso. Es importante considerar los patrones de
flujo de agua, ya que ocasionalmente la droga pueda que no llegue a
puntos muertos de la piscina creando focos infecciosos y resistencia al
farmaco. Esta técnica debe ser repetida periodicamente.

2.2.2.2. Administracion Parenteral

Es el método mas efectivo y directo para la administracion y
evaluacion de nuevos antibioticos, su aplicacion esta destinada a
estudiar la farmacocinética y biodisponibilidad del antibiotico
(Lewbart er al 1997). Estudios realizados con diferentes antibioticos
en peces (Uno, 1996; Uno er al 1997, Sohlberg er al 1994) y
crustaceos (Park er al 1995, Chien y Chen 1996), han preferido e
método parenteral debido a que, a diferencia de otros métodos
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permite conocer con relativa certeza la cantidad real de droga que ha
sido suministrada y aprovechada por el organismo.

Sin embargo, la inyeccion de soluciones antibioticas es una alternativa
poco comun en la mayoria de los cultivos acuicolas. La cantidad y el
tamaiio de los organismos son factores limitantes , inclusive a pesar de
trabajar con un numero pequefio de organismos, el estrés provocado
por la captura y puncion limita el uso de esta técnica (Herwig, 1979).

2223, Administracion Oral

La aplicacion de dietas medicadas en acuacultura es una de las
técnicas mas comunes que nos permite suministrar la droga a grandes
poblaciones sin requerir mayores modificaciones en las condiciones
de cultivo, reconocida como la técnica mas practica para suministrar
antibiotico a organismos acuaticos (Alderman, 1988),

El empleo de esta técnica nos permite ahorrar tiempo y esfuerzo,
debido a que grandes extensiones de produccion se encuentran
implicadas al momento de medicar, sin embargo existen ciertos
inconvenientes que son importantes tomarlos en cuenta.

Al momento de suministrar el alimento medicado en el estanque este
ne se distribuye uniformemente entre los organismos, originando que,
aquellos animales que se encuentran débiles o menos agresivos
reciban poco o ninguna medicacion, por otro lado, aquellos que estan
saludables probablemente consuman una sobre dosis del alimento.
Causas de este comportamiento, se debe a que uno de los primeros
sintomas que se observan en una seria infeccion es la falta de apetito,
provocando que los organismos que encuentran mas enfermos no
reciban probablemente ninguna medicacion. De esta forma, los
organismos que requieren con mayor necesidad el alimento medicado
son privados del antibiotico, mientras que, aquellos que se alimentan
de sobre manera corren el riesgo de ser envenenados pudiendoles
causar la muerte.

Una de las ventajas de esta técnica, es que se puede utilizar
antibioticos hidrosolubles, aunque los mas recomendables son
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aquellos compuestos insolubles en agua debido a que estos no se
lixivian con la rapidez que lo hacen los compuestos hidrosolubles. Un
importante aspecto de esta técnica es la reduccion de las interacciones
droga-medio de cultivo, al ser aislado el antibidtico de la carga
organica e inorganica del agua.

Existen dos formas basicas de aplicar la droga en el alimento
balanceado. Recubrir el alimento con el farmaco, o mezclar el
antibiotico durante la elaboracion del pellet. El primer método es
factible cuando se utilizan antibiticos que son susceptibles a las
temperaturas generadas en los procesos de pelletizacion : 75- 95°C
(Cuzon et al 1994, Slinger et al 1979). La elaboraciéon requiere
principalmente de un mediador o recubridor que permita una mayor
estabilidad y eficacia del antibiotico. Cominmente se suelen utilizar
diferentes aglutinantes tales como: aceite de higado de bacalao,
alginatos, gelatina, almidones, etc. Una ventaja importante de esta
técnica es que la preparacion del alimento medicado se puede realizar
en la misma estacion de cultivo, lo que permite realizar una
intervencion rapida frente a un evento o enfermedad. Sin embargo, las
pérdidas que se originan por efectos de lixiviacion del antibitico son
de gran importancia.

La segunda opcion la cual consiste en la inclusion del compuesto
antibacteriano durante la elaboracion de la dieta es otra opcion
disponible. Si bien es cierto que las pérdidas por lixiviacion son
menores (Rigos er al/ 1999) la degradacion térmica del compuesto
debido a las altas temperaturas que se alcanzan durante la elaboracion,
junto con la posible quelacion del antibiotico con los compuestos
presentes en la dieta (Reyes, 2000), dan como resultado una dieta
medicada con concentraciones sub terapéuticas de poca eficiencia
antibacterial. Adicionalmente, el tiempo y costo que representa
elaborar una dieta medicada en las fabricas de balanceado, constituye
una dificultad para el productor, lo cual no le impide actuar con
rapidez frente a una enfermedad.

No obstante, gran parte de las investigaciones sobre el uso de
antibidticos en el crecimiento de peces y camarones (Rawles er af
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1987, Ceorliss ¢f &/ 1977), asi como estudios relacienades con la
tarmacecinetica (Une ef al 1992) y residualidad en tejidos de peces
(Semsini ¢f w/ 1997, Du e al 1995), mencionan a la administracion
oral, ceme la iécnica mas efectiva para suministrar antibioticos
mediante dietas medicadas.

2.3. PROBLEMATICA DEL USO DE ANTIBIOTICOS

LLes antibiotices al ser incorporados en la elaboracion de una dieta
medicada, v esta ha su ves, al entrar en contacto con el medio acuoso
donde habitan los organismes, el compuesto antibacteriano presenta
ciertes problemas especialmente en su cencentracién, por lo que es
impertante tomar en cuenta este aspecte si se desea realizar una
medicacion efectiva. la influencia de ciertos factores wmedio
ambientales tales como: salinidad. temperatura, intensidad luminica.
fermacien de complejos, quelacion, etc, sobre la estabilidad,
efectividad y residualidad del farmaco seran tratados en este capitulo.

Adicienalmente, Rigos e/ a/ (1994) propenen que para realizar una
exitesa terapia con antibioticos se deben considerar algunes criterios:

El antibietico debe ser distribuido uniformemente en el alimento
balanceado administrande cantidades suficientes del compuesto.
sin afectar la palatabilidad del alimento medicado.

- La drega debe ser estable en la dieta y su disponibilidad no debe
ser afectada por la compesicion del alimento.

- La lixiviacion del antibiotice debe ser insignificante antes de ser
consumido por el oreanismo

La digestibilidad del antibiotice debe alcanzar niveles
satisfacterios

Ve esta ferma, tomande en cuenta las recomendaciones mencionadas.
se evitara que la perdida del antibiotico especialmente por efectos de



lixiviacion contribuyan a la formacion de bacterias resistentes a los
farmacos.

2.3.1. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DE LOS
ANTIBIOTICOS

Los antibioticos poseen ciertas caracteristicas fisico-quimicas que den
tomarse en cuenta la momento de ser aplicadas, ya sea en un
tratamiento profilactico o terapéutico. Dentro de las caracteristicas
mas relevantes tenemos: fotosensibilidad y formacion de complejos o
quelatos.

2.3.1.1. Fotosensibilidad

La fotosensibilidad puede ser definido como el proceso en el cual un
compuesto es alterado directamente por la accion de la luz visible
(300 — 800 nm) o indirectamente por otro componente el cual absorbio
luz. Lunestad er al (1995), examinaron la fotosensibilidad de 8
soluciones antibidticas en tubos de cuarzo sumergidos a un metro en
agua de mar. Se determino que la oxitetraciclina, furazolidona, acido
oxolinico y flumequina perdieron toda su actividad antibacteriana
después de 21 dias de exposicion por efectos de la luz.

En otra investigacion realizada por Samuelsen (1989), donde evaluo el
proceso degradatorio de la oxitetraciclina con diferentes condiciones
de luz y temperatura, determino pérdidas del 80% a 15°C y 40% a
4°C. El autor concluye, que a mas de ser la luz un factor relevante en
la pérdida del antibiotico, la temperatura también juega un rol
importante en la actividad antibacterial.

2.3.1.2. Formacion de compiejos

El agua de mar tiene una variedad de compuestos quimicos entre los
cuales tenemos al sodio, potasio, calcio y magnesio como los cationes
divalentes de mayor importancia en el agua de mar (Pykowics y
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Kester, 1971). Estos elementos quimicos han sido mencionados como
los posibles causantes de la inactividad de ciertos antibioticos frente a
las bacterias patogenas

Se ha mencionado principalmente la capacidad de los iones Ca'" y
Mg " por su habilidad para formar complejos con los antibioticos
demostrando reducida actividad antibacterial (Barnes et al 1995;
Pursell er al 1995).

Goodman et al (1981) mencionaron que la pérdida de la actividad
antibacteriana por parte de la oxitetraciclina unida con los iones Ca™
y Mg, debe producirse por la alteracion de la carga molecular del
antibiotico, lo que impide su paso a través de las membranas
biologicas lipidicas, junto con la consecuente incapacidad de ingresar
en las células bacterianas para actuar sobre los ribosomas.

Posteriormente, Lunestad y Goksoyr (1990) demostraron que al diluir
oxitetraciclina (OTC) en concentraciones de 0.5 a 100 ppm en agua de
mar, tal solo el 5% del antibiotico se mantiene libre, debido a que el
restante 95% demostro su capacidad de quelacion frente a los iones
calcio y magnesio presentes en el agua de mar. Tomando en cuenta
estos resultados, los autores recomiendas que para la preparacion de
medios de cultivo destinados a evaluar las concentraciones inhibitorias
de los farmacos en bacterias marinas, deben de incluir un 70% de agua
salada natural, caso contrario. los resultados se subestimaran entre 4 y
32 veces.

Estudios efectuados con otros compuestos antibacterianos, realizados
por Ratcliffe ef al (1983) y Smith ef al (1988) determinaron que el pH
del agua junto con el ion magnesio. son los causantes de una baja
actividad antibacterial de la flumequina (antibiotico) principalmente
en rangos de pH altos. Esta indicacion sugiere que la complexacion
entre las cargas negativas de flumequina y el ion magnesio, contribuve
en los efectos inhibitorios de antibiotico.

De esta manera, es evidente que los elementos quimicos presenies en
el agua de mar juegan un rol importante en la efectividad de un



antibiotico, por lo que es importante considerar las caracteristicas del
compuesto antes de entrar en contacto con e | medio acuoso.

2.3.2. DIETAS MEDICADAS

Al momento de suministrar un tratamiento terapéutico al organismo
en cultivo a través de una dieta medicada, el antibiotico esta se
expuesto a diferentes condiciones adversas, esto es desde la
elaboracion de la dieta medicada hasta el momento que entra en
contacto con el agua de mar.

Aspectos tales como la palatabilidad del antibidtico, pérdidas por
lixiviacion y manufactura del alimento medicado, seran considerados
en esta investigacion.

2.3.2.1. Palatabilidad

Es conocida la disminucion en el consumo de alimento por parte de
las especies acuaticas al ser sometidas a cambios en el tipo de dieta.
Con mayor razon aun, sucede este efecto al momento de suministrar
una dieta medicada, de hecho, la reduccion en el consumo de alimento
puede ser mucho mas drastico que cuando se lo hace con una dieta sin
antibiotico (Bell, 1992).

Algunas drogas no son palatables, y esto puede confirmarse en
especies que se encuentran en buen estado de salud, donde se observa
una drastica reduccion en el consumo de alimento. Samuelsen er a/
(1992) determinaron que al suministrar las drogas a través del
alimento, solo un 20% del alimento medicado es aprovechado por el
pez, mientras un 70-80% de la dieta no es consumida, finalizando en
el fondo de las piscinas. Este efecto ha sido demostrado por Hustvedt
et al (1991), quienes determinaron una reduccion del 61% en la toma
del alimento medicado con OTC por parte de la trucha arco iris.

Estudios con Penaeus aztecus demostraron una decreciente captacion
del alimento en relacion a una ascendente concentracion de OTC en la
dieta (Corliss er al 1977). De la misma forma Park er al (1994)
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observaron una relacion inversa entre el consumo de alimento y la
concentracion del antibiotico utilizando sarafloxacina en camarones
Litopenaeus vannamei.

Frente a esta problematica, y tratando de reducir este fenomeno, Bell
(1992), plantea una serie de recomendaciones:

Detener la alimentacion dias antes de iniciar el tratamiento y de
esa forma incrementar el apetito.

Reducir la tasa de alimentacion diaria.

L]

Utilizar dietas de diferente composicion eligiendo aquellas con
mayor grado de atractabilidad.

Recubrir con sustancias atractactes (aceite de higado de bacalao,
de calamar, etc)con el proposito de enmascarar el efecto del
farmaco.

23.2.2, Lixiviacion

Lixiviacion, proceso mediante el cual los componentes hidrosolubles
de una dieta artificial se disuelven en un medio acuoso, es sin duda el
mecanismo que influye en la mayor o menor presencia de residuos de
antibioticos en sedimentos de piscinas camaroneras (Nygaard ef al
1992). De esta forma, la medicion de la tasa de lixiviacion de las
dietas es un indicativo de su calidad (Lim y Cuzon, 1994),

De igual forma, alimentos medicados que mantengan por mayor
tiempo los antibidticos en su composicion, permitiran un incremento
en el aprovechamiento del tratamiento.

Varios son los factores mencionados como causantes de las pérdidas
de antibioticos durante el proceso de lixiviacion en dietas medicadas.
Entre ellos tenemos: temperatura, pH, la relacion volumen-area del
pellet (Duis er al 1995) y caracteristicas quimicas del antibidtico
(Lunestad er al 1995; Lunestad y Goksoyr, 1990).
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En forma especifica, Sermwatanakul y Ounkon (1997). mencionan
que el incremento de la lixiviacion del antibiotico esta relacionado con
el aumento del area superficial del pellet y de la salinidad.

De las publicaciones reportadas sobre el tema, la mayoria describen
trabajos en donde la droga es aplicada en forma de recubrimiento, y
protegida de la lixiviacion mediante el uso de un aglutinante. Pearson
y Charatchakool (1999), determinaron pérdidas de OTC en dietas
medicadas para peces mayores al 40% después de 30 minutos de
inmersion en agua salobre a 27°C. De igual forma, un trabajo que
comparo el efecto aglutinante del aceite de higado de bacalao versus
el alginato de sodio en dietas recubiertas con OTC, obtuvo pérdidas
del 50.5% y 24.1%, respectivamente, después de 15 minutos de
lixiviacion en agua dulce a 12°C, pH 6.5. con aireacion constante
(Duis et al 1995),

Recientemente Rigos ef al (1999) comprobaron como el alimento
balanceado pierde mas OTC (47%) si esta es aplicada como
recubrimiento del pellet junto con aceite de pescado, antes que si se la
incluye en la elaboracion de la dieta (pérdida del 6%). después de
haber permanecido por 3 minutos en agua salada a 24 "C. Los autores
concluyen que la inclusion del antibiético en la mezcla de los
ingredientes de la dieta, origina una reduccion importante en las
pérdidas por lixiviacion. Adicionalmente, en esta misma
investigacion, al realizar pruebas con temperaturas de 16°C, se
observo como la lixiviacion de OTC se redujo a un 42%.

2.3.23. Manufacturacion de dietas

Un aspecto poco estudiado, pero de similar importancia al de
lixiviacion, son las perdidas del antibidtico durante los procesos de
manufactura en dietas medicadas. Los compuestos antibacteriales
pierden su efectividad debido a la reduccion del compuesto activo, ya
que se presentan ciertas condiciones adversas en las cada uno de
etapas de elaboracion.
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Dependiendo de las etapas del proceso de elaboracion, el alimento
pueden tener una hidroestabilidad variable o alta. Alimentos con alta
hidroestabilidad, brindaran mayor proteccion al antibiético cuando se
incorpore en la dieta, reduciendo la lixiviacion del compuesto. Por
otro lado, aquellas drogas que son insolubles en agua no estaran
expuestas completamente al proceso de lixiviacion, mientras que, para
aquellos compuestos que son solubles en agua sucede lo contrario.

