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RESENA

Todo comienza en una vieja villa ferroviaria. Nicolas nacié en San Bemardo,
Santiago de Chile el 25 de Mayo del 1982. Es el primer hijo entre cuatro hemanos,
fruto de la union de Sandra lzquierdo y Jaime Silva, ademas es nieto de los
matrimonios: Héctor Silva y Maria Eliana, y Luis Izquierdo y Brenda, a ésta ultima no
tuvo la suerte de conocerla, pero siempre supo que acomparnaba a su madre, por lo
tanto, a él también. Nicolas vive sus primeras mafanas en el jardin municipal “Sol
Naciente” de la comuna El Bosque. Luego de un tiempo, ingresa al Jardin Infantil
“Conejin” de la misma comuna, el cual vio, después de un tiempo, pasar por sus aulas
a primos y dos hermanos suyos, Sandra y Gonzalo. Nicolas vivié en el seno de la
familia Silva, que con un esfuerzo en conjunto, y a raiz de la tesén de su padre, logran
que Nicolas curse su ensefianza basica en el Colegio de los Sagrados Corazones de
Alameda, aqui se dio cuenta, recién a los 11 anos, que amaba las explosiones en
tubos de ensayo. Luego, en la ensefanza media estuvo en el Liceo salesiano Manuel
Amriaran Barros, ambos colegios catdlicos. A los 17 afos, ingresa a la carrera de
Ingenieria Civil Quimica, en la USACH. No fue tan simple, permanecié solo 2 afos.
Nicolds debié rendir nuevamente ia ditima P.AA., del afio 2002, mejorando sus
puntajes, pero no cambiando su vocacion, lo cual le pemitio al afio siguiente ingresar a

la carrera de Quimica Ambiental de la Universidad de Chile, este periodo estuvo lleno



de noches de estudio y también de celebraciones, de alegrias familiares y también de
penas, todo lo anterior le ensefi6 a Nicolas a nunca bajar los brazos, ademas siempre
recibié el apoyo de sus tios y abuelos, que confiaron a ciegas en él en todo momento.
Aca conocib a la prof. Maria Inés Toral, quién ayudé a Nicolas académica, econdmica y
emocionalmente y es actualmente guia de su trabajo final, en Laboratorio de Quimica
Analitica, donde aprendi6, por fin, a hablar en publico. Nicolas siempre destaco por
“achar una manito” con los nimeros a amigos, compaferos, familiares y conocidos.
Finalmente, este largo tiempo de tesis, ha estado acompafado por una gran persona:

Daniela.
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RESUMEN
El limite maximo residual establecido para la OTC en musculo y piel de salmén,
es 100 pg/Kg. Este ultimo valor esta por sobre el limite de cuantificacién de un método
analitico desarrollado para la determinacion de oxitetraciclina en masculo de salmén
basado en la formacion de par iénico con el colorante violeta cristal en medio

amoniacal, utilizando la técnica de espectrofotometria derivada de segundo orden.

Para validar este método, se estudié sus fundamentos tedricos, luego se
comprobé la formacién del par idnico violeta cristal-oxitetraciclina mediante la
reproduccion de sefiales analiticas. En base a lo anterior, se propuso una forma
distinta de realizar el procedimiento de determinacién del par iénico, respecto al orden
de adicién de los reactivos. A continuacién, se implementé este método y se
identificaron los puntos criticos del proceso completo, asi, se propusieron medidas para
mejorar la aplicacion. En seguida, se reprodujeron espectros derivados de blancos de
reactivos conteniendo también el musculo y piel de salmén, constatdndose una
dificultad para estabilizar el “zero crossing”. Por lo anterior, se realizdé una optimizacion
de las variables volumen de violeta cristal y amoniaco, encontrandose que los valores
optimos son: 7x10° mol/lL de VC y 2,4x10° mol/L de NH; para lograr valores més
constantes del “zero crossing” del blanco. Finalmente, se aplicé el procedimiento
completo a muestras fortificadas de musculo de salmén salmo salar con solucién de
OTC de concentraciones 3,0 pg/mbL y 3,6 ug/mL y se verificé la formacién del par
idnico, sin embargo, no hubo diferencias entre las sefiales analiticas a estas dos
concentraciones. Por lo tanto, se propuso un nuevo estudio de variables quimicas y
orden de adicién de reactivos, pero ahora en presencia de acido oxalico, antibiético y

matriz midsculo de salmoén.



ABSTRACT
The maximum residual limit established for the OTC in muscle and skin of
salmon, is 100 mg / kg. This last value is above the limit of quantification of an
analytical method developed for the determination of oxytetracycline in salmon muscle
based on ion pair formation with the dye crystal violet in ammoniacal medium using the

technique of second-order derivative spectrophotometry.

To validate this method, it was studied their theoretical foundations, then tested
the ion pair formation of crystal violet-oxytetracycline by reproducing the analytical
signals. Based on the above, it is proposed a different way of performing the procedure
for determining the ion pair on the order with respect to addition of reagents.
Subsequently, this method was implemented and the critical points of the complete
process were identified in order to improve the implementation. Then, the derivative
spectra from reagent blank contain also muscle and skin of salmon were reproduced,
being verified a difficulty to stabilize the zero crossing. In this context, an optimization of
the variable volume of VC and ammonia was carried out; found that the optimum values
are: 7x10° mol/L. of VC and 2,4 x10" mol/L of NH; to achieve constant values of the
blank "zero crossing". Finally, the complete procedure was applied to fortified samples
of muscle of salmon salar with OTC solution of concentrations 3,0 pug/mL and 3,6 ug/mL
and the ionic pair formation was verified, however, there were not differences among
the analytic signals to these two concentrations. Therefore, it is proposed a new study
of chemical variables and order of addition of reagents, but now in presence of oxalic

acid, antibiotic and salmon muscle matrix.
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[. INTRODUCCION

1.1 Aspectos generales.

La creciente industria salmonera al sur de nuestro pais se ha convertido en uno
de los sectores productivos mas fructiferos, gracias a las caracteristicas y condiciones
fisicas presentes en la geografia del sur de nuestro pais. A nivel nacional, se posiciona
en el fercer puesto en el tema exportaciones, siendo el primero el sector minero. En lo
que respecta a lo internacional, al afio 2008 la exportaciéon de salmén es liderada por
Noruega y so6lo a continuacién se encuentran los centros de produccién chilenos,
(Salmén Chile, 2008). Sin embargo, debido a la aparicidon del virus ISA (Infectious
Salmon Anemia), en el afio 2007, el cual afecta al salmén causando una hemorragia
interna, se produjo una notable disminucién en la produccion de salménidos, la cual
caeria a una produccion bruta de 245.000 toneladas para el afio 2010, pero con un
notable y efectivo repunte del 20% para el afio 2011 (La Tercera, Negocios, 2010). Las
especies cultivadas en Chile son: salmén Cereza, salmén Rey, salmén Rosado, trucha
Café, trucha Arco iris, salmén Coho y salmén Atlantico (Aqua Noticias, 2008), siendo
estas tres ultimas las mas importantes. De estas especies, el saimén Atlantico, el mas
exportado, se vié profundamente afectada su produccion, motivada porla disminucion

en su cultivo.

