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Evaluacion del riesgo ambiental de la amoxicilina utilizando la especie Litopenaeus

vannamei como bioindicador

Keivyn Gregorio Anchundia Delgado; Macias-Mayorga Dayanara
Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi. Facultad de Ciencias de la vida y Tecnologias.

Carrera de Ingenieria Ambiental
Resumen:

El objetivo del presente estudio fue evaluar el riesgo ambiental del farmaco amoxicilina
utilizando la especie Litopenaeus vannamei como bioindicador. Se utilizaron especimenes
del camarén blanco L. vannamei en ensayos de exposicion forzada (toxicidad aguda) y no
forzada (ensayo de fuga) para evaluar la potencial toxicidad de la amoxicilina. En el ensayo
de toxicidad aguda cinco concentraciones fueron testadas: 100, 200, 400, 800 y 1600 mg/L de
amoxicilina, méas un control. El ensayo tuvo una duracion de 72 horas, y la respuesta a
observada fue la mortalidad de los organismos a las 24, 48, 72, horas del experimento. En el
ensayo de fuga se utilizd un sistema multicompartimentado con siete compartimentos, y el
gradiente de contaminacion lineal fue compuesto con las concentraciones 25, 50, 100, 200,
400 y 800 mg/L. de amoxicilina, més un control. Se contabiliz6 el nimero de organismos en
cada compartimento cada hora durante 4 horas (tiempo de duracion del ensayo). En base a los
resultados, se obtuvo una concentracion letal media (CL50) de 359,9 mg/L. de amoxicilina en
la especie L. vannamei a las 72 horas de ensayo. Por otra parte, es evidente la respuesta de
evasion desde la primera hora, mostrando porcentajes de fuga de 35,19%, 48,8%, 72,2%,
81,48%, 83,3% y 100% (25, 50, 100, 200, 400 y 800 mg/L de amoxicilina, respectivamente).
Este patrén de aumento en el porcentaje de evasion a medida que aument6 la concentracion
de exposicion se mantuvo durante las 4 horas del ensayo. En conclusion, el antibidtico
amoxicilina representa un riesgo ambiental para los organismos acuaticos, y se valida la

utilidad de L. vannamei como bioindicador en este tipo de evaluaciones.

Palabras claves: Litopenaeus vannamei, ensayo de fuga, CL50, toxicidad aguda.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios, los contaminantes emergentes se han convertido en un tema prioritario
dentro de la investigacion ambiental debido a su creciente deteccion en diferentes matrices y
a los posibles riesgos que representan para la salud humana y el equilibrio de los ecosistemas.
Estos compuestos, de origen y naturaleza quimica diversa, no habian sido tradicionalmente
considerados como amenazas ambientales, pero la evidencia cientifica actual demuestra que
pueden tener efectos negativos incluso a bajas concentraciones. El desarrollo de compuestos
quimicos sintéticos ha incrementado la presencia de contaminantes emergentes en los
ecosistemas, los cuales representan una amenaza potencial para el ambiente y los organismos

vivos (Garcia et al. 2011).

Estos contaminantes emergentes incluyen farmacos, productos de higiene y limpieza,
plaguicidas, fertilizantes y otros compuestos de origen industrial o agricola que, debido a su
persistencia, pueden encontrarse en aguas residuales, rios e incluso en aguas subterraneas
(Duarte y Martinez 2021). Los sistemas convencionales de tratamiento de aguas no estan
disenados para su eliminacion completa, por lo que su presencia en el medio acuatico es

continua y de caracter global (Alzola ef al. 2024).

Una caracteristica que hace especialmente preocupante a estos contaminantes es que muchos
no son eliminados de forma efectiva por las plantas de tratamiento de aguas residuales, ya
que dichas instalaciones fueron disefiadas para remover materia orgénica y nutrientes, pero no
moléculas farmacéuticas u otros compuestos complejos. De este modo, los contaminantes
emergentes pueden llegar a rios, lagos, aguas subterraneas e incluso a aguas destinadas para

el consumo humano (Gil ef al. 2012).

Dentro de estos compuestos, los antibioticos destacan por su amplio uso en medicina
humana, veterinaria y en la industria alimentaria (Duarte y Martinez, 2021). Aunque su
introduccion en el siglo pasado revolucion6 la salud publica y aumentd la esperanza de vida,
su uso masivo ha derivado en problemas como la resistencia bacteriana, que constituye una

amenaza sanitaria y ambiental de escala mundial (Fernandez et al. 2021).