Durante el proceso de manufactura, la temperatura juega un papel
fundamental en cada una de las etapas de elaboracion, especialmente
en etapa de peletizado y secado de la dieta. Es por esta razon, que es
importante considerar las caracteristicas de la droga, ya que estas nos
diran si es o no sensible al calor. De esta forma, niveles de antibiotico
adicionados en la dieta puede reducirse significativamente, originando
dietas con concentraciones sub terapéuticas.

Por otro lado, si se conoce que la droga es altamente sensible al calor,
las pérdidas pueden ser compensadas incrementando una cantidad
adicional de la droga al inicio del proceso de elaboracion. Otra forma
de reemplazar las pérdidas es adicionando mas droga después de la
etapa de peletizado, es decir, en la etapa de coccion de la dieta.

Frelier (1995) explica que la degradacion de los farmacos, en este caso
para OTC, se debe a efectos de humedad, temperatura, presion , y
tiempo de exposicion al cual es sometida la droga durante la
elaboracion. Ademas, menciona como valores normales de pérdida del
antibiotico entre el 10 y 40% durante la manufactura de dietas
medicadas a nivel comercial.

Montoya y Toro (2000), al evaluar las perdidas de enrofloxacina
durante el proceso de elaboracion de una dieta medicada comercial,
determinaron que las mayores pérdidas del antibiotico se originaron
durante los procesos de molido (68.7%) y expandido (57.8%), con
valor promedio acumulado de pérdida del 81% al final de la
elaboracion de la dieta.

En otros estudios, Montoya y Reyes (2000) determinaron que las
mayores pérdidas de OTC durante la elaboracion de una dieta
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medicada en una planta piloto, se originaron en las etapas de mezclado
(6.4%) y secado (13.1%), teniendo una pérdida acumulada del 18.7%
al final de la elaboracion.

Es importante analizar las etapas de elaboracion del alimento, ya que
nos brinda un amplio conocimiento a la que es sometida la droga
desde el momento que es incluida en la dieta.

Asi pues, sabiendo las etapas de manufactura por donde es sometido el
alimento medicado, se conoceran las caracteristicas fisicas del pellet,
tales como: estabilidad del alimento o indice de permeabilidad,
granulometria, tamafio del pellet, etc. Todas estas caracteristicas
permitiran una mayor o menor lixiviacion del antibidtico al momento
de entrar en contacto con el medio acuoso.

2.4. RECUBRIDORES O AGLUTINANTES

Los aglutinantes son sustancias empleadas para incrementar la
eficiencia de pellet durante los procesos de elaboracion, reducir el
desperdicio de particulas pequenas y producir dietas estables capaces
de mantener la forma y textura del alimento balanceado (Tacon,
1989). Aglutinantes tales como alginatos, geles, aceites, sustancias
hemicelulosas, etc, son empleados con regularidad para incrementar la
dureza del pellet y mantener unidas los distintos ingredientes que
componen el alimento.

Sin embargo, frente a la problematica existente debido al uso de
antibioticos en el cultivo de organismos acuaticos, existe la alternativa
del uso de aglutinantes como recubridores del alimento medicado, los
cuales en algunos casos han permitido una mayor estabilidad de
antibiotico debido a la capacidad de envolver el alimento evitando las
pérdidas que se originan por la lixiviacion. Pocos son los reportes que
mencionan su aplicacion en dietas medicadas, no obstante, Duis et a/
(1995), estudiaron la lixiviacion de los antibioticos OTC, acido
oxolinico, amoxicilina y sulfonamida, usando aceite de higado de
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bacalao y alginato de sodio mas calcio como recubridores. Las
pérdidas de los antibioticos recubiertas con aceite de pescado fueron
altas, con perdidas entre 42 y 67% después de permanecer 15 minutos
de inmersion. Por el contrario, cuando se utilizo alginato de sodio mas
calcio las pérdidas disminuyeron entre 6.3 y 24% en el mismo tiempo
de inmersion.

Por otro lado, Langdon y Buchal (1998), explican que los recubridores
tipicamente usados como la zeina, alginatos y otras matrices
coloidales, actuan con éxito en sustancias con alto peso molecular e
insolubles en agua, mientras que, al usar estos recubridores para
eliminar la lixiviacion de compuestos de bajo peso molecular y
solubles en agua, como los antibioticos, vitaminas y aminoacidos, su
capacidad de retencion es minima aumentando las pérdidas por
lixiviacion.

Otro aspecto importante a tomar en consideracion, es la concentracion
o cantidad de recubridor que se utilice. Reinitz (1983) considera
concentraciones entre 1 y 2% del recubridor como exitosas para su
aplicacion evitando la lixiviacion. Sin embargo, estudios realizados
por Partridge y Southgate (1999), explican que concentraciones entre
el 2 y 3% son las recomendadas para la retencion de nutrientes
esenciales, reduciendo las perdidas por lixiviacion,

En la presente investigacion se ha tomado en consideracion el aceite
de pescado, la gelatina natural y el alginato de sodio como
recubridores para su evaluacion en las perdidas de FLO durante el
proceso de lixiviacion. A continuacion se describen algunas
caracteristicas relevantes que nos explican sus cualidades como
aglutinantes.

2.4.1. GELATINA

La gelatina es una sustancia de origen animal formada por proteinas y
usada en la alimentacion. Se extrae de pieles, huesos y otros tejidos
animales mediante tratamientos con alcalis o acidos. Es muy facil de



digerir y aunque sea 100% proteina su valor nutritivo es incompleto al
ser deficiente en ciertos aminoacidos esenciales.

La obtencion de la gelatina se logra mediante [a separacion de las
cadenas que conforman la triple hélice de la molécula de colagena.
Esta separacion ocurre por el rompimiento de los puentes de
hidrégeno que unen a las tres cadenas de la colagena. La gelatina
contiene a estas moléculas como cadenas lineales individuales. Cada
cadena de la molécula de gelatina, se compone por la secuencia de
amino e iminoacidos por enlaces peptidicos.

La composicion de la gelatina natural sin aditivos ni conservantes, es
la siguiente:

- 84 -90% de proteina
- 1 - 2% de sales minerales

- 8-15%deagua

Uno de los factores mas importantes a la hora de establecer la calidad
de la gelatina es el grado de firmeza y fuerza del gel una ves cuajado.
La gelatina seca al ponerla en contacto con un liquido lo absorbe y se
hincha. Al calentar el liquido se forma un fluido coloidal, y esta a
medida que se enfria la viscosidad del fluido aumenta solidificandose.

Ciertas caracteristicas como su alto valor biolégico y nulo sabor que
caracteriza este tipo de proteina, le permite su uso en numerosas
aplicaciones, con especial atencion en la industria alimentaria. Entre
las principales funciones que desempefia la gelatina tenemos las
siguientes:

Gelificar, espesar, emulsionar, retener humedad, mejorar la
consistencia de alimentos, conseguir adherencia, recubrir, etc.

2.4.2. ALGINATO DE SODIO
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Los alginatos son extractos de algas pardas de la clase
Phaeophycaeae. Las principales especies usadas industrialmente son
de las familias Fucaceas, Laminariaceas , Alaridceas y Lessoniaceas.
Se encuentran a lo largo de las costas rocosas del Atlantico Norte,
principalmente en los Estados Unidos, Gran Bretafia, Francia y
Noruega.

Se trata de macromoléculas lineales constituidas por dos tipos de
monomeros unidos en (1-4); el acido b-D manurénico y el acido a-L
gulurénico. Estas macromoléculas tienen un peso molecular
comprendido entre 20.000 y 200.000. La relacion ponderal
manurénico / guluronico, asi como el reparto de motivos a lo largo de
la cadena, varian de un extracto a otro, y determinan las propiedades
del polimero, especialmente su gelificacion. Esto depende
orincipalmente de la especie de alga, y en menor grado de la madurez
del alga y del area de cosecha.

Los procedimientos de preparacion estan basados en las propiedades
de solubilidad de los alginatos, segun su estado ionico y su poder
complejante con el calcio. Un tratamiento preliminar de las algas con
an acido, permite eliminar los iones calcio unidos al alginato. La
solubilizacion de las macromoléculas se obtiene a continuacion al
neutralizar con una base (generalmente NaOH) formando una sal
alcalina. El alginato se precipita por reacidificacion, bajo la forma de
acido alginico o por la adicion de cloruro calcico, bajo forma de
alginato calcico. En algunos casos el calcio se elimina por un nuevo
tratamiento acido.

Los alginatos se han empleado como aglutinante junto con el
carrageno en alimentos microparticulados para la nutricion en
larvicultura marina, en alimentos experimentales y semi comerciales
para engorde de camarones marinos y de agua dulce, y diferentes
especies de peces (Cruz-Suarez ef al., 2000).

La atractabilidad, palatabilidad, textura y estabilidad en el agua de los
alimentos para camaron, son factores criticos para obtener tasas
maximas de ingestion que permitan cubrir los nutrientes requeridos y
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lograr el maximo crecimiento, especialmente cuando los alimentos
son suministrados con poca frecuencia (Cruz-Suarez et al., 2000).

El alginato de sodio es reconocido como un fuerte recubridor, debido
a su habilidad para formar soluciones viscosas y geles en la presencia
de cationes polivalentes. Mejora la estabilidad de los pellets en el
agua, de tal forma que reduce las perdidas de nutrientes v evita la
contaminacion del medio liquido (Spyridakis ef al., 1988).

2.4.3. ACEITE DE PESCADO

Los lipidos son un grupo de compuestos de estructura heterogénea
muy abundantes en la naturaleza, del que las grasas y los aceites son
los representantes mas importantes. Estan formados por carbono,
oxigeno e hidrogeno, y en ciertos casos pueden contener fosforo y
nitrogeno. Tienen la particularidad de que son solubles en disolventes
organicos e insolubles en agua, de hecho, esa es la definicion de
lipidos: compuestos solubles en eter, cloroformo y otros disolventes
no polares, pero insolubles en agua.

Ademas de su valor nutritivo, los lipidos contribuyen en muchos
aspectos en la textura de los alimentos, sirve como vehiculo de las
vitaminas liposolubles e influyen en el sabor de varios productos
alimenticios.

Las grasas y los aceites se clasifican como lipidos simples, y son la
clase de lipidos mas abundante en la naturaleza, seguidos de otros de
menos importancia como las ceras, los fosfolipidos, los glucolipidos,
las lipoproteinas y los acidos grasos libres

El aceite de pescado es un triacilglicerol que se caracteriza por ser rnco
en acidos grasos insaturados. Los acidos grasos insaturados tienen una
mayor reactividad quimica que los saturados debido a la presencia de
dobles ligaduras. Estos acidos predominan de los saturados,
especialmente en los aceites vegetales y en las grasas de animales
marinos que viven a bajas temperaturas. Su punto de fusion disminuye
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a medida que aumenta el grado de instauracion y su sensibilidad a las
reacciones de oxidacion, es mayor cuanto mas insaturado sea el acido.

Generalmente los aceites que son liquidos a temperatura ambiente
tienden a tener un mayor contenido de acidos grasos insaturados que
las grasas solidas, sin embargo no es correcto decir que todos los
aceites liquidos son ricos e insaturados ya que existen varias
excepciones muy importantes a esta regla.

Las grasas y aceites de uso comercial en alimentos provienen de
fuentes de animales y vegetales. Las primeras se obtienen de los
teidos adiposos de los animales que han sido sacrificados y
procesados; estos tejidos se someten a un proceso térmico para romper
las celulas animales y liberar la grasa. A los lipidos obtenidos
directamente del animal se los denomina grasas y aceites crudos, y
contienen una cierta concentracion de compuestos no lipidos. Dichas
sustancias que comunmente se encuentran como contaminantes son
aquellos que contribuyen al olor, inestabilidad , espumado y otros
defectos de los lipidos (Dergal, 1997).
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3. MATERIALES Y METODOS

En la presente investigacion se hicieron estudios de florfenicol (FLO)
en dietas artificiales con diferentes concentraciones de antibitico y la
aplicacion de recubridores durante el proceso de lixiviacion, ademas
de un bioensayo. Se implanté un método para la deteccion consistente
de florfenicol mediante HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Performancia).

3.1. LUGAR DE REALIZACION

La presente investigacion se llevo a cabo en el “CENTRO
NACIONAL DE ACUACULTURA E INVESTIGACIONES
MARINAS” CENAIM, perteneciente a la Universidad Politécnica del
Litoral (ESPOL), ubicado en el canton Santa Elena, provincia del
Guayas

3.2. COMPUESTOS QUIMICOS

Los compuestos utilizados como agentes protectores en las dietas
medicadas son los siguientes:

Gelatina sin sabor (Royal), alginato de sodio ( Wake Pure Chemical
Industries Ltd.), cloruro de calcio di-hidratado (WakoPure Chemical
Industries, Ltd.) y aceite de pescado.

El antibiotico utilizado para la elaboracion de todas las dietas
medicadas es un estandar de florfenicol de alta pureza (98.5%) donado
por Polidist®

3.3. DIETAS MEDICADAS

33.1. ELABORACION
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Al momento de la elaboracion de las dietas medicadas en la planta
piloto del CENAIM, existieron dos parametros que se desconocian. El
primero fue el porcentaje de pérdida del antibiotico (FLO) que se
originaba como efecto de los procesos de manufactura, y el segundo,
determinar si era necesario utilizar algun tipo de excipiente que
permita una buena homogenizacion del antibiotico en la dieta. Dado
que al momento de la elaboracion de las dietas no se habian definido
aun las condiciones analiticas para la determinacion cromatografica de
FLO en dietas, se decidio asumir una pérdida teorica del 10%. El
antibiotico fue agregado en la pre-mezcla sin la adicion de ningln
excipiente realizando la mezcla de este con los ingredientes de la dieta
en forma lenta y progresiva tratando en lo posible de obtener una
buena homogenizacion.

La formula base que se utilizo para las pruebas de lixiviacion y el
desarrollo del bioensayo correspondio a la formulacion de la dieta
CENAIM C40 (Cuadro 3).

Inicialmente se mezclaron todas las harinas vegetales y animales de la
formulacion para elaborar un total de 10 Kg de alimento. Terminada la
mezcla de los mismos se procedio a pesar tres porciones de 2 Kg cada
uno y una Gltima porcion de 4 Kg. Estos valores se obtuvieron
estimando la cantidad de dieta requerida para cada tratamiento
incluyendo a la dieta control. Finalmente se agregd la cantidad de
FLO (cuadro 4) a la mezcla de los ingredientes para cada uno de los
tratamientos.

A continuacion se procedi6 a la preparacion de los pellets,
homogenizando en un comienzo cada una de las dietas en una
mezcladora por alrededor de 10 minutos, periodo en el cual se
adicionaron los elementos liquidos tales como: aceite de pescado,
lecitina y agua. La masa obtenida fue pasada por dos ocasiones a
través de una compactadora, este equipo oprimio la masa dandole la
forma de fideos, mientras atravesaba por una matriz de 2.5 mm de
diametro. Durante el proceso de compactacion, los fideos alcanzaron
temperaturas de 79 + 4.5°C. Luego se secaron las dietas por 1 hora 45
minutos a temperaturas superiores a los 100°C en un secador de
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oranos y finalmente se trocearon manualmente en pedazos de entre 1 y
1.5 ¢cm. De la misma forma la dieta control fue elaborada siguiendo el
procedimiento descrito. Es importante mencionar que la temperatura
mayor a 100°C alcanzada en el secador de granos, se debio a fallas
producidas por el equipo, el cual se encontraba en mal estado durante
la elaboracion de las dietas.