El gran numero de individuos involucrados en el ciclo del salmén y el
aseguramiento de la produccion, ha hecho necesario la administracién de diversos
tipos de antibidticos. El uso de farmacos antimicrobianos se ha masificado a nivel
mundial en la medicina veterinaria, utilizandose cominmente como agentes

terapéuticos para combatir enfermedades infecciosas, éstos se utilizan también como



profilacticos -para la prevencion de cuadros infecciosos derivados de un estado de
estrés, o como promotores de crecimiento para mejorar la eficacia de conversion de
alimentos y disminuir el tiempo de sacrificio. Asi, en Chile y tal como ocurrié en
Noruega, los esfuerzos de disminuir los volimenes de farmacos, estan orientados al

desarrollo de vacunas mas efectivas y menos riesgosas para la salud humana.

1.1.1 Medioambiente.

El entorno en que se desarrolla la acuicultura no deja de ser alterado por que
haya legistacion, es mas, la Ley General de Bases del Medioambiente incentiva a la
industria al desarrollo, siempre y cuando se haga de manera responsable el
aprovechamiento de los recursos naturales. Por este motivo, y por ser una actividad
que se sustenta directamente en el ambiente acuatico, este sector productivo produce

inevitablemente impactos en el medio natural.

La instalacion de centros de cultivo de peces necesita para funcionar
requerimientos de suelo y agua, éstos son fundamentales para proveer de recursos,
servicios y energia a un area determinada de cultivo, lo que inevitablemente trae
consigo otros efectos indirectos en el medioambiente, como alteracion del paisaje
natural, por ejemplo. Por ofro lado, estas instalaciones producen una acumulacién de
materia organica compuesta por los restos de alimentos y por las mismas materias
fecales de los organismos en cultivo (Hansen y col,, 2001). Las heces y restos de
alimento tienen mayores contenidos de carbono (C), nitrégeno (N) y fésforo (P) que los
sedimentos naturales (Merican & Phillips, 1985) por esto, algunos de los tantos efectos

del aumento de la carga de materia organica y de los nutrientes en los sedimentos son:



eutroficacién, disminucién de las concentraciones de oxigenc y aumento de la
demanda biolégica de oxigeno, estimula la produccién bacteriana y vegetal vy
finalmente cambia la composicidén quimica, la estructura y funciones de los sedimentos,
los cuales aumentan su condicion anaerdbica y reductora. También se producen
alteraciones en los ciclos normales de nutrientes afectando la abundancia del
fitoplancton, zooplancton y peces, incrementando el ingreso de nitrégeno (N) y fésforo
(P) desde los sedimentos hacia la columna de agua, produciendo metanogénesis
(formacién de metano por medio de bacterias metandgenas que son anaerobias) y
acido sulfhidrico en zonas marinas (Morrisey y col., 2000). Segtn Suérez y Guzman
(1998) senalan que el cultivo intensivo de peces en espacios confinados, como jaulas,
ha causado floraciones de microalgas que pueden llegar a ser altamente nocivas y

hasta letales si se acumulan donde los peces cultivados se desarrolian.

Por ofro lado, el escape de salmones desde las balsas-jaulas, tiene sus propias
consecuencias en el medio acuatico, pues se reconoce el hecho de que las especies
invasoras (salmén cultivado) alteran directa e indirectamente la composicion y
diversidad de una comunidad biologica (Thompson & Townsend, 2003). Algunos
impactos son: relacion negativa entre el nimero de individuos de salmones cultivados
(Coho y Shinook) y peces nativos {Arismendi y col, 2008), cambio en el ecosistema
acuatico natural debido al asilvestramiento de los salmones escapados (Melo y col,
2005), brote de enfermedades en salmones cultivados y silvesires, debido al
‘confinamiento dado para los salmones y la corta distancia existente entre las distintas

concesiones.



En acuicultura también se usan agentes quimicos, por ejemplo para la
construccion de jaulas (corrosion y anti-fijacion de organismos), pigmentos integrados
al alimento, desinfectantes y diferentes productos utilizados para el control de
enfermedades. Entre los anteriormente mencionados, el problema mayor se presenta
en el uso de medicamentos. Estos comprenden antibiéticos, fungicidas y compuestos
antiparasitarios que son utilizados para el tratamiento de diversas patologias y son
suministrados via oral o como vacunas inyectables. En el caso de la administracion via
oral, la mayor parte de estos compuestos termina en el ambiente, a través del alimento
no ingerido y en las fecas, los que pueden ser posteriormente consumidos por peces
silvestres. La presencia de antibiéticos en los sedimentos puede producir alteraciones
en los procesos quimicos de éstos pues pueden inhibir los procesos de reduccion de
sulfatos asi como de nitrificacion (Klaver y Mathews, 1994). Hoy dia, se reconoce que
los antibidticos pueden estar presentes a cientos de metros de los sistemas de cultivo,
permanecer en el ambiente por un tiempo relativamente largo y encontrarse en peces
que consurriieron restos de alimentos con residuos de antibidticos (Samuelsen, 1992).
Factores climaticos: temperatura del agua, velocidad del viento; direccion de corrientes
marinas, factores fisico-quimicos propios del antibiético: solubilidad, presién de vapor,
degradabilidad, etcétera y por ditimo las interacciones que se den entre el antibidtico y
las caracteristicas ambientales son los las variables determinantes del transporte del

contaminante a través de las aguas.

El explosivo crecimiento de la industria del salmén, con un aparecimiento de
diversas enfermedades bacterianas afectandc Ila economia de esta industria, ha
lievado al uso excesivo de antibidtico. Esto puede llevar a los peces silvestres a una

exposicion involuntaria al antibiético, el cual se encuentra en la comida de peces y en



consecuencia, podria pasar al ser humano, como muestra la Figura 1. Respecto a
esto, es importante destacar que en la salud humana también existe repercusion, pues
se sabe que la presencia de concentraciones residuales de farmacos antimicrobianos
en musculo de salmén, pueden desencadenar efectos centrados en reacciones de
hipersensibilidad en la piel, faringe y genitales, ademas de efectos toxicos especificos,
también se sabe que la ingestion de came de pez contaminada con antibioticos tiene
el potencial de alterar la flora normal del tracto digestivo humano, favoreciendo la
infeccién por patégenos como por ejemplo la salmonella. (Cabello F.C. 2003, 2004 y

2008).

Las relaciones existentes entre la acuicultura y el entomo natural son diversas
y complejas, ya que hay ciertos aspectos que aun no han sido estudiados con toda la
profundidad necesaria o por la falta de compilacién ordenada de la informacion,
existiendo, en consecuencia, diferentes opiniones acerca de la gravedad y las

implicancias de los impactos en el medioambiente entre empresarios y ambientalistas.

Pesca Artesanal Balsa Jaula Salmonera

ol -

Figura 1. Esquema de la alimentacion de salmon mediante pellets. La materia
organica y los antibiéticos se proyectan tanto dentro como fuera de la baisa jaula

salmonera.