Los residuos de antibioticos, excretados por humanos y animales o liberados por actividades
industriales y hospitalarias, persisten en concentraciones bajas pero constantes, favoreciendo
la seleccion de cepas resistentes (Gil et al. 2012; Rizzo et al. citado por Duarte y Martinez

2021). Ademas, estudios han demostrado que estos compuestos pueden acumularse en
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organismos acuaticos y provocar efectos fisiologicos adversos que podrian extrapolarse a la
salud humana (Moreno et al. 2013; Alzola et al. 2024). Esta persistencia ambiental, sumada a
su capacidad de bioacumulacidon en organismos vivos, les permite generar efectos cronicos

que afectan la salud de especies animales y, potencialmente, la humana (Alzola et al. 2024).

La amoxicilina, en particular, es un antibiotico f—lactamico del grupo de las aminopenicilinas
semisintéticas, utilizado ampliamente por su efectividad frente a bacterias Gram positivas y
algunas Gram negativas (Duarte y Martinez 2021). Su uso masivo en medicina humana y
veterinaria ha llevado a que se detecte de manera frecuente en efluentes residuales, donde su

eliminacion por métodos convencionales es incompleta (Gonzélez et al. 2021).

La evaluacioén de los efectos de la amoxicilina en el medio acuatico requiere del uso de
bioindicadores, organismos sensibles a cambios ambientales que permiten diagnosticar y

cuantificar el impacto de contaminantes (Nikinmaa, citado por Luna et al. 2023).

Estos ofrecen ventajas como bajo costo, facilidad de muestreo y sensibilidad a niveles
tempranos de contaminacion (Luna et al. 2023). El camaron blanco Litopenaeus vannamei,
de alta importancia ecoldgica y econdmica, se presenta como un organismo idoneo para
evaluar la toxicidad de este antibidtico, tanto por su papel en la cadena tréfica como por su

amplia distribucion en ambientes costeros tropicales.

Pese a la evidencia sobre la presencia de amoxicilina en cuerpos de agua y su potencial efecto
sobre la biota, aun existe escasa informacion sobre su impacto especifico en L. vannamei.
Esto genera la necesidad de estudios que determinen su toxicidad y evalten el riesgo

ambiental que representa.

Este vacio de informacién limita la capacidad de realizar evaluaciones de riesgo especificas
para este antibiotico en ecosistemas costeros y marinos. En este contexto, el presente estudio
se plantea como una contribucion para cubrir esa necesidad, proponiéndole como objetivo
evaluar el riesgo ambiental de la amoxicilina utilizando al camarén blanco (Litopenaeus
vannamei) como bioindicador, mediante bioensayos de toxicidad aguda y ensayos de fuga,
con el fin de aportar informacion que respalde la gestion y control de contaminantes

emergentes en ambientes acudticos.
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2. METODOLOGIA
2.1. Bioensayos con la especie Litopenaeus vannamei
2.1.1. Aclimatacion de los organismos

Especimenes de camardn blanco (L. vannamei) en estado PL20 fueron utilizados en ensayos
de exposicion forzada donde se determiné la potencial toxicidad del f&rmaco amoxicilina.
Los organismos fueron obtenidos en granjas de acuicultura. Una vez en el laboratorio, los
camarones fueron aclimatados durante una semana en tanques de 32 L, con fotoperiodo

natural de 12 h / 12 h (luz: oscuridad) y aireacion constante.

2.1.2. Bioensayo de exposicion forzada con el camarén blanco L. vannamei para

determinacion de la CL50

Este ensayo de toxicidad aguda fue realizado en unidades experimentales de 500 ml. De
manera preliminar, cinco concentraciones del fArmaco fueron testadas: 100, 200, 400, 800 y
1600 mg/LL de amoxicilina, mds un control. Cada concentracion de exposicion fue
considerada un tratamiento de exposicion. Los tratamientos y el control fueron testados por

triplicado. Seis individuos de L. vannamei fueron colocados en cada unidad experimental.

El ensayo tuvo una duracion de 72 horas, y la respuesta observada fue la mortalidad de los
organismos. Durante las 24, 48 y 72 horas del experimento se contabilizdé el nimero de

organismos muertos.

Una vez determinada la concentracion letal media (CL50), esta fue utilizada como referencia
para establecer las concentraciones empleadas en el posterior ensayo de exposicion no

forzada (ensayo de fuga).
2.1.3. Bioensayo de exposicion no forzada con el camaron blanco L. vannamei

Individuos de L. vannamei fueron utilizados en ensayos de fuga (avoidance) donde se evalud
la potencial toxicidad del farmaco amoxicilina a través de la respuesta de sensibilidad de los
organismos. Estos ensayos fueron una herramienta util, ya que permitieron conocer la

capacidad de los organismos para percibir contaminantes e ir a zonas menos contaminadas.

Para los ensayos de fuga se utilizO un sistema multicompartimentado con siete

compartimentos. Cada compartimento tuvo una longitud de 27 cm y capacidad para un
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volumen de 300 mL. Todo el sistema tuvo una longitud de 189 cm y capacidad para un

volumen de agua de 2100 mL (Fig. 1).