Cuadro 3. Composicion de la formula base para las dietas
experimentales (CENAIM C40)

Materiales g/100 g de dieta
Harina de pescado 28.72
Pasta de soya 20.16
Polvillo de arroz 5.00
Gluten de trigo 5.00
Aceite de pescado 495
Lecitina liauida 1.00
Mezcla vitaminica * 1.00
Mezcla de minerales * 2.00
Aglutinantes 1.00
Antioxidante 0.002
Antihongo 0.07
Maicena 31.99

Tomado de: Departamento de nutricion CENAIM
*Marca ROCHE
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Cuadro 4. Cantidad de dieta elaborada para cada concentracion con el
correspondiente peso del antibiotico adicionado

Dietas Conc. nominal Cantidad de Cantidad de
(ppm FLO) alimento (Kg) FLO (mg)

L1 50 20 110
L2 100 4.0 440
L3 200 2.0 440
P-150 150 2.5 500
Le¢ (Control) - 2.0 g

Establecidas las condiciones analiticas para la determinacion de FLO
mediante HPLC en dietas medicadas, el analisis de las mismas,
demostraron que las pérdidas del antibi6tico por efecto del proceso de
manufactura eran superiores a las esperadas. Por este motivo se
determind realizar una dieta adicional (P-150) a las tres vya
mencionadas, misma que seria utilizada en el bioensayo de
palatabilidad, para el efecto se sigui¢ el mismo procedimiento descrito
anteriormente. El analisis en contenido de FLO de la dieta P-150
arrojo como resultado una concentracion final de 150 mg de FLO/ Kg
dieta

3.3.2. PERDIDAS POR PROCESO DE MANUFACTURA

Para estimar las pérdidas de FLO en cada una de las etapas del
proceso de manufactura, asi como la pérdida acumulada durante la
elaboracion de las dietas, se tomaron muestras de aproximadamente
25 g por triplicado en cada una de las etapas del proceso de
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elaboracion (figura 4). Cada una de las muestras fueron analizadas en
su contenido de FLO mediante HPLC.

Las muestras fueron guardadas en fundas, saturadas con nitrogeno y
mantenidas a —20°C hasta ser analizadas.

Premczcla

—
Peletizado |
|

/ Peletizado u I
\J'

b

Figura 4. Diagrama de toma de muestras en cada una de las etapas de
elaboracion del alimento medicado

33.3. PERDIDAS POR LIXIVIACION EN DIETAS
MEDICADAS
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La lixiviacion, proceso mediante el cual el componente hidrosoluble
de una dieta medicada se disuelve en un medio acuoso, puede ser
cuantificado mediante dos métodos:

a) Determinando la concentracion de la droga presente en el agua
debido a la disolucion del farmaco, y/o

b) Cuantificando la cantidad de antibiotico que se mantiene en el
alimento medicado luego de permanecer sumergido en un
medio acuoso.

Para nuestro estudio, la primera alternativa fue escogida, debido a su
practicidad y a la poca cantidad de material requerido para cuantificar
el antibiotico. De esta manera, el procedimiento para evaluar la
pérdida del antibiotico en el alimento medicado se baso en la
metodologia descrita por Montoya y Reyes (2000), la cual se describe
a continuacion:

» Fiolas de 125 ml de capacidad (triplicado /tratamiento) son
adicionadas con 100 ml de agua de mar filtrada por 50 pm.

» Se colocaron las fiolas en el agitador, y se esperd hasta que la
temperatura del bafio Maria se regule en 25 £ 1 °C.

» Aproximadamente se utilizé 1.0 g de dieta por fiola

» Homogenizar manualmente el tamafio de los pellets (1 — 1.5
cm) y agregarlos a cada una de las fiolas

» Encender el agitador y ajustarlo a 70 RPM.
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Luego de los primeros 15 minutos, detener el agitador e iniciar
el muestreo del agua. Tomar 500 pl de liquido con una
micropipeta automatica. Filtrar la muestra por 0.2 pm y
recogerla en un vial ambar.

Inmediatamente después de concluir con el primer muestreo,
reiniciar la agitacion.

Continuar la toma de muestras después de 30, 45, 60, 90, 120 y
240 minutos.

Guardar los viales con su respectiva muestra en refrigeracion a
- 5 °C (si se va a inyectar en pocas horas)

Inyectar S0ul de las muestras de liquido en el cromatografo

Efectuar los calculos para cuantificar la pérdida por lixiviacion
de FLO sufrida por el alimento balanceado

Los valores de cuentas de area obtenidos por el integrador del sistema,
fueron transformados en un valor de concentracion (pg FLO/ml)
mediante la ecuacion de regresion lineal obtenida a partir de la curva
de calibracion para el antibiotico (ver item 4.5.2).

Obtenido el valor de la concentracion se procedio con los siguientes
calculos de acuerdo a las formulas establecidas:

Conc. e FLO (agua) * V
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Asi:
Conc. FLO (agua) — Cantidad de FLO desprendida de la

muestra de alimento (ug)

FLO (agua) = Concentracion de FLO en la muestra de
agua (pg/mi)

\Y% = Volumen de la fiola antes de tomar la muestra
(mi)

= * *

e PL=[Conc. s / C.w“ o A]* 100

PL = Porcentaje de FLO desprendido en el agua
por lixiviacion

C'peilet = Concentracion real de FLO en la dieta

(mg FLO/g)

A = Peso de muestra de alimento (mg)

Es de comin conocimiento que al aplicar un tratamiento terapéutico
usando dietas medicadas con antibioticos hidrosolubles, éstos, al
entrar en contacto con el agua, tienden a disolverse en el medio
acuoso mediante el proceso de lixiviacion.

Frente a esta problematica existe la alternativa del uso de aglutinantes
o recubridores. Estos han permitido, en algunos casos, una mayor
estabilidad del antibiotico durante el proceso de lixiviacion.

En el presente trabajo se evaluo el comportamiento que pueden ejercer
los recubridores para aminorar las pérdidas de FLO al entrar en
contacto con el agua de mar; adicionalmente, se analizo el efecto que
pueden originar estos sobre la palatabilidad del alimento medicado en
camarones juveniles Litopenaeus vannamei.
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A continuacion se describen los trabajos a evaluar:

3.3.3.1. Lixiviaciéon: Efecto de concentracion (FLO)

Con el proposito de evaluar el efecto de la concentracion del
antibidtico sobre las pérdidas por lixiviacion, se analizaron las dietas
L1, L2, L3 y LC (ver cuadro 4) recubiertas solo con aceite de pescado.
La inclusion del recubridor en las dietas fue al 5% (p/p). Su aplicacion
se realizo mediante un surtidor spray el cual permitié distribuir el
aceite de pescado por toda la dieta, luego mediante agitacion,
semejante al movimiento de un tambor se logré obtener un completo
homogenizado del recubridor en la dieta. Finalmente fue secada a
60°C por 45 minutos.

3.3.3.2. Efecto de agentes protectores sobre la lixiviacion y
palatabilidad en dietas medicadas

Las dieta medicada tomada a consideracién para esta investigacion fue
unicamente la dieta L2 (100 ppm). Los agentes protectores aplicados
fueron: aceite de pescado, alginato de sodio mas cloruro de calcio di-
hidratado y gelatina sin sabor, respectivamente. De esta manera, se
originaron los tratamientos descritos en el cuadro 5:

Cuadro 5. Agentes protectores aplicados en dieta L2 (100ppm)

Composicion Recubrimiento
Alimento + FLO 100 ppm Gelatina N
Alimento + FLO 100 ppm Alginato sodio + Ca’
Alimento + FLO 100 ppm Aceite de pescado
Alimento + FLO 100 ppm (sin recubrimiento)
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La cantidades utilizadas en el proceso de aplicacion para cada
recubridor en la dieta medicada se describe a continuacion:

» Aceite de pescado: se adiciono aceite de pescado en la dieta al
5% p/p (15g/300g dieta)

» Alginato de sodio: se prepar¢ una solucion al 2% de alginato
de sodio (p/v) con agua grado HPLC y se adicion6 47.8 g de la
solucion por cada 300 g de dieta. Ademas se agrego cloruro de
calcio di-hidratado (C12Ca 2H20) a razon de 8 g por cada 100
g de dieta.

» Gelatina: se preparo una solucion al 5% de gelatina (p/v) con
agua grado HPLC y se adicion6 47.81g de la solucion por cada
300 g de dieta

Al momento de agregar los recubridores en la dieta, este fue
adicionado mediante un surtidor a manera de spray en envases de
plastico junto con la dieta, tratando que sea distribuido aleatoreamente
y agitando manualmente asemejando al movimiento de un tambor,
hasta observar una distribucion homogénea del recubrimiento. Luego
fueron dejadas en reposo aproximadamente 10 minutos y a
continuacion fueron secados a 60°C por 45 minutos.

3.4. BIOENSAYO

El bioensayo fue dirigido a estudiar el efecto de tres recubridores:
aceite de pescado, alginato de sodio mas calcio y gelatina, sobre la
palatabilidad de dietas medicadas con FLO aplicadas a un tratamiento
terapéutico en juveniles de Litopenaeus vannamei, incluyendo ademas
un tratamiento de la misma dieta medicada sin recubrimiento
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(control). La denominacion para cada tratamiento se especifica en la
cuadro 6.

El experimento tubo un periodo de duracion de 14 dias, tiempo en el
cual se aplicaron los cuatros tratamientos descritos; alimentando
diariamente hasta completar las dos semanas de experimentacion

La concentracion utilizada en la dieta medicada fue de 150 ppm de
FLO/kg alimento, correspondiendo a dosis terapéuticas recomendadas
para su uso en camarones Litopenaeus vannamei.

Cuadro 6. Tratamientos aplicados durante el bioensayo de 14 dias en
juveniles Litopenaeus vannamei.

Tratamiento (Dieta P-150) Denominacion
Gelatina A
Aceite de pescado B
Control C
Alginato de sodio + calcio D

3.4.1. SISTEMA

El sistema constd de 24 acuarios rectangulares de plastico, divididos
en 6 grupos de 4 acuarios cada grupo, con un volumen operativo de
501, y un area de 0.18 m2.

El efecto de cada recubrimiento se evaiuo por sextuplicado, de esta
forma los acuarios se ubicaron en seis bloques de cuatro acuarios cada

uno, recibiendo aleatoriamente cada bloque uno de los cuatro
tratamientos (figura 5).
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Dentro de las condiciones experimentales cada acuario consto de: una
linea de entrada de agua salada para obtener un recambio del 100%
diario y mantener la calidad de agua en condiciones normales, un
drenaje vertical superficial mantuvo constante el nivel de agua y una
linea de aire con una piedra difusora al final. Adicionalmente se
colocod una malla que recubria cada uno de los acuarios impidiendo el
escape de los animales y el salto de estos entre acuarios.

El agua de mar (filtrada) utilizada para la alimentacion del sistema de

acuarios, se ubicd en un reservorio (2 m2) manteniendo el agua a
temperatura ambiente. Este brindaba abastecimiento constante a cada
acuario, evitando las fluctuaciones de temperatura por efecto del
recambio.

El sistema consté de 24 acuarios rectangulares de plastico, divididos
en 6 grupos de 4 acuarios cada grupo, con un volumen operativo de

501, y un area de 0.18 m2.

El efecto de cada recubrimiento se evalué por sextuplicado, de esta
forma los acuarios se ubicaron en seis bloques de cuatro acuarios cada
uno, recibiendo aleatoriamente cada bloque uno de los cuatro
tratamientos (figura 5).

Dentro de las condiciones experimentales cada acuario consto de: una
linea de entrada de agua salada para obtener un recambio del 100%
diario y mantener la calidad de agua en condiciones normales, un
drenaje vertical superficial mantuvo constante el nivel de agua y una
linea de aire con una piedra difusora al final. Adicionalmente se
colocé una malla que recubria cada uno de los acuarios impidiendo el
escape de los animales y el salto de estos entre acuarios.

El agua de mar (filtrada) utilizada para la alimentacion del sistema de

acuarios, se ubico en un reservorio (2 m2) manteniendo el agua a
temperatura ambiente. Este brindaba abastecimiento constante a cada
acuario, evitando las fluctuaciones de temperatura por efecto del
recambio.
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El fotoperiodo aplicado durante el desarrollo del bioensayo
correspondio a: 12 hrs. luz, 12 hrs. oscuridad.

3.4.2. ANIMALES

Juveniles de Litopenaeus vannamei fueron cedidos por CENAIM
gracias a la colaboracion de la srta. Martha Maldonado, estudiante de
maestria de CENAIM-ESPOL quien realizo el levantamiento de los
organismos desde el estadio de post larva en tanques exteriores de 500
toneladas. Hasta el momento de la captura, los organismos no habian
recibido ningin tratamiento terapéutico como parte del manejo de
engorde. Durante la siembra, un total de 9 animales / acuario fueron
pesados individualmente y seleccionados en base a su peso.
Camarones entre 0.8-1.5 g fueron seleccionados, obteniéndose un

peso promedio inicial de [.1 £0.05 g.

Durante tres dias de aclimatacion a las condiciones del set
experimental, los animales fueron alimentados ad libifum con la dieta
experimental CENAIM C40 libre de antibiotico

3.4.3. ALIMENTACION

Para el periodo de aclimatacion los organismos fueron alimentados
inicamente con la dieta D (sin antibiotico), y durante el desarrollo del
bioensayo se utilizaron las dietas A, B, Cy D

Durante el tratamiento terapéutico, el calculo de la dosis diaria de
alimentacion se baso en la biomasa presente por acuario,
considerandose para los calculos de alimentacion un 10% de la
misma. La racion diaria fue dividida en dos porciones iguales,
suministrandose a las 8h30 y 16h30.

Diariamente se hicieron correcciones de la cantidad de alimento a
suministrar por acuario considerandose para este calculo el nimero de
animales presentes por acuario y asumiéndose un crecimiento de un
gramo por semana para los organismos presentes en los diferentes
tratamientos.
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Previo al inicio del bioensayo. se pesaron y enfundaron porciones
suficientes de alimento para cada tratamiento. El alimento fue pesado
diariamente para cada tratamiento y la porcion restante fue conservado
en refrigeracion a —5°C para mantener la calidad del mismo.

FEEE EEEE
=EEE EEEE

Figura 5. Diagrama del disefio experimental del bioensayo

3.44. PROTOCOLOS
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Durante el ensayo, se determinaron parametros abioticos tales como:
temperatura, salinidad, pH y oxigeno disuelto; junto a estos se
evaluaron supervivencia, frecuencia de muda y consumo de alimento,
que serviran para la interpretacion de los resultados obtenidos a partir
del bioensavo.

LLos procedimientos utilizados para el registro de los mismos se
detallan a continuacion:

3.4.4.1. Parametros abioticos

Durante los 14 dias del bioensayo se monitorearon diariamente los
parametros fisico-quimicos como son: temperatura, salimdad. pH y
oxigeno, realizando las lecturas en horarios de 8h00 y 16h00.

La medicion de temperatura se realizo mediante un termometro de
mercurio, el oxigeno disuelto fue medido con un oxigenometro de
campo (YSI 85/12 FT), y la salinidad se verifico con un refractometro
de mano (ATAGO S/MILL-Japones). La medicion de pH se la realizo
con un medidor de pH de laboratorio. Para este efecto muestras de
agua fueron transportadas y registradas en su valor de pH en el
laboratorio utilizando el eauino TOA HM-5S.

3.44.2. Supervivencia

Con la finalidad de verificar la presencia de animales muertos y asi
determinar la supervivencia en los acuarios, diariamente se monitoreo
visual e individualmente cada acuario.

El nimero de animales vivos presentes por cada acuario fue la
referencia para los calculos de la racion diaria de alimento

3.4.4.3. Consumo de alimento

Para determinar la cantidad de alimento consumido por camaron,
diariamente se realizo el sifoneo de los tanques recuperandose la dieta
balanceada sobrante de la tarde anterior y de la primera dosis
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evaluar la cantidad de animales mudados contando el numero de
rostrums recuperados en el sifoneo

3.5. DETERMINACION DE FLORFENICOL (FLO) ViA
HPLC

El método analitico implantado para la determinacion cualitativa y
cuantitativa de florfenicol (FLO) mediante HPLC, incluyo una serie
de pasos entre los cuales tenemos: muestreo, almacenaje, extraccion y
analisis.