1.1.2 Legislacion.

La industria salmonera chilena, a pesar de las dificultades que ha debido
enfrentar estos Ultimos afos, ha ido en aumento sostenible. Motivada por factores
medioambientales y legales, [a expansion nacional e internacional de ta industria se ha
visto favorecida desde los inicios de la produccion exportable, cercana al afio 1984.

(Salmon Chile, 2008).

El sector pesquero ha sido pionero en la aplicacién de estandares
medicambientales. De forma voluntaria esta industria en acuerdo con el Gobierno, ha
impulsado, creado e implementado medidas legislativas, las cuales han posibilitado la
apertura de nuevos mercados para esta industria y asi destacarse a nivel mundial.
Ademas de las iniciativas propias, existe un marco regulatorio vigente el cual esta
encargado al Ejecutivo. Asi como la mineria, el sector agropecuario, la industria
maderera y forestal, y los restantes sectores productivos, la acuicultura también se
somete a las directrices impuestas por la legislacién chilena. El principal fin de las

normas es el uso responsable de los recursos naturales (Aqua Articulos, 2010).

A continuacion, en la Tabla 1, se resumen los sistemas, programas o
reglamentos mas importantes de la normativa actual, separadas segun iniciativa
voluntaria u obligatoria. Cabe destacar que una vez pactada la iniciativa voluntaria

entre el la Industria Pesquera y el Ejecutivo, ésta tiene caracter obligatoria.



Tabla 1: Resumen Normativa actual. El RAMA (2001) es el reglamento especifico para
la acuicultura. (Salmon Chile, Medioambiente, 2010). (CONAMA, Ley de Bases

Generales del Medioambiente, 2009).

orioimpuesto poref
Giive. o

Sistema de Monitoreoc Ambiental La Ley General de Pesca y Acuicultura
L Ley de Bases General del Medioambiente
Acuerdos de produccién limpia (LBGMA)
Cddigo de Buenas Practicas, Sistema de Evaluacion impacto ambiental
SIGES {SEIA)
Sistemas de certificacion Reglamento Ambiental para la Acuicultura
ISO (9001, 14000) y OHSAS {RAMA)

Sistema de Vigilancia Permanente de la

Normativa Salmonera — VIGIA Reglamento Sanitario - RESA

Cadigo Sanitario y regulacién sectorial de

Programa de Gestion Zonal agricultura y pesca

Segln el RAMA los titulares de todos los centros de cultivo deberan entregar
anualmente la Informacién Ambiental (INFA), de acuerdo a los formularios que
entregue el Servicio Nacional de Pesca, el INFA es un cuerpo legal que establece la
categoria del centro de cultivo segin la base de su sistema productivo, produccion

anual, profundidad y tipo de fondo. (Aqua Articulos, 2010).

Desde la transformacion de los insumos hasta la elaboracion del producto final,
incluyendo todas las transformaciones paralelas al proceso medular industrial, ei
Gobiemo dicta, revisa y hace cumplir el ordenamiento medioambiental mediante leyes,
normas y decrefos, tales que apuntan al equilibrio social, econémico y ambiental,

objetivos del desarrollo sustentable. Para cumplir los objetivos del ordenamiento



ambiental, el Gobierno mediante sus organismos competentes realiza la fiscalizacién
multisectorial de la industria pesquera. Entre los organismos subordinados que
cumplen esta tarea se pueden mencionar CONAMA, Subsecretaria de Marina, el
Servicio de Salud, Subsecretaria de Pesca, el Servicio Agricola y Ganadero, y el
Servicio Nacional de Pesca (Semapesca), este tltimo ente institucional piblico cumple
diversas funciones: ejecutar la politica pesquera nacional, fiscalizar el cumplimiento de
las leyes, vela por la calidad sanitaria de los productos pesqueros, propone planes de
desarrollo para la pesca deportiva, ejerce la tuicién de parques y reservas marinas, entre

otra muchas y variadas tareas.

Las organizaciones mundiales son las entidades que norman sobre el uso
racional de antibidticos, antiparasitarios, entre otros, en materias de calidad y
proteccién alimentaria, normas destinadas a proteger la salud del consumidor y
garantizar que el intercambio entre los paises se base en practicas conjuntas. En
nuestro pais, Semapesca cumple este rol, ya que cuenta con un programa de
aseguramiento de la calidad (PAC), enmarcado en éste, el programa de control de
farmacos contempla los limites maximos de residuos de farmacos en productos de
origen animal. Por ejemplo, para la oxitetraciclina en musculo de salmoén, el limite
maximo residual (LMR), o sea la concentracion maxima de residuos resultantes del uso
de un medicamento veterinario, es 100 ug/Kg, o sea 100 pg de oxitefraciclina por 1 Kg
de musculo y piel de salmén fresco. (Semapesca, “Programa Control de farmacos”.

2005).



La Tabla 2, muestra los LMR de productos farmaceuticos establecidos por

mercados internacionales regulados en came y piel de pescado:

Tabla 2: Tabla Resumen de LMR para distintos productos farmacéuticos en musculo y
piel de salmoén. Estos son impuestos por la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacién (FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a

través del Codex Alimentarius.

Productos Farmacéuticos usA UniGr Europea | Japon Chifa
Oxitetraciclina 2000 ugHg | 100pgiKg | 200 poKg | 100 po/Kg
Acido Oxolinico Ausencia 100 pgiKg Ausencia | 100 pg/Kg
Flumegumna Ausencia 600 pglKg Ausencia | 600 pgfg
Florfenicol Ausencia | 1000 pg/Kg | Ausencia | 1000 pgiKg
Eritromicina Ausencia 200 pgig Ausencia | 200 pgiig
Benzoato de Emamectina | Ausencia 100 poikg Ausencia | 190 pgikg

1.1.3 Oxitetraciclina

Este antibidtico es uno de los tantos medicamentos usados para combatir
enfermedades en la acuicultura chilena, como por ejemplo, la eritromicina, el florfenicol,
la flumequina, el acido oxolinico, etc., todos éstos se encuentran normados en el
programa de aseguramiento de la calidad, el cual fija el limite maximo residual para
cada uno de ellos. La oxitetraciclina (OTC), es un antibidtico del grupo de las
tefraciclinas para combatir enfermedades infecciosas de salmonidos, especialmente

para afecciones causadas por los géneros Renibacterium, Aeromonas, Pseudomonas,
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Vibrio como también Rickettsias, Streptococcus y Micoplasmas, combate el Sindrome
Rickettsial del Saimoén (SRS), causado por Piscirickettsia salmonis, usado en el control
de la Enfermedad Bacteriana del Rif6n (BKD), causado por Renibacterium

salmoninarum, y Ulceraciones, entre otras. (Veterquimica. 2010).

Este antibiético presenta un esqueleto de hidronaftaceno que contiene cuatro
anillos fundidos. En la Figura 2 se muestra la estructura de OTC. El sitio de quelacion
incluye el sistema B-dicetona (posicién 11 y 12), y los grupos enol (posicién 1y 3) y
carboxamida (posicion 2) del anillo A (Chopra y Roberts, 2001). En general, las
tetraciclinas tienen gran capacidad de formar complejos con cationes di y trivalentes

debido a la presencia de grupos cetonicos y enoles (Liu y col, 2002).