Largo 189 cm — Siete compartimentos— Volumen total 2100 ml

Control 5 10 25 50 75 100

== — = v " o e g — y—

~_Aberturasuperior:A

g A I “'-\ A: 7.5x4 cm
‘ Volumen Didmetro ~ B: 300 ml
[ total: B central: C JID C:6cm
C iones o '
oncentraciones N A D:2.2cm
mg/L " y E: 27 cm
Longitud: E

Fig.1 Sistema muticompartimentado para los ensayos de exposicion no forzada.

Con la finalidad de crear un gradiente de contaminacion lineal, fueron testadas seis
concentraciones de exposiciéon a amoxicilina (25, 50, 100, 200, 400 y 800 mg/L) mas un
control. Las concentraciones utilizadas fueron establecidas en funciéon de la CL50
determinada en el ensayo de exposicion forzada. Cada concentracion representd un
tratamiento de exposicion. Estos tratamientos fueron colocados de forma individual en un

compartimento del sistema, tal como se describe en Araujo et al. (2014).

Los tratamientos y el control fueron testados por triplicado. Una vez preparado el gradiente
lineal de contaminacion, se introdujeron tres organismos en cada compartimento, con un total
de 21 organismos por sistema y 63 organismos por ensayo. Los experimentos se llevaron a
cabo en oscuridad. Cada hora, durante las cuatro horas de ensayo, se reviso la distribucion de

los organismos en el sistema.
2.2. Procesamiento de datos
2.2.1. Analisis estadistico

La normalidad de los datos fue revisada a través de la prueba de Shapiro-Wilk, y la
homocedasticidad fue verificada mediante la prueba de Levene. Un analisis de varianza de
una via (ANOVA) fue aplicado para determinar si existia o no diferencia significativa entre
los tratamientos de exposicion. Una prueba de Tukey fue utilizada para identificar qué medias

eran distintas.
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2.2.2. Calculo de la CL50

El calculo de la CL50 fue realizado con la aplicacion de la formula de regresion lineal:

—x1)*(y2—yl)
x2 —x1

y =yl +&

2.2.3. Cilculo de fuga/evasion

El célculo de la fuga fue basado en el método descrito por Moreira-Santos et al. 2008:
Fugados = (NE - NO)

Donde:

(NE)= nimero de organismos esperados,

(NO)= ntimero de organismos observados.

Para calcular la evasion (fuga) en porcentajes (%) se utilizo la formula:

Fuga= (Fugados / NE) * 100.

Donde: NE es el nimero de organismos que se esperaba en cada compartimento,
considerando una distribucién homogénea de los organismos observados, lo que supone
ninguna preferencia para cualquier concentracion de exposicion. Se calculd con el nimero
total de organismos observados dentro de los compartimentos, y dividido entre el nimero
correspondiente al compartimento. Por ejemplo, para la seccion mas contaminada (#7; 100%
de agua del test), el nimero de organismos que se esperaba es igual al niamero total de

organismos observados dentro de las secciones #1 a #7 dividido para el numero de la seccion,

en este caso (es decir, 7).

NO es igual a los organismos observados en cada compartimento, sumados a los demads

compartimentos con concentraciones mas altas dentro de un mismo sistema.
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3. RESULTADOS

3.1. Bioensayo de exposicion forzada para la determinacion de la CL50

Tabla 1. Concentracion letal media (CL50) de amoxicilina en el camarén blanco Litopenaeus

vannamei
Mortalidad (%) Concentracion de amoxicilina (mg/L)
0 Control
33,33 100
44,44 200
50,0 3599
55,56 400
61,11 800
72,22 1600

Se determin6 la CL50,,,de 359,9 mg/L de amoxicilina en la especie L. vannamei con los

datos de mortalidad obtenidos en cada tratamiento de exposicion (Tabla 1).



Uleam

UNIVERSIDAD LAICA .
ELOY ALFARO DE MANABI

3.2. Bioensayo de exposicion no forzada con el camaron blanco L. vannamei

— %Fugaih
—— % —— %Fuga3h
— A —- %Fugadh

100
80 -
60

404

Porcentaje de fuga (%)

20 4]

0 iv" T T T T T T T

0 100 200 300 400 500 600 700 800

Concentracion de amoxicilina (mg/L)

Fig.2 Respuesta de fuga en la especie Litopenaeus vannamei expuesta a distintas

concentraciones de amoxicilina.