Las condiciones operativas del sistema para la determinacion de FLO
via HPLC, fueron extrapoladas del método original descrito por
Schering-Plough (2000). Metodologias de extraccion para FLO
descritas por Nagata y Saeki (1992) y Hormazabal et a/ (1993), fueron
analizadas y comparadas en su cuantificacion de FLO.,

3.5.1. EXTRACCION DE FLO

35.1.1. Equipos
» Biohomogenizador (Janke & Kunkel-Ultra Turrax T25)
» Centrifuga refrigerada (Kokusan H-2000 B)
» Sistema de evaporacion al vacié (Buchi RE 111, Sibata)
» Balanza analitica Mettler AE-240 (0.00001 g)
» Sonicador Branson 5200
» Congelador — 20°C (NIHON BIO Freezer)

3.5.1.2, Reactivos
» Acetona grado HPLC (Mallinckrodt Baker)
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n- hexano grado HPLC (Kanto chemical Co., Inc., Japon)
Agua grado HPLC (Milli Q)
Estandar de florfenicol (Polidist®)

3.5.1.3. Materiales

»
‘:_"

-

Tubos de centrifuga con tapa rosca (40 y 25 ml)
Peras de vidrio (50 ml)

Pipetas Pasteur

Pipetas graduadas y volumétricas

Viales ambar con tapa rosca y sello de teflon (2.5 ml)
Filtros (0.45um)

Jeringas descartables de 1ml

3.5.1.4. Solvente de extraccion

Debido a que no se contaba con un método establecido para la
extraccion de FLO a partir de dietas medicadas para camarones, se
procedio a investigar los procedimientos publicados. Luego de contar
con unos pocos meétodos, se observo que la principal variante entre
metodologias se centraba en el solvente de extraccion.

De esta forma, previo a la definicion del solvente de extracciéon mas
apropiado para la obtencion de FLO a partir de alimento balanceado
medicado, se probaron dos tipos de solventes de extraccion que se
detallan a continuacion:

r

e
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Etil Acetato (Nagata y Saeki, 1992), y
Acetona grado HPLC (Hormazabal et al 1993)



La eleccion del solvente mas apropiado para la extraccion de FLO, se
baso principalmente en los siguientes aspectos:

» Facilidad de trabajo con el extracto de la muestra.

» Obtencion de un extracto limpio, que demuestre una ves
inyectada la muestra en el cromatografo, un pico limpio y libre
de impurezas que pudieran interferir en su cuantificacion.

3.5.1.5. Procedimiento

La metodologia escogida para la extraccion de FLO a partir de
alimento medicado para camarones, fue un modificado del método
descrito por Hormazabal et al (1993) para la extraccion de FLO en
tejidos de peces mediante HPLC. Como se menciono anteriormente, la
Gnica variable entre los métodos descritos fue el solvente de
extraccion.

Un aproximado de 500 g de dieta terminada y/o pre-mezclas de las
dietas descritas en el capitulo anterior (cuadro 4) fueron colectadas
para su respectivo analisis en contenido de FLO.

Luego de la toma de muestras aquellas que no pudieron ser analizadas
inmediatamente fueron conservadas a —5°C. Antes del inicio del
analisis se estabilizo la temperatura de las muestras (temperatura
ambiente) y luego se procedié a seguir con la metodologia descrita a
continuacion:

» Pulverizar el alimento balanceado con la ayuda de un mortero
y tamizarlo a través de una malla de 500 um.

» Pesar aproximadamente 100 mg de muestra en una balanza
analitica Mettler AE-240 (0.00001 g) y colocarla en un tubo de
centrifuga de 40 ml.
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Agregar 10 ml de solvente de extraccion (acetona, grado
HPLC) al tubo de centrifuga con la muestra.

Proceder a la extraccion mediante el uso de un
biohomogenizador durante 1 minuto a 13500 rpm manteniendo
la temperatura baja con hielo.

E] homogenizado resultante dejar en reposo por 10 minutos y
luego proceder a centrifugar durante 10 minutos a 5000 rpm
manteniendo la temperatura a 4°C mediante la centrifuga
refrigerada.

Recoger el sobrenadante en un frasco pera (50 ml)
previamente rotulado.

Agregar 7 ml de solvente de extraccion (acetona grado HPLC)
al remanente de la muestra original y biohomogenizar durante
1 minuto a 13500 rpm , a 4°C para extraer cualquier residuo de
FLO presente aun en la muestra.

Recoger el sobrenadante y unirlo al obtenido en la primera
extraccion.

Rotaevaporar la totalidad de la solucion contenida en la pera a
temperatura inferior a 40°C.

Rediluir el remanente de la pera mediante dos lavados con fase
movil de 5 ml ¢/u. Mediante sonicacion ayudar a la disolucion
del farmaco presente en la pera después de cada lavado y
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3.5.1.6.

El porcentaje de recuperacion, es un valor que define la capacidad
extractiva que tiene el método.

verter el extracto obtenido en un nuevo tubo de centrifuga (25
ml).

En los extractos colectados aplicar dos lavados de 3 ml ¢/u de
n-hexano y mezclar vigorosamente durante 10 segundos.

Centrifugar el contenido durante 2 minutos a 4°C y 5000 rpm.

Desechar la capa organica junto con cualquier otro residuo
presente en el extracto.

Tomar 2 ml del extracto con una jeringa descartable de 1 ml y
pasarlo por un filtro descartable de 0.45 pm.

Recoger el filtrado en un vial ambar con tapa rosca de teflon y
conservarlos a —5°C hasta su analisis mediante HPLC.

Inyectar 50 pl del extracto.

Recuperacion del método de extraccion

El porcentaje de recuperacion del método de extraccion se determino
mediante la técnica conocida como “spike”. Mediante este método,
una concentracion conocida de antibiotico es afiadida a una matriz
(muestra), los resultados del analisis de extraccion de la misma son
comparados con la concentracion original conocida, determinandose
de esta forma el porcentaje de recuperacion.
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Para este estudio se tomaron seis replicas en la etapa de pre-mezcla de

una dieta elaborada en planta piloto de CENAIM cuya concentracion
teorica fue de 110 ppm de FLO.

El porcentaje de recuperacion se calculdé mediante la siguiente
formula:

PR = FLOf/ (FLOi / Ve) * 100

Asi:

PR = Porcentaje de recuperacion

FLO: = Cantidad de FLO adicionada a la muestra antes de la
extraccion(pg).

FLOf = Concentracion de FLO en el extracto (pg/ml)

Ve = Volumen del extracto (ml)

3.5.1.7. Presencia de picos endégenos

Este procedimiento consiste en verificar la presencia de alguna sefial
medible generada por la matriz de la muestra libre de antibiotico,
dentro del mismo rango del tiempo de retencion de FLO que podria
interferir en su cualificacion y cuantificacion cromatografica.

Para su determinacion se realizaron analisis extractivos (n = 3) en
dietas suplementadas con antibiético (FLO) y sin antibidtico para
determinar la presencia de picos endégenos en la matriz.

3.5.2. ANALISIS DE FLO ViA HPLC

Previo a la determinacion de las condiciones analiticas del equipo, se
verifico primero la capacidad del sistema para la deteccion y
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separacion de FLO, empleando la fase movil descrita por Schering
Plough (2000).

El desarrollo de este trabajo, consistio en pruebas de ensayos
inyectando diferentes concentraciones del analito, teniendo como
segundo objetivo la obtencion de un cromatograma donde el pico
generado por FLO se graficara de forma adecuada y sin la
interferencia de picos endogenos de la muestra del antibiotico.

Una ves determinada la presencia del analito, se procedio a definir las
condiciones operativas del sistema tomando en consideracion las
establecidas por Shering Plough (2000).

3.5.2.1. Equipos

Sistema de cromatografia liquida HPLC con inyector manual esta
constituido de:

» Bomba LC-10AT Shimadzu
» Inyector manual Rheodyne 7725i, con un bucle de 50 ml
» Detector UV/VIS SPD-6AV Shimadzu

» Columnas Shim-pack CLC-ODS de 15 c¢m de longitud y
diametro interno de 0.6 cm, ubicadas en serie

» Horno CTO-6A Shimadzu (ubicacion de columnas)

» Integrador/ registrador Shimadzu C-R4A

3.5.2.2. Reactivos
» Acido acético glacial 100% ( E. Merck, Darmstaldt, Alemania)
» Acetonitrilo grado HPLC (E. Merck, Darmstaldt, Alemania)
» Agua grado HPLC
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335.23. Materiales
» Sistema de filtracion al vacio (Kitasato)
» Membranas filtrantes de 0.45pum
» Microjeringa (250pul)

» Material de vidrio (pipetas graduadas, balon volumétrico y
probeta)

3.5.3. CONDICIONES OPERACIONALES DE HPLC

35.3.1. Flujo

Para el analisis de FLO un sistema de flujo isocratico, es decir, donde
el flujo de la fase movil es constante durante todo el analisis, fue
aplicado. Este se fijo en 1 ml/min.

3.5.3.2. Presion

La presion originada por el flujo de la fase movil en el sistema origino
valores entre 93 y 95 Kgf/em? . Estos valores se mostraron estables en
el sistema una ves establecidas las condiciones analiticas.

3.5.3.3. Temperatura

La temperatura del horno, donde permanecieron las columnas fue de
32°C. Este valor fue bastante constante durante todo el analisis de
FLO, mientras la temperatura ambiental se mantuvo a 28 + 1°C.

3.5.3.4. Longitud de onda

Para lograr la deteccion de FLO mediante el espectofotometro UV-
VIS (luz ultravioleta y rango de luz visible), este fue fijado a una
longitud de honda de 224 nm.
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3.5.4. PREPARACION DE FASE MOVIL

La fase movil utilizada fue la descrita por Schering Plough (2000). Su
preparacion se describe a continnacion:

Preparacion; La fase movil esta compuesta de tres componentes:
acetomtrilo (grado HPLC), agua grado HPLC y solucion acido glacial
al 10% v/v (disolucion de 10 ml de acido acético glacial en 90 ml de
agua grado HPLC).

» Mezclar los tres componentes en una probeta de vidrio en una
relacion 100:197:3 de acuerdo al orden mencionado
anteriormente. Es importante agregar lentamente cada uno de
los compuestos evitando la formacion de un precipitado.

» Filtracion: Preparada la fase movil, esta debe ser pasada por un
filtro de 0.45 um

» Desgacificacion: Un aspecto importante es la correcta
desgacificacion y sonicacion de la solucion. El sonicador emite
ondas de baja frecuencia que desprende los gases disueltos en
la solucion junto con una bomba de vacio. Es necesario tomar
en cuenta que después de que la fase movil ha sido filtrada esta
no debe ser expuesta al vacié ya que puede provocar cambios
en la concentracion de cada uno de sus componentes.

3.5.5. VALIDACION DEL METODO

3.5.5.1. Preparacion de soluciones stock y estandares
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Para la preparacion de las soluciones stock como para porcentaje de
recuperacion se utilizo un estandar de FLO de alta pureza (99.8%) el
cual fue donado por la compaiia Polidist®.

Para la preparacion de la solucion stock se pesaron 3.2 mg de FLO en
una balanza analitica Mettler AE-240 (0.00001 g) y se disolvieron en
un matraz color ambar con 10 ml de fase movil (0.32 mg FLO/ml).
Luego se realizo una segunda dilucion tomando 1 ml de la solucion
anteriormente preparada y llevandolo a 10 ml con fase movil (32ug
FLO/ml).

A partir de la solucion stock se prepararon las diluciones necesarias
para obtener las soluciones estandares que sirvieron para la
elaboracion de la curva de calibracion. Se determino utilizar no menos
de 6 puntos para evaluar la proporcionalidad entre la concentracion
del analito y su respuesta generada por el detector (n=3).

Para una mejor detalle de lo realizado se detalla a continuacion (cuatro

7).

Cuadro 7. Preparacion de soluciones estandar a partir del stock de
concentracion 32 ppm para la curva de calibracion

Concentracidn Volumen de  Vol. fase mévil  Volumen

de sol .estandar S adicionado Sinal (ml)

(ppm)

3.2 100 i 900 ul 1
1.6 100 ul 1900 il 2
0.3 50 wl 1950 pl 2
0.4 I mlst0.38 1 ml 2
0.2 1 mlst 04 1 ml 2
0.1 1 mlst. 0.2 1 ml 2
0.05 I mist0.1 1 ml 2
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3.5.5.2. Limite de deteccion

Para que la técnica establecida tenga validez en la deteccion de
concentraciones bajas de FLO en una dieta medicada, esta debe ser
capaz de detectar los niveles mas bajos de antibiotico presente en las
dietas medicadas aplicadas en campo.

De acuerdo al concepto cromatografico de limite deteccion,
corresponde a la menor concentracion del analito que puede detectarse
en las condiciones establecidas. Su determinacion se efectia por
comparacion de un estandar con la respuesta de un blanco, siendo
positiva cuando la senal supere la relacion sefial/ruido en un factor de
~

3.55.3. Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion corresponde a la menor concentracion del
analito que puede detectarse con precision y exactitud en las
condiciones establecidas y se expresa en unidades de concentracion
(ppm, ppt. %). Esto se determina inyectando concentraciones del
analito, inferiores a la concentracion minima que pudo detectarse con
precision y exactitud en el sistema. Si la sefal generada por el detector
del pico de cada concentracion es igual para todas las concentraciones
menores, entonces estamos bajo nuestro limite de cuantificacion.

3.5.6. CALCULO DE FLO PRESENTE EN LAS MUESTRAS

Para determinar la concentracion de FLO presente en la dieta, se
requiere primero el empleo de la ecuacion de regresion lineal de la
curva de calibracion (descrita en resultados) que transforma el dato de
cuentas de area en un valor de concentracion (pg/ml) antibiotica en el
extracto. Luego de obtener este valor se aplica la siguiente formula
para obtener el resultado de concentracion de FLO presente en la
muestra original:
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FLOpyestra = (FLOf/M * Ve) / PR

Asi:

FLO

muestra = ‘Concentracion de FLO en la muestra original

(ppm o pg/ml)
FLO¢ = Concentracion de FLO en el extracto (ppm o pg/ml)
M = Peso de la muestra utilizada en el proceso de extraccion

)
Ve = Volumen del extracto (ml)

PR = Porcentaje de recuperacion

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos generados por las pruebas de pérdidas por procesos de
manufactura, pérdidas por lixiviacion, efecto de recubridores sobre el
consumo de alimento, fueron analizados mediante analisis de
varianzas (ANOVA, Software Mstatc). El limite de confianza
empleado fue de P< 0.05. La identificacion de diferencias entre
tratamientos se lo realizo utilizando Duncan’s Test
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4.  RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EFECTO DE CONCENTRACION (50, 100 Y 200
PPM DE FLO) SOBRE LAS PERDIDAS POR
LIXIVIACION DE FLO EN DIETAS RECUBIERTAS
SOLO CON ACEITE DE PESCADO AL 5% (P/P)

En el cuadro 8 se indican los valores en porcentajes lixiviados de FLO
presente en dietas expuestas a diferentes tiempos. Los analisis
estadisticos para los tiempos 15 y 30 de exposicion en el agua de mar,
con concentraciones de 50, 100 y 200 ppm de FLO no presentaron
diferencias significativas (P>0.05). En cambio, para el resto d¢
tiempos de exposicion, unicamente la concentracion de 50ppm resulto
ser significativamente diferente respecto a las concentraciones de 100
y 200 ppm.

Puede observarse (cuadro 8) que las pérdidas de FLO fueron
mayormente evidentes durante los primeros 30 minutos en las tres
concentraciones usadas, reduciéndose a casi la mitad para todas las
concentraciones las perdidas hasta el final del ensayo. Considerando
que las pérdidas fueron similares en las tres concentraciones, la
concentracion de 50 ppm puede ser la mayormente indicada para
usarse usando en este caso aceite de pescado como recubridor.