Figura 2: Estructura de oxitetraciclina.

Debido a la presencia de grupos hidroxilos y amino, OTC es una molécula que
posee propiedades acido base, siendo la especie predominante dependiente del pH.
De acuerdo a Ia literatura OTC presenta tres valores de pKa, el primero corresponde al
C+-OH (pKa, 3,2), el segundo al C4,-N{CHs), {pKa; 7,5), y el tercero al C1-OH (pKa; 8,9)
(Qiang y Adams, 2004). Ademds, este compuestoc es soluble en acidos, bases,

alcoholes y solventes orgéanicos polares, pero es inestable a pH altamente &cidos o
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basicos, cuando se expone a elevadas temperaturas por largos periodos de tiempo y
en medios de alta humedad. Bajo estas condiciones, OTC puede experimentar
epimerizaciones. (Oka y col, 2000), pues es sabido que las tetraciclinas al ser
manejadas con disolventes a pH &acidos, sufren diferentes modificaciones en su
estructura. La formacién de derivados de la OTC se puede deber a la dihidratacién en
el carbono Ce-OH, el producto es anhidridoxitetracilina, debido al medio acido. Esta
molécula es inestable en solucion acuosa y puede provocar la formacion de a y B
apooxitetraciclinas. Por otro lado OTC puede sufrir epimerizacion del carbono C,4
dimetilamino para formar 4-epioxitetraciclina como se muestra en la Figura 3, debido a

un entorno de pH &acido (2 — 6). (Khan y col. 1987).

Figura 3: Estructura de derivados de OTC: a) anhidridoxitetraciina b) a y B

apooxitetraciclinas. ¢) 4 — epioxitetraciclina.
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OTC es una moléecula con propiedades acido base, debido a sus 3 valores de
Constante de Acidez. En la Figura 4 se observan los equilibrios acido base de este
antibiético, sin considerar las epimerizaciones en medio acido. Independiente de estas
transformaciones, la carga negativa del oxigeno de la especie [A]? se produce en
medio basico, no viéndose alterada por cambios estructurales en zonas periféricas de

la molécula.

[HaA]"
e, T o
(% 21 H
\[/OH pKa,
.
[ .. =
i 32
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4,
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8
-2
2 [HAI"
HEL W, HOL O

Figura 4: Equilibrio acido — base del antibiético oxitetraciclina.

Segun el esquema anterior y en base a los pKa, se puede estimar las especies
predominantes a distintos rangos de pH. Por ejemplo, entre pH 8,0 y 8,5 predomina la
especie aniénica [HA]. En las cercanias del tercer pKa se tiene una mezcla de [HA] /
[A]? y sobre pH 9,5 hay un predominio de [A]2. Debido a la carga negativa del oxigeno
del Cyo unido al anillo aromatico D, esta especie [A]? seria muy estable, por lo tanto

seria ideal para llevar a cabo determinaciones espectrofotométricas a un pH cercano al
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pKa3, ya que esta carga negativa ubicada en este oxigeno, no presenta impedimento
estérico para lograr una afinidad con ofra molécula cargada positivamente mediante
una interaccion electroestatica, a pesar de los cambios estructurales que sufre OTC,
los cuales se ubican lejos de la zona de interés de la molécula. El trabajo con el
antibidtico se reducirfa un pH fijo de 9, ya que la estabilidad de la droga se ve afectada

en medios extremadamente alcalinos.

1.1.4 Métodos de deteccion.

Las matrices mas comunes en las que se ha encontrado los medicamentos
usados en acuicultura son: formulaciones farmacéuticas, tejido animal, plasma, orina,
leche y matrices ambientales como agua y suelo. (Orellana 8. 2009). Por esto, los
métodos de deteccibn son diversos y comprenden los métodos tradicionales
instrumentales para deteccion de antibiéticos como es Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (HPLC), con detector UV-Visible, de Fluorescencia (Fl), de masa (MS), la
Cromatografia gaseosa (GC), la electroforesis capilar (CE) y Capa fina (TLC) en fase
inversa, ademas de métodos microbiolégicos cuantitativos (Pearson e Inglis, 1993), a
los cuales se le ha acoplado otro tipo de detectores altamente especificos y caros, para
lograr bajos limites de deteccién del analito. Ocupar un método u otro dependera del
tipo de matriz, del nivel requerido para los parametros analiticos (limite de deteccién,
selectividad, especificidad), de las interferencias analiticas y de los recursos
disponibles para realizar una cuantificaciéon aceptable de acuerdo al objetivo especifico

buscado.
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En general, los métodos de determinacidén de antibidticos en matrices
biolégicas, utilizan un tratamiento de limpieza previo a la medicién instrumental. Estos
consisten en extracciones liquido-liquido (LLE) y/o extracciones en fase solida (SPE).
Es por lo anterior que se han ideado diferentes técnicas para extraer el analito de la
matriz, y a su vez para que ésta no interfiera. Se debe tener en cuenta ademas el
solvente en una LLE y en una SPE se pone atenciéon en el tipo de eluyente
(generalmente agua, mezcla agua-metanol, metanol, acido oxalico, etc.). Ademas, los
extractos que se eluyen de las columnas en fase reversa empleadas en una SPE se
desengrasan o se llevan a sequedad, el motivo es que la grasa o el eluyente no

interfiera en la medicion y/o preconcentrar la muestra para lograr mejores parametros

analiticos.

En el caso de las tetraciclinas, la extraccion se basa en la purificacion por fase
solida de los extractos centrifugados y filtrados; una vez concentrado el extracto en las
columnas de carbdn activado, las tetraciclinas son eluidas con una solucién 0,01 mol /L
de acido oxalico en acetonitrilo/metanol. Luego son nuevamente concentradas en un
secador, resuspendidas en soluciéon de acido oxalico y analizadas por HPLC. (Reveurs

y Diaz, 1994)

Para la extraccién de OTC desde tejido animal el método mas utilizado es aquel
que realiza la exfraccidbn acuosa con amortiguador Mclivaine/EDTA pH 4,0 y la
precipitacién de proteinas con acido fricloroacético (TCA). Luego se agrega un
pretratamiento de limpieza en fase solida con cartucho C-18, acondicionado

previamente con metanol y amortiguador Mclivaine-EDTA pH 4,0 y la posterior
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percolacién de OTC con acido oxalico (Sokol y Matisova, 1998). El principic basico de
la extraccién sobre fase sdlida, es transferir al analito desde la fase acuosa a la fase
sdlida, para ser sorbido en los sitios activos presentes en ésta. El uso de la extraccion

en fase sdlida es una excelente via para lograr limites de cuantificaciéon a niveles de

traza o ultra trazas.