En el ensayo de exposicion no forzada es evidente la respuesta de evasion desde la primera
hora, mostrando porcentajes de fuga de 35,19%, 48,8%, 72,2%, 81,48%, 83,3% y 100% (25,
50, 100, 200, 400 y 800 mg/L de amoxicilina, respectivamente). Este patron de aumento en el
porcentaje de evasion a medida que aumentd la concentracion de exposicion se mantuvo
durante las 4 horas del ensayo (Fig. 2). El andlisis estadistico demostr6é que la respuesta de

evasion observada durante el ensayo estuvo relacionada con la concentracion de exposicion
(p<0,05).
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4. DISCUSION

La concentracion letal media de amoxicilina determinada en este estudio en la especie L.
vannamei fue de 359,9 mg/L, lo que clasificaria a este firmaco como no peligroso segtn el
Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiquetados de Productos Quimicos
(SGA) ya que el valor fue > 100 mg/L. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la
mortalidad es la respuesta mas extrema en un organismo expuesto a un toxico, y el principal
riesgo ambiental de la amoxicilina y de otros antibidticos radica en su liberacion al medio
acuatico, lo que contribuye a la contaminacion del agua y, crucialmente, al desarrollo y

propagacion de la resistencia a los antibioticos.

Otros estudios realizados en organismos como la Artemia salina también registraron valores
de CL50 altos (superiores a 1000 mg/L) para este antibacteriano (en formulaciéon con
sulbactam), mientras que en Physa cubensis, a concentraciones de 1000 mg/L, su efecto se ha
clasificado como moderadamente toxico, sin superar el 50% de mortalidad a las 96 h (Irahola
y Giménez; Pérez; Hernandez et al.; citados por Martinez, et al. 2017). De manera similar, en
Daphnia magna se ha reportado una CL50 de 6950 mg/L para amoxicilina (Iannacone y
Alvarifio 2009). Mientras que, en otras especies acuaticas, como Tilapia nilotica se reportd
una CL50 de 35,72 ng/L lo que refleja la variabilidad en la sensibilidad entre organismos.
Esto evidencia que algunas especies pueden ser significativamente mas sensibles que otras

frente a compuestos antibacterianos (Yasser El-Nahhal y Nabila El-Dahdouh 2014).

Por otra parte, la marcada respuesta de evasion observada en la especie L. vannamei en el
ensayo de exposicion no forzada, indica que los camarones perciben y reaccionan al
compuesto incluso antes de alcanzar concentraciones letales, lo que sugiere que los
organismos son capaces de detectar cambios en la calidad del agua y ajustar su

comportamiento para evitar el farmaco.

El comportamiento de huida o evasion se considera una herramienta relevante en la
evaluacion del riesgo ecologico (Lopes et al., 2004; Rosa et al, 2008), ya que permite
predecir posibles efectos de la contaminacion en la distribucion espacial de organismos. La
fuga representa una rapida respuesta defensiva de los organismos expuestos a un
contaminante (Oliveira et al., 2014). Moreira-Santos et al., 2008 considera la fuga el
desplazamiento de los organismos a zona menos contaminada o donde se sientan menos

afectados para garantizar la supervivencia de la especie.
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Saldafia y Woodley (2024) destacan que la exposicion cronica a contaminantes farmacéuticos
y productos personales (PPCPs), como la amoxicilina, puede resultar en cambios en el
comportamiento, crecimiento, desarrollo y reproduccion de organismos acudticos,

especialmente cuando la exposicion ocurre durante etapas sensibles de la vida.

Estudios en otros organismos acuaticos han documentado que la exposicion a productos
farmacéuticos y microcontaminantes, como antibidticos, antidepresivos y hormonas, altera
patrones de actividad, alimentacion, reproduccidon y sociabilidad, lo que se traduce en
cambios conductuales que impactan la estructura y dindmica de las poblaciones (Aib et al.

2025).

Los resultados obtenidos refuerzan la necesidad de complementar evaluaciones de toxicidad
aguda (determinacion de CL50), con ensayos de sensibilidad y comportamientos, como una
buena alternativa para valorar el efecto real de los contaminantes farmacéuticos aun en
concentraciones subletales. Las respuestas conductuales son una alerta temprana, que podrian
indicar cambios en la estructura de la poblacidon y las interacciones troficas en ambientes

contaminados.



Uleam

UNIVERSIDAD LAICA .
ELOY ALFARO DE MANABI

5.

CONCLUSION

e Segin la concentracion letal media (CL50) de 359,9 mg/LL de amoxicilina
determinada para la especie L. vannamei, este farmaco seria considerado como no
peligroso segun el Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiquetado de
Productos Quimicos (SGA), y lo pautado por la normativa europea. Sin embargo, la
marcada respuesta de fuga observada en los organismos durante el ensayo de
exposicion no forzada, indican la afectacion de este farmaco alin en concentraciones
subletales. Esto refuerza la necesidad de integrar ensayos de toxicidad aguda y de

comportamiento en la evaluacion del riesgo ambiental de productos farmacéuticos.

e Sc valida la utilidad de la especie L vannamei como bioindicador en la evaluacion del

riesgo ambiental por el farmaco amoxicilina.
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