Este recubridor natural, ha sido experimentalmente usado con
oxitetraciclina (OTC), determinandose una pérdida en los primeros 15
minutos de 50.7 % usando una concentracion de 7.5 mg de OTC por
gramo de pellet (Duis et al 1995). En comparacion con este ensayo
que se usd 0.05, 0.1 y 0.2 mg de FLO por gramo de pellet, las
concentraciones fueron adecuadas para que el aceite de pescado pueda
retener con mayor efectividad si se usan bajas concentraciones.
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Cuadro 8. Valores calculados en porcentajes de pérdida por lixiviacion
de FLO usando tres concentraciones y siete tiempos de
exposicion.

Tiempo de exposicion en minutos

Concentracion 15 30 45 60 a0 120 240
de FLO (ppm)

50 12.1a 234a 300b 357b 420b 509b 614D
100 83a 259a 336a 404a 493a 579a 689a
200 88a 25.1a 338a 402a 516a 593a 710a

Letras distintas en la columna correspondiente a cada tiempo de
exposicion, indican diferencias significativas segun el test de Duncan
(P<0.05 y n =3 replicas)

Estudios similares en dietas medicadas para camarones con
concentraciones de 3 y 5 g de OTC/ Kg de dieta, determinaron
pérdidas del 29.6 % durante los primeros 30 minutos de exposicion
recubriendo los pellets solo con aceite de pescado al 3% v/p; mientras
que, al disminuir la concentracion del recubridor al 1% v/p, las
pérdidas aumentaron al 53.9% en el mismo tiempo de exposicion
(Pearson y Charatchakool, 1999).

En comparacion con esta investigacion, donde las concentraciones de
FLO fueron pequenas, conlleva a pensar que los porcentajes de
lixiviacion de FLO fueron independientes de la concentracion
antibiotica en las dietas, siendo importante considerar que la
concentracion del recubridor, en este caso aceite de pescado al 5%
v/p, tuvo mayor capacidad efectiva de retencion, disminuyendo la
lixiviacion del antibiotico.



Las pérdidas por lixiviacion de FLO, se originaron por el
desprendimiento uniforme del medicamento de la masa del pellet, y
no tan solo desde la superficie que esta en contacto directo con el
medio liquido. Landon y Buchal (1998) explicaron que el aceite de
pescado en su composicion presenta impurezas de fosfolipidos, que al
entrar en contacto con un medio acuoso, incrementa la movilidad de
los lipidos originando la formacion de canales fosfolipidos, via por la
cual se dice que se origina el desprendimiento del antibiotico del
pellet.

Otros factores descritos como responsables del incremento de la tasa
de lixiviacion son el aumento de temperatura (Duis ef al 1995, Rigos
et al 1999) y mayor area superficial de los pellets (Fribourg ef al 1969
citado por Duis ef a/ 1995). En la presente investigacion todas las
pruebas se realizaron con un solo tipo de alimento y se mantuvieron a
una temperatura constante de + 24°C.

En el cuadro 9. se presentan calculos de las concentraciones en ppm
efectivas de FLO obtenidas de la sustraccion del antibiotico presente
en el alimento y el antibiotico presente en la muestra de agua, en la
cual se sumergieron los pellets después del proceso de lixiviacion.
Este calculo permitioc conocer la cantidad de antibiotico en ppm
disponible y la pérdida o lixiviacion respectiva en cada concentracion
y tiempo de exposicion. Durante la preparacion de las dietas se
adiciond un 10 % mas de la concentracion indicada, para asumir las
pérdidas en el proceso de elaboracion.
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Cuadro 9, Concentraciones reales de FLO presentes y lixiviados durante el proceso de lixiviacion
usando como recubridor aceite de pescado

Tiempos de Concentraciones de FLO

exposicion 50 ppm 100 ppm 200 ppm

en minutos  Presente lixiviado presente lixiviado presente lixiviado
15 48.32 6.68 100.88 9.12 200.61 19.39
30 42.13 12.87 81.52 28.48 164.76 55.24
45 38.49 16.51 73.08 36.92 145.60 74.40
60 35.39 19.61 65.57 44 .43 131.46 88.54
90 31.92 23.08 55.80 54.20 106.51 113.49
120 26.99 28.01 46.34 63.66 89.55 130.45
240 21.23 337 34.20 75.80 63.71 156.29
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42 EVALUACION DE TRES AGENTES
PROTECTORES SOBRE LAS PERDIDAS POR
LIXIVIACION DE FLO (100 PPM) USANDO: ACEITE DE
PESCADO, GELATINA Y ALGINATO DE SODIO + Ca"™*

En el cuadro 10 se presentan los resultados de la evaluacion y analisis
estadistico del uso de agentes protectores en diferentes tiempos
secuenciales de exposicion.

Cuadro 10. Valores en porcentajes de lixiviacion de FLO (100ppm)
usando tres recubridores y un control en siete tiempos de
exposicion.

Tiempo de exposicion en minutos

Recubridores 15 30 45 60 90 120 240

Control 17.7a 35.5a 513a 534a 558a 596a 77.7a
Gelatina 140b 303b 426b 519a 546a 574a 7345b
Aceite 77c¢c 184¢ 256¢ 319c¢ 39.1c¢c 499b 604c¢c

Alginato+Ca 47d 195c¢c 273c 351b 431b 503b 603c¢

Letras distintas en la columna correspondiente a cada tiempo de
exposicion, indican diferencias significativas segun el test de Duncan
(P<0.05 y n =3 replicas)

Después de permanecer sumergidas las dietas por un lapso de cuatro
horas en agua de mar, los resultados indicaron que la dieta recubierta
con gelatina y el control presentaron los mayores porcentajes de
lixiviacion. Sin embargo, el aceite de pescado y el alginato de sodio
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mas Ca ', fueron los recubridores que mayor cantidad de antibiotico
retuvieron en el pellet.

Considerando los primeros 15 minutos de exposicion para el analisis,
tiempo en el cual las especies acuaticas, van en busca del alimento,
investigaciones  similares  utilizando  estos dos  ultimos
recubridores(Duis et al 1995) con oxitetraciclina, amoxicilina y
sulfonamidas reportan por el contrario, perdidas elevadas del 50.7,
41,6 y 67%, utilizando aceite de pescado a razon de 3.4g /100g de
dieta y concentraciones de 7.5, 8 y 3 mg de OTC, amoxicilina y
sulfanamida por gramo de pellet. Para el caso del alginato de sodio +
Ca  las pérdidas fueron ligeramente disminuidas con valores del
24 1% para la OTC, 17.6% para amoxicilina y 6.3% para
sulfonamidas, en el mismo tiempo de exposicion y con las mismas
concentraciones de antibiotico. En comparacion con esta investigacion
donde las perdidas de FLO fueron pequefias (cuadro 10), esto nos
conlleva ha pensar que existen dos factores que influyen directamente
en la lixiviacion de los antibidticos: la concentracion del compuesto y
la del recubridor. En el trabajo realizado por Duis et al (1995), las
perdidas fueron mucho mas elevadas debido a que probablemente el
recubridor para el caso del aceite de pescado no tubo la capacidad
requerida para poder atrapar todo el antibiotico presente en el pellet ya
que las cantidades de recubridor fueron bajas comparadas con la
cantidad de antibiotico. Sin embargo, el alginato de sodio mas calcio,
permitio que las perdidas disminuyeran debido a la capacidad del
calcio para formar enlaces intermoleculares que endurece v gelifica al
alginato.

En este caso, tanto las cantidades de FLO (0.1mg FLO/g de pellet)
como del recubridor (5g aceite/100 g de dieta y 16 g de alginato +
Ca /100 g de dieta) fueron adecuadas para que los agentes
protectores atrapen una mayor cantidad del antibiotico, no obstante, la
gelatina no presento este comportamiento. Es posible que, debido a la
capacidad de absorcion de agua que presenta la gelatina, haya
provocado mayores espacios o poros en el pellet que permitio un
rapido escape de las moléculas de FLO.

70



A pesar de que la gelatina no funciono como un buen recubridor,
Partridge y Southgate (1999), proponen que concentraciones de un 2 o
3% de gelatina podria funcionar como un exitoso aglutinante,
especialmente en dietas donde el tamafio del pellet es pequefio.

Las pérdidas de FLO fueron secuencialmente progresivas con respecto
al tiempo para todos los tratamientos. Estas observaciones pueden
recrearse en la figura 6. Respecto al uso del aceite de pescado como
recubridor con 100 ppm de FLO evaluado en el experimento 1 y 2,
pudo determinarse que existe una mayor lixiviacion en el primer
experimento (68.9 % y 60,4 %). Estas diferencias de 8.5 % podrian
atribuirse a errores durante el analisis cromatografico.

En el cuadro 11 se indican con mayor explicacion el FLO retenido y
lixiviado en ppm usando diferentes tipos de recubridores. La tabla
muestra evidentemente que el aceite de pescado y el alginato de sodio
+ Ca'" fueron los recubridores de consideracion. Sin embargo desde
un punto de vista economico y de preparacion, el aceite de pescado es
el protector de facil disponibilidad y eficacia de acuerdo a la
concentracion para ser usado.
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Cuadro 11. Valores en ppm de FLO presente y lixiviado usando tres recubridores en diferentes tiempos
secuenciales

RECUBRIDORES

Tiempo de Control Aceite Gelatina Alginato + Ca

exposicion  FLO FLO FLO FLO FLO FLO FLO FLO

minutos  presente lixiviado presente lixiviado presente lixiviado presente lixiviado
15 90.5 19.5 101.58 842 94.64 15.36 10487 5.13
30 7692 33.08 89.77 2023  76.71 33.29 88.57 2143
45 5361 5639 81.79 28.21 63.17 46.83 7995 30.05
60 5127 5873 7489 35.11 52.95 57.05 71.41  38.59
90 4864 6136 6701 4299 4997  60.03 62.61 4739
120 4449 6551 5510 5490  46.90 63.10 5463 5537
240 2489 8511 4360 66.40 29.29 80.71 43.66 6634
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Figura 6. Pérdidas en % de lixiviacion de tres recubridores durante
cuatro horas de exposicion en agua de mar

Adicionalmente, a pesar de que estos resultados nos dan la pauta para
determinar cual puede ser el mejor recubridor, es importante
considerar la especie que se esta cultivando. Especies como el
camaron, el cual se alimenta de manera lenta y continua, a mas de que
dafia fisicamente el pellet, es importante buscar otras alternativas que
permitan darle una mejor textura y compactacion al pellet, de esta
manera, se reduce en cierto modo la lixiviacion.

Langdon y Buchal (1998) proponen el uso de micro capsulas de
paredes lipidicas, para su aplicacion en dietas medicadas, ya que estos
autores consideran que los recubridores utilizados normalmente como
la zeina, alginato, y otras matrices coloidades, no eliminan la
lixiviacion de compuestos como los antibioticos, aminoacidos y
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vitaminas, ya que son materiales de bajo peso molecular, dificiles de
atrapar, y solubles en medios acuosos.

4.3. PERDIDAS POR PROCESOS DE MANUFACTURA
EN DIETAS MEDICADAS CON 100 Y 200 PPM DE FLO

En el cuadro 12, se presentan los valores en porcentaje de pérdida para
cada una de las etapas de elaboracion y acumulado en dietas
medicadas con 100 y 200 ppm de FLO.

Cuadro 12. Valores porcentuales de la pérdida de FLO durante el
proceso de elaboracion de dietas medicadas con 100 y
200 ppm.

Etapas de manufactura

Dietas  Premezcla Peletizadol Peletizado2 Secado Acumulado

100 ppm 4.8 272 5.0 30.0 67

200 ppm 0.5 29.7 32 455 71.5

Los resultados denotan que las mayores pérdidas se originaron en las
etapas de peletizado 1 y secado, debido a que, en ambos pasos de
elaboracion existieron cambios bruscos y elevados de temperatura. La
etapa de peletizado alcanzo temperaturas de 70°C, mientras que en
secado la temperatura sobrepaso los 100°C, debido a fallas en el horno
de secado.

Valores negativos obtemdos en los porcentajes de perdida de FLO
durante el proceso, significan que no existio degradacion del farmaco
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o que posiblemente ese valor negativo se origind por ciertas
variabilidades propias del método de extraccion.

Tomando en cuenta que la degradacion de FLO puede ocurrir a
temperaturas por debajo o cerca de su punto de fusion (153 — 154°C),
mediante la contribucion de diferentes factores tales como el tiempo
de exposicion al calor, humedad, y presion (Frelier, 1995) es normal
que las pérdidas del antibiotico se hayan generado en estas etapas de
elaboracion (peletizado y secado) y no en la etapa de pre-mezcla.

Por otro lado, debido a la conocida capacidad de los antibioticos para
formar complejos con cationes di y trivalentes (Lunestad y Goksoyr,
1990), y unirse a proteinas (Samuelsen ef al 1994), es muy probable
que FLO haya formado quelatos con alguna proteina presente en la
dieta inactivando o degradando al compuesto.

Frelier (1995) seiiala como normales valores entre 10 y 40% de
pérdidas de OTC durante la elaboracion de dietas medicadas a nivel
comercial. En el presente trabajo, los porcentajes de pérdida
originados por el proceso de elaboracion fueron de 67 y 71.5% para
las dietas con 100 y 200 ppm, respectivamente, encontrandose en
discordancia con esta investigacion. Cabe recalcar que los valores
obtenidos han sido bajo condiciones no comerciales, por lo que se
debe tomar en cuenta que las temperaturas tipicas alcanzadas en los
procesos industriales de peletizacion van entre 75 y 95°C (Cuzon et a/
1994) y no superiores a los 100°C como los obtenidos en esta
investigacion. Ademas, es importante considerar las caracteristicas
intrinsecas de cada antibidtico, debido a que su capacidad de quelarse
o inactivarse por efectos de temperatura, humedad y presion varian
entre ellos.

En la figura 7, se muestran las pérdidas acumuladas de cada una de las
etapas de elaboracion y producto final, demostrando como las
mayores pérdidas de FLO se produjeron en el peletizado y secado de
las dietas
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Figura 7. Porcentaje acumulado por etapa de FLO perdido en el
proceso de elaboracion de las dietas

De esta forma los resultados obtenidos de esta investigacion , podran
ser utilizados como indicadores al momento de ser aplicados para
estimar las posibles pérdidas en la elaboracion de una dieta medicada
con FLO a nivel comercial.
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44. EVALUACION DEL USO DE RECUBRIDORES
SOBRE LA PALATABILIDAD DE DIETAS MEDICADAS
CON FLO

Durante 14 dias ue expermentacion se evaluaron parametros abioticos
(temperatura, salinidad, oxigeno disuelto y pH), supervivencia,
crecimiento, consumo de alimento y frecuencia de mudas, para cada
uno de los tratamientos. A continuacion se detallan los resultados de
los parametros mencionados:

4.4.1. PARAMETROS ABIOTICOS

Los parametros de temperatura, salinidad, oxigeno disuelto y pH
fueron medidos diariamente en doble horario (8h00- 16h00).
Condiciones de calidad de agua fueron mantenidas bajo control
tomando en cuenta un recambio del 100% diario. Los valores
promedio de los parametros abidticos se resumen en cuadro 13.

Cuadro 13. Valores promedio (+ desviacion estandar) de la calidad del
agua en los acuarios durante el tratamiento terapéutico.

Parametros fisico-quimicos del agua

Tratamientos  Temperatura Oxigeno PH Salinidad (5%0)
(°C) (mg/1)

A (Gelatina) 28.0+03 58106 8.1+0.07 33.140.5

B(Aceite deP) 28.0+0.3 58402 8.110.05 33.1+0.3
C (Control) 28.1402  59+04 8.1+0.06 33.1+0.4

D(Alginato+Ca  28.0+0.5 59405 811006 33.240.8
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4.4.2. SUPERVIVENCIA

Los porcentajes de supervivencia obtenidos en cada uno de los
tratamientos fueron altos. Porcentajes del 100% se observaron casi en
todos los tratamientos, a excepcion del tratamiento A cuyo porcentaje
fue del 98.1%.

4.4.3. CRECIMIENTO

Los resultados de biomasa final e incremento de biomasa se muestran
en el cuadro 14. Después de 14 dias de alimentacion, no existieron
diferencias significativas (P>0.05) entre las biomasas ganadas de los
camarones alimentados con los diferentes tratamientos.