1.2 Violeta Cristal y formacion de par idnico.

En general, los colorantes se pueden dividir en dos grupos, los colorantes
acidos y los colorantes basicos. Los colorantes acidos o también llamados colorantes
anionicos presentan en su estructura el grupo sulfénico. Por otro lado, los colorantes
basicos o catibnicos, presentan sales de aminas derivadas. Independiente si son
aniénicos o catidnicos, los colorantes han sido utilizados efectivamente para determinar
iones inorganicos, contaminantes y también antibidticos, mediante la formacién de par
ionico. Esta metodologia, se utiliza generalmente para extraer sustancias desde
distintas matrices, por ejemplo: material biolégico acuoso, formulaciones
farmacéuticas, aguas residuales, etcétera, mediante métodos espectrofotométricos,
aprovechando que los colorantes actian como croméforos (contraion). Esta
demostrado que los colorantes pueden formar par iénico con el analito, siempre y
cuando, existan las condiciones quimicas, como por ejemplo: concentracién del contra
ién, pH, fuerza iénica y constante dieléctrica y considerando el posible impedimento
estérico enire dos moléculas grandes como son un antibiético y un colorante. Por otra
parte, la extraccion del par idénico desde medio acuoso, se realiza en solventes
organicos, para ello es indispensable incluir una etapa de preconcentracién via

extraccion liquido-liquido, la cual incrementa la sensibilidad (Toral y col, 1999). La
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caracterizacion de pares i6nicos ha sido realizada por técnicas espectroscopicas, tales
como NMR, FT-IR, Raman (Chang e Irish, 1974; Rudolph e Irmer, 1994; Phaechamud
y col, 2000).

El violeta cristal, es un colorante catiénico, perteneciente al grupo trifenilmetano,
es utilizado ampliamente en medicina como agente antiséptico, indicado para
infecciones bacterianas y como colorante en la industria textil (Oliveira y col. 2002). Es
mas, debido a su capacidad para inhibir mohos y hongos en el tratamiento de
infecciones fungicas, esta considerado actualmente dentro del programa de control de
sustancias no autorizadas en came y piel de pescado, segun el programa de control de

farmacos de Semapesca.

La molécula neutra tiene un caracter apolar, esto permite que VC sea soluble
en solventes organicos. Sin embargo y debido a que el sélido violeta cristal contiene un
proton muy acido pKa 1,0, este colorante cuando es disuelto en agua, su estructura
molecular se reordena liberando ese protén y se forma una molécula estable con la

carga positiva deslocalizada en los tres grupos aminos, como se muestra en la Figura 5

(Orellana S. 2009).
NP

Figura 5: Estructura del colorante violeta cristal. Equilibrio acido-base.
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De acuerdo a mediciones realizadas mediante la técnica de resonancia
magnética nuclear de protones basadas en el tiempo de relajacién vy el criterio de la
asignacion de las senales de VC, OTC y la mezcla VC-OTC, se demuestra que existe
una interaccion de tipo electroestatica por la parte del anillc aromatico-A del VC vy el
anilio aromatico-D de la OTC, en medio amoniacal pH 9,0 £ 0,2. Ademas, esta
interaccion formada en estas condiciones entre el colorante violeta cristal y el
antibiético oxitetraciclina fue corroborada por espectroscopia de Resonancia Magnética
Nuclear Bidimensional y espectroscopia Infrarroja, tal como se muestra en la Figura 6.

(Soto y col. 2010)

Figura 6: Esquema del par idnico VC-OTC, en NH3 0,1 mol/L pH 9,0 £ 0,2. (Espectros

de absorcién de las especies, Anexo)

1.3 Fundamento de la espectroscopia derivada.
La espectrofotometria derivada es una técnica analitica de gran utilidad para

obtener informacion fanto cualitativa como cuantitativa en la determinacion de
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compuestos organicos e inorganicos (Karpinska, 2004). Los espectros se obtienen
representando graficamente la primera derivada o de orden mayor, de la absorbancia
con respecto a la longitud de onda, en funcién de la longitud de onda. A menudo estas
representaciones graficas revelan detalles espectrales que se pierden en un espectro
ordinario. Ademas se pueden realizar las medidas de concentracion de un analito o

mas en presencia de uno o varios interferentes, con facilidad y exactitud.

Para obtener espectros derivados se utilizan una variedad de métodos. Por
ejemplo para un espectrofotometro digital controlado por un microprocesador, la
diferenciacion se puede llevar a cabo numéricamente utilizando el ajuste polinomial de

minimos cuadrados derivados. (Skoog y col, 2001).

En espectrofotometria derivada se mantienen todas las leyes de la
espectrofotometria clasica, por ejemplo, la dependencia del valor derivado con la
concentraciéon de analito y la ley de aditividades. La diferenciacién consiste en derivar
la expresion de Lambert-Beer, con respecto a la longitud de onda (A), obteniéndose la
ecuacion (1): D d" A _ d"e

ar  drv

Donde D" es el valor de derivada de orden n a una determinada A (nm), € es el

ch

coeficiente de absortividad molar (L/cm mol), ¢ la concentracién (mol/L) y b el paso de
luz 6ptica (cm).

Como la ley de las aditividades se mantiene, los espectros derivados de una
mezcla son la suma de los espectros derivados de cada componente individual,

ecuacion (2):
Dnmezcia = Dni + Dn2 F .DnX
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donde el valor de derivada de orden n de la mezcla a una longitud de onda analitica,
D", D",...D" son los valores de derivadas de orden n a una longitud de onda analitica
del componente de la mezcla 1,2,...x. Gracias a la ley de aditividades, surge la
posibilidad de cuantificar la sefal analitica mediante el método “zero crossing”. Se
utiliza el valor absoluto del eje y en unidades de derivadas (UD) del espectro derivado
de un compuesto (1), a una longitud de onda donde el compuesto (2) o de una especie
que se requiera eliminar la interferencia, presente un valor igual a cero en el eje x. En
estas condiciones cuando ambos compuestos estén presentes, a tal longitud de onda
toda la sefal analitica sera atribuida al compuesto (1). En la Figura 7 se muestra

graficamente el método “zero crossing”.

TH

uo

soa0-

n . ~
10 A 5000 00 0.0
Longitud de onda fnm]

Figura 7: Ejemplo de determinacion simultanea mediante el método “zero crossing”. El
compuesto 1 (banda de linea negra) se determina en la longitud de onda B, pues a
esta longitud de onda la banda del compuesto 2 (banda de linea negra punteada)
cruza el cero de unidades de derivada, o sea B es un “zero crossing” del compuesto 2.

Espectro de absorcién derivado.
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En la resolucién de espectros solapados por espectrofotometria derivada se
debe considerar el orden de la derivada, ancho de las bandas adyacentes y la distancia
de separacion entre picos. La seleccion del orden de la derivada, depende de la
relacién senal/ruido, la cual debe ser alta. Para satisfacer esta condicién las derivadas
de orden inferior se ven privilegiadas frente a las de orden superior, siempre y cuando
presenten bajo ruido de fondo. Las derivadas de orden 3 y 4 son mas resueltas pero,
poseen menor aplicacion analitica debido su alto ruido de fondo. Para la resolucion
optima de una grafica de espectro derivado se deben ajustar las siguientes variables

especirales:

a) Orden de la derivada: A medida que el orden de la derivada aumenta, disminuye la
sefial, pero la resolucién y el ruido aumentan.

b) Factor de suavizado: Corresponde al nuimero de puntos utilizados para la
diferenciacion. Si su valor aumenta disminuyen la sefial analitica, asi como el ruido de
fondo. Su seleccion debe comprometer ausencia de efectos de distorsién (deformacion
de la banda).

c) Factor de escala: Amplifica la sefial entre 1 a 10" veces, aumenta la sefial analitica
y el ruido de fondo en la misma proporcion. Este factor no aumenta la sensibilidad.

d) Longitud de onda analitica (A): Corresponde a la longitud de onda donde se hara la
determinacion de un analito en presencia de otro. La seleccion de las longitudes de
onda analitica, depende fundamentalmente de la conducta espectral de los analitos
individuales y de los interferentes. Su seleccién se lleva a cabo utilizando como
criterios, la minimizacion del ruido de fondo, la proporcionalidad entre las

concentraciones y los valores de la ordenada en unidades de derivadas (UD).
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1.4 Validacién del método analitico.

Dentro de los principios de las practicas analiticas, se encuentra el que hace
referencia a las mediciones, éstas se deberian realizar usando métodos vy
equipamiento que han sido probados para asegurar que se ajustan al propésito de la
medicién. En este contexto de prueba, se enmarca la validacion de un método
analitico, definido como la confirmacién mediante el suministro de evidencia objetiva de
que se han cumplido los requisitos para una utilizacién o aplicacion especifica prevista.
(ISOMEC 17025: 1999). En ofras palabras, es un proceso que establece las
caracteristicas de funcionamiento y limitaciones del método y la identificacion de
influencias que pueden cambiar estas caracteristicas y hasta que punto, cuando el
método se desarrolla sin un problema particular previsto. Los requisitos para una
aplicacion especifica son los que definen los parametros o criterios de calidad que
debe poseer un método a utilizar para resolver el problema analitico, por lo tanto, para
demostrar que un método es adecuado para la aplicaciéon que se pretende, es preciso
determinar mediante estudios de laboratorio y tratamiento estadistico de datos sus
caracteristicas de funcionamiento (parametros), que pueden incluir: exactitud (sesgo),
precision (repetibilidad, reproducibilidad), selectividad/especificidad, intervalo de
trabajo/rango, linealidad/funcién respuesta, limite de deteccién, limite de cuantificacién,
incertidumbre, ademas los parametros a determinar difieren segin el alcance del

metodo de ensayo a validar.

Luego de haber disefiado y optimizado una nueva técnica para un método
analitico, y con el fin de incorporarlo a la rutina del laboratorio, el siguiente paso es

validarlo, siempre que el laboratorio: revise un método ya establecido para mejorarlo o
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extenderlo a un nuevo problema, cuando el control de calidad indique que el método en
uso ya no es efectivo o0 no esta vigente, cuando use un método ya establecido en otro
laboratorio, con diferente analista, distinto instrumental, o simplemente para demostrar
la equivalencia entre dos métodos, por ejemplo al presentarse: un método nuevo y mas

barato o una norma reciente.

Hoy en dia los laboratorios deben demostrar que sus métodos analiticos
proporcionan resultados fiables y adecuados para su finalidad y proposito perseguido,
ya que muchas de las decisiones que se toman estan basadas en la informacion que
estos datos proporcionan. La validacion de las metodologias, junto a otras actividades
englobadas en el control del aseguramiento de la calidad, permite demostrar a los
laboratorios que sus métodos analiticos proporcionan resultados confiables. Validar un
método, implica conocer su comportamiento y su incertidumbre, de modo que el

usuario esté seguro del grado de confianza que puede tener el resultado.

La posibilidad de preconcentrar el antibidtico por formaciéon de par iénico,
permitié la obtencién del limite de cuantificacién (concentracion mas pequefia que se
puede realizar en medidas cuantitativas) en muestras de salmoéon Atlantico de 71
Hg/Kg. Este ultimo valor se encuentra bajo el limite maximo permitido de 100 pg/Kg
para el antibiético oxitetraciclina en musculo de pescado, establecidos por Sermapesca,
Chile. (Orellana S., 2009). El estudio de esta tesis se centrara en realizar
observaciones, ensayos, conclusiones y propuestas, todo en términos preliminares
para una posterior validacion, comprobando si los métodos desarrollados son simples y
faciles de implementar instrumentalmente, mas aln, con todos los antecedentes

expuestos se pretende ampliar el metodo para salmones de distintas procedencias,
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llevando acabo una validacidon con un numero elevado de muestras reales, para
corroborar la especificidad del método (Cinquina y col, 2003), la cual se define como la
capacidad de un método de distinguir entre el analito que se estd midiendo y otras
sustancias. Esta caracteristica es ante todo una funcién de la técnica de medicion
descrita, pero puede variar en funcién del tipo de compuesto o de la matriz. (Normativa
657/CE. 2002). La técnica de medicién usada en la presente tesis es la espectrometria

de absorcién molecular ultravioleta/visible, apoyado por espectros clasicos y derivados.
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1.5 HIPOTEISIS: Se podria validar un nuevo método analitico desarrollado y

optimizado para la determinacién de oxitetraciclina en musculo de salmén mediante la

formacién de par iénico entre el antibidtico y el colorante violeta cristal, aplicandolo a

un alto nimero de muestras y matrices de diferentes origenes para ser un método

estandar en control de calidad.

1.6 OBJETIVOS

Objetivo general: Validar el método de determinacion de oxitetraciclina mediante

~ formacion de par idnico en salmones de distintas procedencias, propuesto en

“Desarrolio de nuevos métodos analiticos para la determinacion de antibiéticos

utilizados en la acuicultura chilena”, (Orellana S. 2009).

Objetivos Especificos:

Estudiar y conocer los fundamentos tedricos del método de determinacién de
oxitetraciclina mediante formacion de par iénico.

Comprobar experimentalmente los procedimientos de formacién del par iénico
violeta cristal-oxitetraciclina.

Implementar la extraccion de OTC desde musculo y piel de salmén (fortificacién,
extraccion con amortiguador, filtracion, purificacién de la muestra, formacién del
par iénico y extraccion liquido-liquido).

Reproducir espectros derivados de blancos, para validar que los “zero crossing”
son independiente de la procedencia del salmén.

Verificar fa formacién del par iénico VC-OTC en musculo y piel de salmén,
mediante la reproduccion de sefiales analiticas correspondiente al par iénico en

espectros derivados.



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos.
- Oxitetraciclina clorhidrato Sigma - Aldrich p.a.
- Violeta cristal clorhidrato Merck p.a.
- Amoniaco 25% Merck p.a.
- Agua destilada.
- Metanol Merck p.a.
- Cloroformo Merck p.a.
- Acido tricloroacético Merck p.a.
- Fosfato disédico anhidro Merck p.a.
- Acido etilendiamina tetraacetato disédico Merck p.a.
- Acido citrico monohidratado Merck p.a.
- Acido oxélico Merck p.a.
- Solucién &cido oxélico 1,0x10% mol/L.
- Solucién de acido tricloroacético 20% (viv).
- Solucidn amortiguador Mc fivaine.
- Solucion amortiguador Me livaine/EDTA.
- Solucién estandar de clorhidrato de oxitetraciclina 1,0x10™ mol/L.
- Soluciones patrones de OTC
(a) Solucién patron 1,0 mg/mL.
(b} Solucién diluida 80,0 pug/mL.
(c) Soluciones de trabajo.