Cuadro 14 Valores promedio de biomasa final e incremento de
biomasa (+ desviacion estandar) obtenidos después de 14
dias de alimentacion a juveniles Litopenaeus vannamei

Tratamientos
Determinaciones A B C D
Peso inicial (g) 1.08+£0.19 1.10+0.19 1.05+0.19 1.1+0.2
Peso final (g) 1.8640.31 1.724031 1.7540.29 1.81+0.32

Biomasa final (g) 1647+1.5 1547083 15.7330.63 17.0311.44
Biomasa (g) 40.26 a 3348a 3780 a 3942 a

biomasa (%) 72 56 67 65

Letras distintas en la fila correspondiente a incremento de biomasa,
indican diferencias significativas segun el test de Duncan (P<0.05 y n
=6 replicas)
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Los resultados obtenidos demuestran que, a pesar de no existir
diferencias significativas entre los tratamientos, las dietas recubiertas
con gelatina (A) y alginato de sodio + Ca'" (B), presentaron los
mayores incrementos de biomasa. Sin embargo, la dieta control, la
cual carecia de recubrimiento, no se vio directamente influenciada por
la palatabilidad del antibiotico (FLO). Investigaciones realizadas con
otros compuestos antibacterianos como es el caso de la OTC, (Corliss
et al 1977) determinaron que el antibidtico no tubo ningun efecto
significativo en el crecimiento de Penaeus azfecus.. En comparacion
con este trabajo, se puede observar que tanto el antibiético como el
recubridor tampoco afectaron en el crecimiento de los peneidos, sin
embargo, las dietas recubiertas con gelatina y alginato de sodio mas
Ca  contribuyeron en cierta forma para mejorar el consumo del pellet
medicado. Park er al (1994) consideran por el contrario, que la
concentracion del antibiotico si afecta directamente en el consumo de
alimento y por consiguiente en el crecimiento. Concluye, que la
concentracion del compuesto es directamente proporcional con el
crecimiento de los organismos, mientras mayor sea la cantidad de
antibiotico, limitado es el crecimiento de los organismos. En esta
investigacion, el crecimiento no se vio afectado por este motivo, ya
que la concentracion aplicada de FLO son dosis normales que se
recomienda en un tratamiento terapéutico. No obstante, es interesante
observar, que los pesos finales en todos los tratamientos no son los
valores que normalmente se obtienen con una dieta sin antibiotico, ya
que los crecimientos en todos los tratamientos fueron inferiores a un
gramo por semana. Esto puede atribuirse al comportamiento que
toman los organismos de reducir su consumo de alimento cuando se
varia la dieta, principalmente cuando es un alimento medicado (Bell,
1992).

4.44. CONSUMO DE ALIMENTO

Los resultados de consumo de alimento fueron analizados tomando en
cuenta el porcentaje de alimento consumido por tratamiento. El
analisis estadistico de estos datos determinaron diferencias
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significativas (P< 0.05) entre tratamientos durante la primera y
segunda semana del bioensayo (cuadro 15)

Cuadro 15. Valores porcentuales de consumo de alimento en dieta
medicada con FLO (150ppm) usando tres recubridores

Duracion del bioensayo

Tratamientos Primera semana Segunda semana
A (Gelatina) 7457 a 65.14 a
B (Aceite de P) 6543 ¢ 57.71b
C (Control) 70.14b 61.00 ab
D (Alginato+ Ca 74.00 a 61.29 ab

Letras distintas en la columna correspondiente a cada semana, indican
diferencias significativas segun el test de Duncan (P<0.05 y n =6
replicas)

Los resultados indican que el mayor consumo de alimento durante las
dos semanas de experimentacion se produjo en la primera semana
(71%) comparado con la segunda (61.3%). Tanto la gelatina como el
alginato de sodio + Ca'" demostraron ser los tratamientos con mayor
consumo de alimento en las dos semanas de experimentacion,
tomando en cuenta que la dieta control tiene porcentajes casi similares
a los tratamientos mencionados. La dieta recubierta con aceite de
pescado presento los valores mas bajos de consumo de alimento
comparado con el control y las dietas recubiertas con gelatina y
alginato de sodio mas calcio.

El bajo consumo de alimento por parte de la dieta recubierta con
aceite de pescado, probablemente se debe a la capacidad que tiene este
para oxidarse al medio ambiente. De esta manera, el producto se
convierte en un aceite rancio de mal olor y sabor inpalatable para el
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camaron. Adicionalmente, durante el experimento, la dieta recubierta
con aceite de pescado estuvo expuesta a cambios de temperatura, lo
que seguramente contribuyo al deterioro del recubridor.

Trabajos realizados con alginato de sodio y gelatina como
recubridores en dietas para peces (Partridge y Southgate, 1999),
determinaron que el alginato de sodio presenta mayores porcentajes de
ingestion frente a la gelatina. Sin embargo los autores aconsejan que la
concentracion o niveles del recubridor puede afectar directamente en
el consumo del alimento. En comparacion con este trabajo, los
porcentajes de consumo de alimento fueron casi iguales para ambos
recubridores, siendo por el contrario, la gelatina el que mayor
consumo de alimento presento durante las dos semanas de
experimentacion. Probablemente, los niveles de concentracion de los
recubridores especialmente para el alginato de sodio, no fue el
adecuado para una mayor ingestion por parte del camaron.

Los mismos autores mencionan que otro factor que influye en una
mayor o menor ingestion del alimento es el color y principalmente la
apariencia o textura del pellet. Seguramente, debido a la capacidad de
la gelatina de absorber agua, convirtio al pellet en un alimento de
suave textura, lo que le puedo dar una ventaja frente al alginato de
sodio, el cual al estar mezclado con moléculas de Ca™ formaron
fuertes enlaces, provocando un alimento duro y ligeramente dificil de
ser desintegrado por el camaréon.

En la figura 8 se presentan los promedios de gramos consumidos por
organismo de los cuatro tratamientos durante los 14 dias del
bioensayo.
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Figura 8. Promedio de gramos consumidos/organismo durante un
tratamiento terapéutico (FLO) con recubridores.

De acuerdo a lo observado en el analisis del consumo de alimento,
vemos que la dieta control (sin recubrimiento), no afecto directamente
en el consumo del alimento. Si bien, se ha sugerido que la
disminucion de la palatabilidad en alimentos medicados, es el
responsable de su menor captacion por parte de peces (Hustvedt ef a/
1991) y crusticeos (Corliss ef a/ 1977), desde nuestro punto de vista
consideramos que existi6 un factor que pudo haber reducido este
efecto en el presente bioensayo. Gira alrededor del método de
elaboracion de las dietas medicadas, se ha comprobado recientemente
que peces (Dicentrarchus labrax L.) consumen 74% mas alimento
medicado cuando el antibiotico se adiciona en la mezcla del alimento
artificial, a diferencia que si se lo aplicara en forma de recubrimiento
junto con aceite de pescado (Rigos ef al 1999). En el presente trabajo,
debido a la facilidad de la planta piloto en CENAIM se logré realizar
la dieta medicada incluyendo el antibiotico en la elaboracion del
mismo.
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Para entender mejor el comportamiento de los camarones en relacion
al consumo de alimento, la figura 9 muestra de manera global la
tendencia (polinomial de 4to orden) de los gramos consumidos de
alimento, por animal para cada tratamiento.

e (ﬂcnn!rolj " A (Eelama A BAceiteP) '
X__D(Aginato +Ca) = = = =Tend. A — = =Tend. D |
— = =Tend.control

gramos consumido por animal

0,00 . . .
: 0 2 4 6 8 10 12 14 1
Tiempo (dias) \

Figura 9. Tendencia del consumo de alimento para cada tratamiento
durante el bioensayo

Durante los primeros tres dias del bioensayo, la tasa de consumo fue
practicamente la misma para todos los tratamientos. Al cuarto dia las
curvas empiezan a separarse. A partir de este dia, las curvas de las
dietas recubiertas con gelatina y aceite de pescado se separan,
mientras que las curvas de la dieta control (con antibidtico sin
recubrimiento) y la dieta recubierta con alginato de sodio mas Ca se
mantienen unidas hasta el sexto dia.
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Finalmente, la curva de la dieta recubierta con gelatina alcanza el pico
mas alto de consumo de alimento de las demas dietas en el dia
duodécimo. Sin embargo, la tasa de consumo de alimento de la dieta
mencionada, solo es alcanzada por la dieta control al final del
bioensayo.

4.45. FRECUENCIA DE MUDA

En la figura 10 se muestra como el promedio de la tendencia del
consumo de alimento en todos los tratamientos, mantuvo una relacion
inversa con la tendencia de la frecuencia de muda. Se puede observar
que durante los primeros 5 dias del bioensayo el consumo de alimento
se ve influenciado por un mayor numero de animales que suspenden
su alimentacion para dedicarse al desprendimiento de su exoesqueleto,
luego a partir del sexto y séptimo dia, la tendencia del consumo de
alimento va en aumento, manteniéndose hasta el final del ensayo. Por
el contrario, la tendencia de la frecuencia de muda disminuye a partir
del séptimo dia, manteniéndose estable hasta el duodécimo dia y
descendiendo hasta el final del bioensayo.

Analisis de correlacion entre la frecuencia de muda y el consumo de
alimento se realizaron para cada uno de los tratamientos. Los
resultados obtenidos demostraron una baja correlacion para todos los
tratamientos con valores del 5, 16, 23 y 27% para el control, la dieta
recubierta con gelatina, aceite de pescado y alginato de sodio + Ca' |
respectivamente
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Figura 10. Relacion entre la tendencia (polinomial) de la frecuencia de
muda y el promedio del consumo de alimento de todos los

tratamientos.
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4.5. ANALISIS CROMATOGRAFICO

4.5.1. DEFINTC]ON DE LAS CONDICIONES
CROMATOGRAFICAS PARA LA DETECCION Y
CUANTIFICAION DE FLO

Cuadro 16. Condiciones operacionales del sistema HPLC para el
analisis de FLO.

Parametro Valor
Longitud de honda 224 nm
Flujo 1 ml/min
Presion 93 Kgf/lcm
Columnas (2) CLC-ODS (15 cm x 6 mm)
Volumen de inyeccion 50ul
Tiempo de retencion 9.86 + 0.09 min (n=14)
Temperatura horno 32°C

Las condiciones operativas del sistema para la cuali-cuantificacion de
FLO en dietas medicadas para camarones fueron extrapoladas del
método originalmente descrito por Schering-Plough (2000).

Previo a la determinacion de las condiciones analiticas del equipo, se
verifico la capacidad del sistema para la deteccion y separacion de
FLO, empleando la fase mévil descrita por Schering-Plough (2000).
El desarrollo de este trabajo consistic en pruebas de ensayos
inyectando diferentes concentraciones del analito; teniendo a su vez
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como un segundo objetivo la obtencion de un cromatograma donde el
pico generado por FLO se graficara de forma adecuada.

Las condiciones finales establecidas para el analisis cuali-cuantitativo
de FLO en dietas medicadas para camarones mediante HPLC, en el
laboratorio de Cromatografia y Espectrofotometria del CENAIM se

resumen en los cuadros 16y 17.

Cuadro 17. Condiciones operacionales del integrador/registrador para

el analisis de FL.O

Parametro Valor
Width 5 (sec)
Drift 0 (uV/min)
T. DBL 0 (min)
Atten 4 (2"x mV)
Method (0 ~8) 1
Window 5%
IS. WT 1
Slope 351.36 (uV/min)

Min. area (count)
Stop. Tm

Speed
W/B(0=window

1000
25 min
3 (mm/min)

0
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4.5.2. VALIDACION DEL METODO PARA LA DETECCION
DE FLO

Establecidas las condiciones operacionales para el analisis de FLO
mediante HPLC, se elaboro la curva de calibracion (figura 11)
inyectando las soluciones estandares (n=6) cuyas concentraciones se
establecieron en valores de 0.05 ppm a 3.2 ppm.

y=2E-05x-0,1317

|
"
R? =0,9991
25 J
2

Concentracién (ppm

0,00E+00 5 00E+04 1,0DE+05 1,50E+05 2,00E+0§'
Cuentas de area |

Figura 11. Curva de calibracion para FLO de acuerdo a las
condiciones analiticas establecidas

Algunas referencias sobre el empleo de técnicas de HPLC para el
analisis de FLO en sedimentos marinos han reportado linealidad en las
curvas de calibracion tanto para florfenicol, como para florfenicol
amina, entre las concentraciones de 1 y 75 pg/g. Coeficientes de
correlacion obtenidos para florfenicol y florfenicol amina fueron de
r=0.9997 de r = 0.9970, respectivamente (Hormazabal er al 1996).
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En el presente estudio, el valor de correlacion obtenido  =0.999] a
partir de la ecuacion de la regresion lineal, mostré un rango de
respuesta proporcional entre las concentraciones de 0.05 y 3.2 ppm de
FLO y la respuesta del detector, demostrandose de esta forma la
linealidad de respuesta del mismo dentro de los rangos de
concentracion analizados.

Considerando la mas baja concentracion utilizada durante las pruebas,
el limite de cuantificacion se establecio en una concentracion de 0.05
ppm de FLO en el extracto. De acuerdo a la capacidad del bucle
(50ul) que define el volumen de la muestra inyectada en el
cromatografo, el limite de deteccion del método establecido es de 2.5
ng de FLO.

Métodos cromatograficos para la determinacion de FLO en tejidos de
peces han obtenido limites de deteccion de 20 ng/g en musculo y 50
ng/g en higado (Hormazabal er a/ 1993). A pesar de ser valores
elevados con respecto a nuestra investigacion, en términos generales,
los métodos para el analisis de FLO via HPLC logran limites que van
desde 0.5 a 50 ng de FLO (Hormazabal er a/ 1993 1996} vy este
trabajo no fue la excepcion

4.5.3. EVALUACION DEL PROCESO DE EXTRACCION DE
FLO

Las pruebas de sondeo para el establecimiento del método mas
apropiado para la extraccion de FLO en dietas medicadas para
camarones, evaluo las técnicas que se describen a continuacion:

Inicialmente el procedimiento empleado fue el desarrollado por
Nagata y Saeki (1992), utilizando como solvente de extraccion al etil
acetato. En la practica esta solucion de extraccion presentd problemas
debido que al inyectar el extracto en el cromatograma, los resultados
presentaron cuentas de area superiores a las concentraciones reales de
FLO en la muestra. Pruebas de inyeccion directa del etil acetato,
demostraron la elusion del pico en el mismo rango del tiempo de
retencion para FLO.
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Luego de este primer intento se probo un nuevo método de extraccion,
el método de eleccion fue el descrito por Hormazabal er al (1993),
mismo que utiliza como solvente de extraccion la acetona.

Obtenidos los extractos luego de aplicar esta metodologia, se
determind que los resultados conseguidos no presentaban el
inconveniente descrito por el primer método, con ello se concluyo que
el solvente de extraccion no interfirio en la cuantificacion de FLO.
Adicionalmente este método generé un extracto limpio y con menores
dificultades en el manejo. Esta ultima metodologia debido a su
practicidad y afinidad fue la escogida para la determinacion de FLO
en dietas medicadas para camarones.

Los porcentajes de recuperacion obtenidos del método implantado,
estuvieron por encima del 98% (n=6). Valores similares en trabajos
realizados con el mismo antibidtico han sido reportados,
determinandose porcentajes de recuperacion en tejidos de peces y
sedimentos marinos (Hormazabal ef al 1993, 1996) del 99 y 86%
respectivamente.

De esta forma, se estima que el metodo determinado no requiere de
mayores modificaciones para su aplicacion en el monitoreo de dietas
medicadas para camarones con FLO.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

a1,

5.1

CONCLUSIONES

.1. METODO ANALITICO

Los porcentajes de recuperacion del método desarrollado en el
alimento medicado presentan valores altos (98.5%), indicando que
el método no requiere mayores modificaciones para su aplicacion
en el monitoreo de dietas para camarones medicadas con FLO.