- Solucién estandar de violeta cristal 1,0x10° mol/L
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2.2 Materiales.

- Material de vidrio (vasos, pipetas parcial y total, matraces, embudos de decantacion)
- Celdas de cuarzo 1 cm de paso optico.

- Micro pipetas Labopette® [10 - 100 pl, 100 - 1000 ul]

- Puntas Labopette® [10 - 100 pl, 100 - 1000 pl]

- Magnetos.

- Cartuchos sep-Pack C-18.

- Tubos de centrifuga FALCON 50 mL.

- Papel filtro 70 um de poro.

2.3 Aparatos e instrumentos.

- Agitadores magnéticos, HANNA HI 190M

- pH-metro, HANNA Checker

- Balanza analitica Sartorius GMBH, Gottinnhen tipo R-200D

- Centrifuga |

- Bomba peristaltica

- Espectrofotémetro UV-Vis, SHIMADZU 1603, con lampara de D2 y W, conectado en
linea a un computador marca Hewlett Packard, que dispone de un software disefiado

para la derivacion de los espectros.
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2.4 Procedimientos experimentales.

2.4.1 Preparacion de soluciones

e Solucién de dcido oxélico 1,0x107 mol/L. Se preparé disolviendo .1,260 g de acido
oxalico dihidratado y se enrasé en un matraz de 1000 mL con metanol.

e Solucién de é&cido tricloroacético 20% (v/v): Se prepar6é tomando una alicuota de 50
mL de acido tricloroacético 3,0 mol/L v se enrasd en un matraz de 100 mL con agua
destilada.

¢ Solucidn amortiguador Mc livaine. Se preparo6 disolviendo 28,40 g de fosfato disédico
anhidro en agua destilada y se enrasé hasta 1000 mL. Por otro lado, se disolvié 21,00
g de acido citrico monohidratado en agua y se enras® hasta 1000 mL. Ambas
soluciones se mezclaron en la siguiente proporcién: 625 mL de fosfato disédico con
1000 mL de la solucién de acido citrico y se comprobd que el pH fuese 4,0 £ 0,1.

e Solucidn amortiguador Mc livaine/EDTA (1.625 mL de Solucién amortiguador Mc
fivaine homogenizados con 3,720 g de &acido etilendiamina tetraacetato disédico
(EDTA).

¢ Solucién de amoniaco 0,1 mol/L: Se prepard tomando 0,375 mL de amoniaco
concentrado 25% y aforando a‘ 50 mL con agua destilada.

» Solucién estadndar de ciorhidéto de oxitetraciclina 1,0x10° mol/L. Se prepar6
disolviendo 0,025 g del reactivo en metanol p.a. y se enrasé en un matraz de aforo 50
mL.

» Preparacion soluciones patrones de OTC. (Fortificado muestra salmén).

(a) Solucion patron 1,0 mg/mL. Se prepard disolviendo 25 mg de OTC estandar en
metanol y se enras6 en un matraz aforo de 25 mL. La solucién resultante se guardé en

el refrigerador entre 0° y 5° C. (b) Solucién diluida 80,0 ug/mL. Se prepard tomando
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una alicuota de 2 mL de la solucién patrén madre y se enrasé en un matraz de aforo de
25 mL con metanol. (¢) Soluciones de trabajo. Se prepararon midiendo alicuotas entre
75y 450 pL de la solucidn patrén diluida (b) y se enrasan con metanol en matraces de
aforo de 10 mL. Las soluciones resultantes corresponden a concentraciones entre 0,6 y
3,6 pg/mL respectivamente.

e Solucién estandar de violeta cristal 1,0x10™ mol/L. Se preparé disolviendo 0,020 g del

reactivo en metanol p.a y se enrasé en un matraz de aforo 50 mL.

2.4.2 Protocolos Generales.
Son 2 los protocolos generales:

Procedimiento general para la determinacion de par iénico via pre-concentracion

liquido-liquido.

En diferentes matraces Erlenmeyer de 250 mL, se agregaron alicuotas de
antibidtico individual entre 20 y 100 pl de la solucién esténdar 1,0x10° mol/L, para
obtener rangos de concentracién final entre 4,0x107 mol/L y 20,0x107 mol/L. Ademas,
se agregaron 400 pl de la solucién estandar de VC 1,0x10°° moliL, y 100 pi NH; 0,1
mol/L, pH 9,0 £ 0,2 a modo de obtener una concentracion final de 8,0x10° mol/L y
2,0x10™ mol/L respectivamente. Luego, se completdé con agua destilada a un volumen
final de 50 mL. Esta solucibn se homogenizé por un minuto en un agitador y
posteriormente se agregaron 6 mL de exiractante cloroformo y se agitaron por 4
minutos para la formaciéon del par iénico. Posteriormente, cada soluciéon acuosa y

organica se transfirid a un embudo de decantaciéon de 100 mL y se dejdé en reposo
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hasta la separacién de las fases. Finalmente, una fraccion del extracto orgénico, se

llevé a medicién en la zona UV- Visible, contra aire. (Orellana S. 2009)

Procedimiento general de extraccién de OTC desde musculo y piel de salmon.

-Preparacion de la muestra desde misculo de salmén.

Se realizaron curvas de calibracion en muestras de salmén de distintas
procedencias enriquecidas con OTC. Paralelamente con las muestras individuales de
salmon, se preparé un blanco de reactivos, en tubos de centrifuga y se realizo el
proceso de extraccion de la siguiente forma: Se pesaron 5,0 + 0,1 gramos de salmoén: a
la muestra blanco de reactivos se agregaron 0,5 mL de agua destilada, a las muestras
enriquecidas se agregaron 0,5 mL de la solucién de trabajo (¢) y se esperd 20 minutos
antes de agitar. Se agregaron 20 mL de amortiguador Mc llvaine/EDTA y se
homogenizé por 20 minutos. Posteriormente se agregaron 2 mbL de &cido
tricloroacético 20% y se agit6. Finalmente se cenfrifugé a 4.000 rpm por 15 minutos, el
sobrenadante se filtré con un papel filtro de 70 um de poro. Por ultimo se repiti6 la
extraccién con otros 20 mL de amortiguador Mc livaine/EDTA, se centrifugd y ambos

extractos son homogenizados para luego ser purificados. (Orellana S, 2009)

-Purificacién.

(a) Se acondicionaron cartuchos sep-Pak C-18 pasando 6 mL de metanol y 4 mL de
agua destilada, a través de una bomba peristaltica con manguera Cole- Parmer N° 13 6
14, a una velocidad no superior a 4 mL/min, luego la muestra se aspird y se lavé con 4
mL de agua destilada. Finalmente OTC se percol6 del cartucho con 4 mL de é&cido

oxalico metandlico 1,0x107 mol/L.
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(b} Luego, este extracto purificado de OTC se sometié al protocolo de formacion del

par iénico VC-OTC ajustando el pH de la extraccion liquido-liquido a pH 9,0+0,2 con

amoniaco. (Orellana S., 2009).