La linealidad observada se ubicé dentro de los rangos de
concentracion que van desde 0.05 a 3.2 ppm. El analisis de
regresion lineal dentro de estos valores demostro una alta

correlacion r*= 0.9991.

Los valores establecidos en limite de deteccion (2.5ng FLO) y
cuantificacion (0.05 ppm) corresponden a valores adecuados para
la investigacion de FLO en dietas medicadas para acuacultura.

El método implantado es de facil aplicacion y permite realizar un
promedio de 15 a 20 muestras diarias. Ademas, pequefas
cantidades de quimicos son requeridas para el analisis.

5.1.2. DIETAS MEDICADAS

Las pérdidas de FLO durante el proceso de manufactura de las
dietas con 100 y 200 ppm, demostraron ser independientes de la
concentracion del antibiotico presente en la dieta.
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La pérdida promedio acumulada al final del proceso de
elaboracion fue alta (69.7%). Las mayores perdidas ocasionadas
durante el proceso de elaboracion en ambas dietas, se registraron
en la etapa de peletizado (70°C) y secado (>100°C), siendo
probablemente la temperatura y los componentes presentes en los
ingredientes de la dieta, los principales factores que quelaron y/o
inactivaron el antibiGtico presente en el alimento.

El efecto de la concentracion de FLO en las dietas medicadas con
50 (L1) ,100 (L2) y 200 ppm (L3), probablemente no influyeron
sobre las pérdidas por lixiviacion, no obstante las mayores
pérdidas del antibiotico en las dietas mencionadas se registraron en
las primeras 2 horas de exposicion en el agua de mar

El uso de aceite de pescado y alginato de sodio mas calcio como
agentes protectores en dietas medicadas con FLO para camarones,
evitan un rapido desprendimiento del antibidtico por efecto de la
lixiviacion especialmente en los primeros 15 minutos de
exposicion. Por el contrario, el uso de gelatina como recubridor
permite una rapida liberacion del antibiotico presente en el peilet.
Sin embargo, es importante mencionar que las pérdidas finales (4
hrs) son altas con un 60% de pérdida para las dietas recubiertas
con aceite de pescado y alginato de sodio mas calcio; y un
promedio del 73% para la dieta recubierta con gelatina.

El efecto de la concentracion del recubrimiento en las pérdidas
por lixiviacion juega un papel importante en el desprendimiento
del antibiotico. Dietas con elevadas concentraciones de antibiotico
necesitan ser recubiertas con altas concentraciones del agente
protector.

La influencia de los recubridores sobre la palatabilidad de la dieta
medicada se vio afectada por un mayor consumo de alimento con
la dieta A y D (recubierta con gelatina y alginato de sodio mas
Ca"), por otro lado, la dieta C aquella con antibidtico pero sin
recubrimiento  presento similar consumo que las dietas
mencionadas. Esto indica que el antibiotico en si no afecto



directamente sobre la palatabilidad del pellet. En la dieta B
(recubierta con aceite de pescado) el efecto del recubridor sobre la
palatabilidad de la dieta provoco una disminucion en el consumo
del alimento.

5.1. RECOMENDACIONES

Se aconseja a las fabricas de alimento balanceado, verificar
minuciosamente las pérdidas del antibiotico originadas por sus
condiciones particulares de manufactura, evitando la produccion
de dietas medicadas con dosis sub-letales de antibiético.

Deberian investigarse otros agentes aglutinantes alternativos
capaces de mejorar la eficiencia de los tratamientos orales y
permitiendo reducir al minimo las pérdidas del antibiotico por
efecto de lixiviacion, sin olvidarse que estos no influyan en la
palatabilidad del pellet.

La creciente aplicacion de FLO en la industria camaronera del
Ecuador, deberia ser revisado, mas ain ahora que se dispone de un
método analitico para su determinacion. Un tema interesante gira
alrededor de su bioacumulacion en los peneidos y su persistencia
en los sedimentos de las piscinas camaroneras.

Adicionalmente, deberia investigarse, algunas alternativas que
reemplacen el uso de antibiticos por otros que no causes efectos
negativos sobre la microbiologia del medio marino, un tema para
ponerlo en consideracion es el uso de probioticos.

93



6. RESUMEN

En la presente investigacion se hicieron estudios de florfenicol (FLO)
en dietas artificiales con diferentes concentraciones de antibiotico y el
uso de recubridores como protectores de la lixiviacion, evaluando
también la palatabilidad del pellet medicado. Se implanté un método
para la deteccion consistente de FLO mediante HPLC (Cromatografia
Liquida de Alta Performancia). Se elaboraron dietas con diferentes
concentraciones del antibiotico (50 ppm, 100 ppm y 200 ppm)
determinandose las pérdidas del mismo en las diferentes etapas del
proceso de manufactura (premezcla, peletizado 1, peletizado 2, y
secado) del alimento medicado. Ademas, se realizo un estudio de
pérdidas por lixiviacion de FLO en el agua de mar por efecto de
concentracion y del recubridor (control, aceite de pescado, alginato de
sodio mas calcio y gelatina). Finalmente, se realizo el bioensayo con
camarones juveniles de aproximadamente 1g (Litopenaeus vannamer)
por 14 dias, en el cual se observaron los efectos de los recubridores
sobre el consumo de alimento Los resultados demostraron que la
concentracion del antibidtico no afecto directamente en las pérdidas
de FLO por lixiviacion, sin embargo se pudo determinar que la
concentracion del recubridor juega un papel importante en este
proceso. De los tres recubridores utilizados, el aceite de pescado y el
alginato de sodio + Ca'’, fueron los que menos perdidas de FLO
tuvieron en los primeros 15 minutos de exposicion (7.7% aceite de
pescado y 4.7% alginato de sodio + Ca’"). Mientras que la gelatina
presento valores elevados de pérdida de FLO (14%). La palatabilidad
del pellet medicado se vio altamente afectado por un elevado consumo
de alimento por parte de la dieta recubierta con gelatina y alginato de
sodio + Ca’~ (70 y 68% respectivamente) seguido del control y
finalmente el aceite de pescado (65% y 62%, respectivamente).
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7.  SUMMARY

In the present investigation studies were done of florfenicol (FLO) in
artificial diets with different concentrations of antibiotic and the use of
binders as protectors of the leaching, evaluating also the palatability of
the pellet medicated. Himself into a method for the detection
consistent of FLO by means of HPLC (Liquid Chromatography of
High Performance). They elaborated diets with different
concentrations of the antibiotic (50 ppm, 100 ppm and 200 ppm) being
determined the losses of the same one in the different phases of the
process of manufacture (pre- mix, crowd 1, crowd 2, and dried) of the
food medicated. Besides, a study of losses was carried out by leaching
of FLO in the water of sea by effect of concentration and of the
recubridor (control, oil of fish, alginato of sodium more calcium and
gelatin),  Finally, it was carried out the bioensayo with shrimps
youthful of approximately 1g (Litopenaeus vannamei) for 14 days, in
which the effects were observed of the binders upon the consumption
of food The results showed that the concentration of the antibiotic not
affection directly in the losses of FLO by leaching, however could be
determined that the concentration of the binder plays an important
paper in this process. Of the three binders utilized, the oil of fish and
the alginato of sodium + Ca™ ', went the ones that less lost of FLO had
in the first 15 minutes of exposition (7.7% oil of fish and 4.7%
alginato of sodium + Ca""). While the gelatin I present high values of
loss of FLO (14%). The palatability of the pellet medicated was seen
highly affected by a high consumption of food on the part of the diet
covered with gelatin and alginato of sodium + Ca’" (70 and 68%
respectively) followed by the control and finally the oil of fish (65%
and 62%, respectively).
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Anexo 1. Porcentajes de lixiviacion en dieta medicada con FLO
recubierta con tres agentes protectores (Aceite de pescado,
gelatina, alginato de sodio + Ca'’) y un control (sin
recubrimiento)

Recubrimiento: Gelatina

Tiempo de exposicion
Replicas 15 30 45 60 90 120 240

1 1367 3083 4324 5176 5453 5830 7458
2 1361 2995 4277 5171 5286 5660 7412
3 1461 3001 4172 52111 5631 5720 7142

Recubrimiento: Aceite de pescado

Tiempo de exposicion
Replicas 15 30 45 60 90 120 240
1 617 21.13 2551 3079 3787 5593 58.15

2 7.63 1706 2526 3258 4049 4595 61.84
3 9.17 1698 26.16 3239 3887 4784 61.10

Recubrimiento: Control (sin recubrimiento)

Tiempo de exposicion
Replicas 15 30 45 60 90 120 240

1 1596 36.87 5552 5164 5536 59.95 76.60
2 1742 3629 5047 5504 5654 6080 76.82
3 1980 3343 4782 5349 5546 5790 7569

Recubrimiento: Alginato de sodio + Ca™

Tiempo de exposicion
Replicas 15 30 45 60 90 120 240
1 3.65 1866 2892 3572 4336 4989 60388

2 533 2208 2484 3556 4255 5070 5951
3 451 17.69 2820 3397 4333 5043 60.53
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Anexo 2. Analisis de varianza (ANOVA) y prueba de Duncan en las
dietas medicadas con recubridores (gelatina, aceite de
pescado, alginato de sodio + Ca’"), para cada tiempo de

exposicion.
Codificacion Tratamiento
1 Control
2 Aceite de Pesc.
3 Gelatina
4 Alginato + Ca
Lixiviacion: minuto 15
Degrees of Sum of Mean

Freedom  Squares Square F-value Prob.

Between 3 316.082 105.361 55.985 0.0000
Within 8 15.055 1.882

Total 11 331.137
CoefTicient of Variation = 12.47%

2 Number Sum  Average SD SE

1 3.00 53.180 17.727 1.94 0.79
2 3.00 22970 7.657 1.50 0.79
3 3.00 41.890  13.963 0.56 0.79
4 3.00 13.990 4.663 1.10 0.79
Total 12.00 132.030 11.002 549 1.58
Within 1.37
Duncan's Multiple Range Test
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LSD value = 2.583

s.=0.7920 at alpha=0.050

X
Original Order

Ranked Order

Mean 1= 1773 A Mean 1= 17.73
Mean 2= 7657 C Mean 3= 1396
Mean 3= 1396 B Mean 2= 7.657
Mean 4= 4.663 D Mean 4 = 4.663

Lixiviacion: minuto 30

onwr

Degrees of Sum of Mean
Freedom  Squares Square F-value Prob.
Between 3 628.302 209.434 57.443 0.0000
Within 8 29.168 3.646
Total 11 657.470
Coefficient of Variation = 7.37%
Number Sum  Average SD SE
1 3.00 106.590 35.530 1.84 10
2 3.00 55.170 18.390 2.37 10
3 300 90.790 30.263 0.49 10
4 3.00 58.430 19477 231 10
Total 12.00 310980 25915 7.73 223
Within 1.91
Duncan's Multiple Range Test

LSD value = 3.595

s =1.102 atalpha=0.050

X
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Original Order Ranked Order

Mean 1= 3553 A Mean 1= 3553 A
Mean 2= 1839 C Mean 3= 3026 B
Mean 3= 3026 B Mean 4= 1948 C
Mean 4= 1948 C Mean 2= 1839 C
Lixiviacion: minuto 45
Degrees of Sum of Mean
Freedom  Squares Square F-value Prob.

Between 3 1371.163 457.054 87.616 0.0000
Within 8 41.733 3.217

Total 11 1412.896
Coefficient of Variation = 6.22%

Number Sum  Average SD SE

1 3.00 153.810  51.270 3.91 1.32
2 300 76.930 25.643 0.46 1.32
3 300 127.730  42.577 0.78 1.32
4 300 81.960 27.320 2.18 1.32

Total 1200 440430 36.703 11.33 327
Within 2.28

Duncan's Multiple Range Test
LSD value = 4.301

s =1.319 atalpha=0.050
X
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Original Order Ranked Order

Mean 1= 5127 A Mean 1= 5127 A
Mean 2= 2564 C Mean 3= 4258 B
Mean 3= 4258 B Mean 4= 2732 C
Mean 4= 2732 C Mean 2= 2564 C
Lixiviacion: minuto 60
Degrees of Sum of Mean
Freedom  Squares Square F-value Prob.

Between 3 1115.627 371.876 306.845 0.0000
Within 8 9.695 1.212

Total 11 1125322
Coefficient of Variation = 2.56%

Number Sum  Average SD SE

1 3.00 160.170  53.390 1.70 0.64
2 3.00 95760 31.920 0.98 0.64
3 300 155.580 51.860 0.22 0.64
4 3.00 105250 35.083 0.97 0.64
Total 12.00 516.760 43.063 10.11 2.92
Within 1.10
Duncan's Multiple Range Test

LSD value = 2.073
s =0.6356 at alpha = 0.050
X
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Original Order Ranked Order

Mean 1= 5339 A Mean 1= 5339 A
Mean 2= 3192 C Mean 3= 5186 A
Mean 3= 5186 A Mean 4= 3508 B
Mean 4= 3508 B Mean 2= 3192 C
Lixiviacion: minuto 90
Degrees of Sum of Mean
Freedom  Squares Square F-value Prob.

Between 3 622.562 207.521 154.756 0.0000
Within 8 10.728 1.341

Total 11 633.289
Coefficient of Variation = 2.41%

Number Sum  Average SD SE

1 3.00 167360 55.787 0.65 0.67
2 300 117.230 39.077 1.32 0.67
3 3.00 163.700  54.567 1.73 0.67
4 3.00 129.240  43.080 0.46 0.67
Total 1200 577.530 48.128 7.59 2.19
Within 1.16
Duncan's Multiple Range Test

LSD value = 2.180
s =0.6686 at alpha=0.050
X
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Original Order Ranked Order

Mean 1= 5579 A Mean 1= 5579 A
Mean 2= 3908 C Mean 3= 5457 A
Mean 3= 5457 A Mean 4= 4308 B
Mean 4= 4308 B Mean 2= 3908 C
Lixiviacion: minuto 120
Degrees of Sum of Mean
Freedom  Squares Square F-value Prob.
Between 3 215.849 71.950 9213 0.0057
Within 8 62.479 7.810
Total 11 278327
Coefficient of Variation = 5.15%
2 Number Sum  Average SD SE
1 3.00 178.650 59.550 1.49 1.61
2 3.00 149.720 49.907 530 1.61
3  3.00 172.100 57.367 0.86 1.61
4  3.00 151.020 50.340 0.41 1.61
Total 12.00 651.490 54.291 5.03 1.45
Within 2.79
Duncan's Multiple Range Test

LSD value = 5.262
s =1613 atalpha=0.050

X
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Original Order Ranked Order

Mean 1= 5955 A Mean 1= 5955 A
Mean 4991 B Mean 3= 5737 A
Mean 3 5737 A Mean 4= 5034 B
Mean 4= 5034 B Mean 2= 4991 B

Lixiviacion: minuto 240

Degrees of  Sum of Mean
Freedom  Squares Square F-value  Prob.

Between 3 702.269 234.090 83.002 0.0000
Within 8 22.562 2.820

Total 11 724 831
Coefficient of Variation = 2.47%

2 Number Sum  Average SD SE

1 3.00 232.110 77.370 2.01 0.97
2 3.00 181.090 60.363 1.95 0.97
3 3.00 220.120 73373 1.71 0.97
4 3.00 180.920 60.307 0.71 0.97
Total 12.00 814.240 67.853 3.12 2.34
Within 1.68
Duncan's Multiple Range Test

LSD value = 3.162
s =0.9695 at alpha=0.050
X
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Original Order

Mean 1= 7737 A
Mean 2= 6036 C
Mean 3= 7337 B
Mean 4= 6031 C

Ranked Order

Mean 1= 7737 A
Mean 3= 7337 B
Mean 2= 6036 C
Mean 4= 6031 C

Anexo 3. Porcentajes de lixiviacion en dietas medicadas con FLO
aplicando diferentes concentraciones de antibiotico (50,

100 y 200 ppm)

Concentracion: 50ppm

Tiempo de exposicion
Replicas 15 30 45 60 90 120 240
1 9.76 2398 32,18 3582 4272 5108 6349
2 892 2163 2728 3445 4069 4886 5994
3 1778 2457 3060 3668 4246 5283 60.77
Concentracion: 100ppm
Tiempo de exposicion
Replicas 15 30 45 60 90 120 240
1 5.29 2494 3312 3895 4540 5789 68.57
2 1031 2720 3523 4254 5121 5774 69.16
3 9.28 2552 3234 3969 5121 5799 68.99
Concentracion: 200ppm
Tiempo de exposicion
Replicas 15 30 45 60 90 120 240
I 922 2423 3423 3930 5052 5881 7130
2 770 2601 3297 3870 5050 58.70 69.70
3 053 2509 3425 4274 5374 6037 T72.12
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Anexo 4. Analisis de varianza (ANOVA) y prueba de Duncan en las
dietas medicadas con tres concentraciones de FLO (50, 100
y 200 ppm) para cada tiempo de exposicion.

Codificacion Tratamiento
1 50 ppm
2 100 ppm
3 200 ppm

Lixiviacion: minuto 15

Degrees of  Sum of Mean

Freedom Squares Square F-value Prob.
Between 2 26.307 13.153 1.237 0.3551
Within 6 63.821 10.637
Total 8 90.128

Coefficient of Variation = 33.44%

Number Sum  Average SD SE

1 3.00 36.460 12.153 4.89 1.88
2 3.00 24880 8293 2.65 1.88
3 300 26.450 8817 0.98 1.88

Total 9.00 87.790  9.754 336 112
Within 3.26
Duncan's Multiple Range Test

LSD value = 6.516
s =1.883 atalpha=0.050
X
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Original Order Ranked Order
Mean 1= 1215 A Mean 1= 1215 A
Mean 2= 8293 A Mean 3= 8817 A
Mean 3= 8817 A Mean 2= 8293 A

Lixiviacion: minuto 30

Degrees of Sum of Mean

Freedom  Squares Square F-value Prob.
Between 2 9.767 4883 3.192 0.1137
Within 6 9.178 1.530
Total 8 18.945

Coefficient of Variation = 4.99%

2 Number Sum  Average SD SE

1 3.00 70.180 23393 1.56 0.71
2 3.00 77.660 25887 1.17 0.71
3 3.00 75330 25.110 0.89 0.71
Total 9.00 223.170 24.797 1.54 0.51
Within 1.24
Duncan's Multiple Range Test

LSD value = 2.471
s_=0.7141 at alpha=0.050
X

Original Order Ranked Order
Mean 1= 2339 A Mean 2= 2589 A
Mean 2= 2589 A Mean 3= 2511 A
Mean 3= 2511 A Mean 1= 2339 A
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Lixiviacion: minuto 45

Degrees of Sum of Mean

Freedlom  Squares Square F-value Prob.
Between 2 27.034 13.517 4492 0.0642
Within 6 18.056 3.009
Total 8 45.090

Coefficient of Variation = 5.34%

Number Sum  Average SD SE

1 3.00 90.060 30.020 2.50 1.00

2 3.00 100.690 33.563 1.50 1.00

3 3.00 101.450 33.817 0.73 1.00
Total 9.00 292200 32.467 2.37 0.79
Within 1.73
Duncan's Multiple Range Test
LSD value = 3.466
s_=1.001 atalpha=0.050
X

Original Order Ranked Order

Mean 1= 3002 B Mean 3= 3382 A
Mean 2= 3356 A Mean 2= 3356 A
Mean 3= 3382 A 1= 3002 B
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Lixiviacion: minuto 60

Degrees of Sum of Mean

Freedom  Squares Square  F-value Prob.
Between 2 43.650 21.825 6.813  0.0286
Within 6 19.221 3.203
Total 8 62.871

Coefficient of Variation = 4.62%

2 Number Sum Average  SD SE

1 3.00 106.950 35.650 112 1.03
2 3.00 121.180 40393 1.90 1.03
3 3.00 120.740  40.247 218 1.03

Total 9.00 348.870 38.763 2.80 0.93
Within 1.79
Duncan's Multiple Range Test

LSD value = 3.576
s =1.033 atalpha=0.050
X
Original Order Ranked Order

Mean 1= 3565 B Mean 2= 4039 A
Mean 2= 4039 A Mean 3= 4025 A
Mean 3= 4025 A Mean 1= 3565 B
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Lixiviacion: minuto 90

Degrees of Sum of Mean
Freedom Squares  Square F-value Prob.

Between 2 151.622 75.811 14259 0.0053
Within 6 31.900 5317

Total 8 183.522
Coefficient of Variation = 4.84%

Number Sum  Average SD SE

1 3.00 125870  41.957 1.10 1.33
2 3.00 147.820 49.273 335 1.33
3 3.00 154760  51.587 1.86 1.33

Total 9.00 428450  47.606 479 1.60
Within 2.31

Duncan's Multiple Range Test
LSD value = 4.607

s =1331 atalpha=0.050
x

Original Order Ranked Order

Mean 1= 4196 B Mean 3= 5159 A
Mean 2= 4927 A Mean 2= 4927 A
Mean 3= 51.59 A Mean 1= 4196 B
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Lixiviacion: minuto 120 Jom . . e T\
Degreesof Sumof  Mean g; T ek
Freedom Squares  Square F-value Prob#i pL1T

Between 2 120478  60.239  37.432 0.0004

Within 6 9.656 1.609

Total 8 130.134

Coefficient of Variation = 2.26%

Number Sum  Average SD SE

3.00 152.760  50.920 1.98 0.73
3.00 173.620 57.873 0.13 0.73
3 3.00 177.880  59.293 0.93 0.73

[ o

Total 9.00 504.260 56.029 4.03 1.34
Within 1.27

Duncan's Multiple Range Test
LSD value = 2.534
s =0.7323 at alpha = 0.050
X
Original Order Ranked Order

Mean 1= 5092 B Mean 3= 5929 A
Mean 2= 5787 A Mean 2= 5787 A
Mean 3= 5929 A Mean 1= 5092 B
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Lixiviacion: minuto 240

Degrees of Sum of Mean

Freedom Squares  Square F-value Prob.
Between 2 153.831 76.915 45.644 0.0002
Within 6 10.111 1.685
Total 8 163.941

Coefficient of Variation = 1.93%
Number Sum Average SD SE
1 3.00 184200 61.400 1.86 0.75
2 300 206.720 68.907 0.30 0.75
3 300 213.120 71.040 1.23 0.75
Total 9.00 604.040 67.116 4.53 1.51
Within 1.30
Duncan's Multiple Range Test

LSD value = 2.593
s =0.7494 at alpha =0.050
X
Original Order Ranked Order

Mean 1= 6140 B Mean 3= 71.04 A
Mean 2= 6891 A Mean 2= 6891 A
Mean 3= 71.04 A Mean 1= 6140 B
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Anexo 5. Porcentaje de recuperacion en dieta medicada con 100 ppm
de FLO

Concentracion Teorica (100% de recuperacion)

Replicas £ muestra ppm dieta ug FLO Dilucién ug/ml
muesira ml
1 0,2546 110 28.01 10 2.80
2 0,2532 110 27.85 10 2,79
3 0,2535 110 27.89 10 2.79
4 0.2565 110 28.22 10 2.82
5 0.2546 110 28.01 10 2.80
6 0,2550 110 28.05 10 2.81

Concentracion real de la muestra de alimento medicado (100 ppm)

Replicas cuentas Coceen. Concen. % recuperacion
drea  Real  Teodrica

I 146747 293 2,80 104,8%
2 127463 2,55 2,79 91,5%
3 138257 2,77 279 99.2%
4 144551 2,89 2.82 102.5%
5 115943 232 2.80 82.8%
6 154443  3.09 2.81 110,1%
Promedio 98.5%

5D 10%
(o 10,0%
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Anexo 6. Pérdidas por procesos de manufactura en dietas medicadas
con 100 y 200 ppm de FLO

Concentracién Tedrica

Dieta mg FLO/Kg peso ug FLO  Dilusion ug/ml
Dieta muestra  muestra ml FLO

100 ppm (1) 110 0,2557 28.13 10 2.81
100 ppm (2) 110 0.2527 27.80 10 2,78
100 ppm (3) 110 0,2523 27,75 10 2,78
200 ppm (1) 220 0,2564 56,41 20 2.82
200 ppm (2) 220 0,2537 55,81 20 2,79
200 ppm (3) 220 0,2526 55,57 20 2,78

Diela cuentade Conc. Con. Real+  Conc. % FLO Pérdida
area real Porce Rec  Tebrica recuperado Pre-mezcla

100 ppm | 146747 2,93 298 2,81 106,0% -5.96%
100 ppm 2 107463 2.15 2,18 2,78 78.5% 21,49%
100 ppm 3 138257 2,77 2,81 278 101,2% -1,17%
Prom 95,2% 4.78%
SD 0,147 15%
200ppm 1 146623 2,93 298 2,82 105.6% -5.58%
200 ppm 2 133463  2.67 2.1 2,79 97.1% 287%
200 ppm 3 135257 271 2,75 2,78 98.9% 1,14%
Prom 100,5% -0,52%
SD 0.045 4%
Prom Total 97.87% 2.1%
Ryl 0,101
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100 % de recuperacién Concentracion Teorica

Dieta mg FLO/Kg  peso ug FLO Dilusion ug/ml
Dieta muestra  muestra ml FLO
100 ppm (1) 110 0,1091 12,00 10 1,2
100 ppm (2) 110 0,1020 11,22 10 1,1
100 ppm (3) 110 0,1032 11.35 10 1,1
200 ppm (1) 220 0,1006 22,13 10 22
200 ppm (2) 220 0,1010 2222 10 22
200 ppm (3) 220 0,1041 2291 10 2.3
Dicta cuenta Conc. Con. Real+ Conc. % FLO Pérdida
area real Porce Rec  Nominal recuperado Peletizado 1
100 ppm 1 37586 0,74 0,76 1,20 63,0% 36,99%
100 ppm 2 39254 0,78 0.79 1,12 70,4% 29.57%
100 ppm 3 39901 0,79 0,80 1.14 70, 7% 29.26%
Prom 68.1% 31.94%
SD 0,044
200 ppm 1 79310 1,49 1,51 221 68.3% 31,66%
200 ppm 2 75849 1.42 1.44 2,22 64,9% 35,10%
200 ppm 3 90908 1,72 1,75 2,29 76,.3% 23.70%
Prom 69.8% 30,16%
SD 0,058
Prom Total 69,0% 31.0%
SD 0.047
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100 % de recuperacion Concentracion tedrica

Dieta mg FLO/Kg peso ug FLO Dilucion  ug/ml

Dieta Muestra g muestra mli FLO
100 ppm (1) 110 0,1080 11,88 10 1,2
100 ppm (2) 110 01061 11.67 10 1.2
100 ppm (3) 110 0.1028 11.30 10 11
200 ppm (1} 220 0.1028 2262 10 23
200 ppm (2) 220 0.1021 22,46 10 22
200 ppm (3) 220 0,1072 23,58 10 24

Dieta  cuentade Conc. Con. Real + Conc. % FLO Pérdida
area real Porce Rec Teorica recuperado Peletizado 2

100 ppm I 38151  0.76 0,77 1,19 64.6% 35,37%
100 ppm 2 33481 0.66 0,67 1,17 57.7% 42,34%
100 ppm 3 37473 0,74 0,75 1,13 66,7% 33,30%
Prom 63,0% 37.00%
SD 0,047 0.047
200ppm 1 87141 174 1.76 2.26 77.9% 22.09%
200ppm 2 79880  1.59 1.62 2.25 71,9% 28.09%
200ppm 3 81163 1,62 1,64 2,36 69.6% 30,40%
Prom 73,1% 26.86%
SD 0,043 0.043
Prom Total 68.1% 31,9%
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100 % de recuperacién Concentracién tedrica

Dieta mg FLO/Kg peso ug FLO  Dilusion  ug/ml
Dieta muesira muestra ml FLO
100 ppm (1) 110 0.10240 11,26 10 1,13
100 ppm (2) 110 0,10103 11.11 10 111
100 ppm (3) 110 0,10033 11,04 10 1.10
200 ppm (1} 220 0,10340 22,75 10 2,27
200 ppm (2) 220 0.10352 22.77 10 2,28
200 ppm (3) 220 0,10465 23,02 10 2,30
Dieta cuentade Conc. Con.Real + Conc. % FLO Pérdida
area real  Porce Rec Tedrica recuperado  Secado
100 ppm 1 16246 0,32 0,32 1,13 28.7% 71.34%
100 ppm 2 15729 031 0.31 111 28.1% 71.90%
100 ppm3 23370 0,46 047 1.10 42 4% 57.64%
Prom 33.0% 66,96%
SD 8,1%
200 ppm 1 33372 0,66 0,67 227 29.5% 70.52%
200ppm 2 32078 0.63 0.64 2,28 28.3% 71.71%
200ppm 3 28459 0.56 0,57 2,30 24.8% 75.20%
Proni 27.5% 72,48%
SD 2.4%
Prom Total 30,28% 69.7%
SD 0.061 0,061
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Anexo 7. Valores porcentuales de consumo de alimento en dietas
medicadas con FLO recubiertas con gelatina, aceite de
pescado y alginato de sodio + Ca""

Consumo de alimento durante la primera semana

DiAS
Tratamientos I 2 3 4 5 6 7 Promedio
Control (1) 77 65 66 68 72 71 72 70,14
Aceite (2) 72 67 62 67 65 65 60 65.43
Gelatina (3) 74 70 65 76 77 79 81 74.57
Alg+Ca(4) 79 71 69 71 77 75 76 74.00

Consumo de alimento durante la segunda semana

DIAS
8 9 10 11 12 13 14 Promedio

Control(1) 57 55 57 61 64 67 66 6100
Accite(2) 56 55 53 59 57 66 58 517
Gelatina(3) 61 59 62 68 69 69 68 6514
_AlgtCa(d) 61 56 53 64 64 63 68 6129

Anexo 8. Andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de Duncan en el
consumo de alimento de dietas medicadas usando tres
recubridores (gelatina, aceite de pescado, alginato de sodio
+ Ca'") y una dieta control.
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Primera semana

Degrees of Sum of Mean
Freedom Squares Square  F-value Prob.
Between 3 321.125 107.042 17.865 0.0000
Within 20 119.833 5.992
Total 23 440958
Coefficient of Variation = 3.45%
Number  Sum Average SD SE
1 6.00 420.000 70.000 2.00 1.00
2 6.00 393.000 65.500 2.17 1.00
3 6.00 447.000 74.500 3:51 1.00
4  6.00 445.000 74.167 1:72 1.00
Total 24,00 1705.000 71.042 438 0.89

Within 2.45

Duncan's Multiple Range Test
LSD value = 2.948

s =09992 atalpha=0.050
X

Original Order Ranked Order

Mean 1= 7000 B Mean 3= 7450 A
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Mean 2= 6550 C Mean 4= 74.17 A
Mean 3= 7450 A Mean 1= 7000 B
Mean 4= 7417 A Mean 2= 6550 C

Segunda semana

Degrees of  Sum of Mean
Freedom Squares Square  F-value Prob.
Between 3 169.458 56486 4387 0.0158

Within 20 257.500 12.875

Total 23 426.958

Coetticient of Variation = 5.85%

Number Sum Average SD SE

1 600 368.000  61.333 3.50 1.46
2 6.00 346,000  57.667 3.27 1.46
3 600 391.000  65.167 431 1.46
4 600 366.000  61.000 3.16 1.46

Total 24.00 1471.000 61.292 431 0.88
Within 3.59
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Duncan's Multiple Range Test

LSD value = 4.321

s_=1465 atalpha=0.050
X

Original Order Ranked Order
Mean 1= 6133 AB Mean 3= 6517 A
Mean 2= 5767 B Mean 1= 6133 AB
Mean 3= 6517 A Mean 4= 61.00 AB
Mean 4= 61.00 AB Mean 2= 5767 B
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