2.4.3 Comprobacion de la formacién de par idnico via pre-concentracién liquido-
liquido.

Se realizaron ensayos preliminares basados en el Procedimiento General para
la determinacion del par idnico via pre-concentracion liquido-liquido (seccion 2.4.2),
para llevar a cabo la formacion del par iénico entre oxitetraciclina y violeta cristal. Estos
ensayos preliminares tuvieron por objetivo comprobar la formacién del par iénico. En

estos experimentos se varié el orden de agregado de los reactivos.

En base al mismo procedimiento general de determinacion de formacién de par
idnico via pre-concentraciéon liquido-liquido, se realizaron los siguientes ensayos en
cuanto al orden de adicion de los reactivos al matraz Erlenmeyer de 250 mL:

Ensayo 1.

Alicuotas de OTC: 40, 60, 80, 100 puL (OTC 1,0x10° mollL),
Violeta cristal (400 pL 1,0 x10° mol/L), NHz (100 pl 0,1 mol/L) para obtener un pH
final 9,0, se llevé a un volumen final de 50 mL con agua destilada. Se incluyé un blanco
de reactivos (sin OTC).

Ensayo 2.

Agua destilada (20 mL), alicuotas de OTC: 40, 80, 120, 160 pL (OTC 1,0x1 0° mol/L),
Violeta cristal (400 uL 1,0x10° mol/L), NH; (90 pL 0,1 mol/L) para obtener un pH final
8,8, se completd con agua destilada a un volumen final de 50 mL. Se incluye un blanco

de reactivos (sin OTC).
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Ensayo 3.
Agua destilada (49,4 mL), NH; (100 pL 0,1 mol/L) para obtener un pH final 9,0, violeta
cristal (400 pL 1,0x10 mol/L), alicuotas de OTC: 20, 40, 60, 80, 100 uL (OTC 1x107

mol/L). Se incluye un blanco de reactivos (sin OTC).

Una vez en el matraz Erlenmeyer, a los 3 ensayos se le aplicé la pre-
concentracién via exfraccion liquido-liquido con 6 mL cloroformo. Asi, se adicioné el
cloroformo al mismo matraz Erlenmeyer y se agité por 4 minutos, se traspasoé toda la
solucion del matraz a un embudo de decantacion y una vez separada la fase acuosa
de la organica, esta Ultima se llevé a medicion espectrofotométrica medida contra aire,

en cubetas de cuarzo. Se obtuvieron espectros clasicos respectivos.

2.4.4 Implementaciéon del procedimiento general de extraccién de OTC desde

musculo y piel de salmén.

El proceso general de exfraccion esta dividido en dos partes segun el protocolo
general (seccion 2.4.2. pag. 29). preparacioén de la muestra de musculo de salmén y
purificacién. Para llevar a cabo la implementacion del procedimiento de extraccion se
desglosé en cinco partes o procesos fundamentales, asi se tiene una vision mas
acabada del proceso y permite identificar posibles fuentes de incertidumbre del
método. El propésito es llevar a la practica en el laboratorio el protocolo general de
extraccion de OTC y asi identificar y determinar posibles puntos criticos, para llevar a

cabo una aplicacion efectiva del método.
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2.4.5 Aplicacién del método en musculo y piel de salmén. Reproduccion de

espectros derivados de muestras blancos.

Luego de haber implementado el procedimiento general de extraccion de OTC
desde musculo y piel de salmén (seccién 2.4.2), se llevara a cabo la reproduccion de
espectros derivados de muestras blancos. Diez muestras blanco de muasculo de salmén
(Salmo salar, Pto. Montt) entregado por un laboratorio externo en ausencia del antibidtico
OTC, se le aplicé el método completo: procedimiento general de extraccion de OTC
desde musculo y piel de salmén segun protocolo y, determinacién de OTC mediante
formacién via preconcentracion liquido-liquido de par idnico con el colorante violeta
cristal segun orden propuesto. Uno de los objetivos mas importantes es reproducir con
exactitud un valor constante del “zero crossing” del blanco, lo que permitira validar
preliminarmente el método. Esta longitud de onda debe ser independiente de la

procedencia del salmoén.

2.4.6 Optimizacién para la reproduccién de espectros derivados en muestras

blancos.

Debido a que los ensayos preliminares del punto anterior, reproduccién de
especiros derivados de  muestras blancos, arrojaron una longitud de onda
medianamente variable de “zero crossing” del blanco, se realizé un estudio de
variables, con el objeto de encontrar las condiciones 6ptimas para mejorar los valores
de “zero crossing”. Este estudio se realizé aplicando el método completo a muestras
blanco, o sea, exiraccion desde musculo de salmén y luego la aplicacién de la

formacion de par iénico. Este estudio de variables se realizd con el disefio experimental
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factorial utilizando el programa computacional STATGRAPHICS Plus 5. Las variables
optimizadas fueron: volumen VC 1,0x10° mol/L, con valores extremos de: 200 y 500 pl
(concentraciones finales: 4,0x10° y 1,0x10®° mol/L respectivamente), volumen NHM; 0,1
mol/L con valores extremos de: 600 y 1800 pl (concentracion finales: 1,2x10 y 3,6x10°
® mol/L). El volumen de la fase acuosa se mantuvo constante en 50 mL. El disefio
consistié en el modelo factorial 2n, siendo “n” el namero de variables (n=2), con 2

réplicas, resultando un total de 8 experimentos.

2.4.7 Verificaciéon de la formacioén de par iénico VC-OTC en musculo de salmoén.
Reproduccién de espectros derivados de sefales analiticas del par iénico.

Una vez ya optimizada la reproduccién de espectros derivados de blanco, con
sus respectivos valores de las variables amoniaco y violeta cristal, se procede a aplicar
el procedimiento general de extraccién de OTC desde musculo y piel de salmén
(seccion 2.4.2), el cual implica fortificacién con droga del musculo de salmoén,
extraccion, centrifugacion, filtracion, purificacion de la muestra y posteriormente llevar
la muestra percolada con acido oxdlico a el Procedimiento General para la
determinacién de par idnico via pre-concentracion liquido-liquido, seguin el orden
propuesto en la presente tesis. Para verificar la formacion del par iénico se registraron
5 senales analiticas de par ionico VC-OTC y 2 senales analiticas de muestras blanco,
todas las anteriores en musculo de salmén. Las 5 muestras de salmén fueron
fortificadas con 0,5 mL de las soluciones de trabajo OTC (2 muestras a concentracion
3 ug/mL y 3 muestras a 3,6 pg/mL). Volumen de amoniaco 0,1 mol/L: 1200 uL y

volumen de violeta cristal 1,0 x10™ mol/L: 350 L.
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Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Comprobacién de la formacién de par idnico via pre-concentracién liquido-
liquido.
En las Figuras 8, 10 y 12 se aprecian los espectros clasicos de la fase organica

medida, de los Ensayos 1, 2 y 3, respectivamente.

Ensayo 1: Alicuotas solucion estandar de OTC 1,0x10™ mol/L: 40, 60, 80, 100 ML,
violeta cristal, NH; (100 pL 0,1 mol/L), pH final 9,0, se llevé a un volumen final de 50

mL con agua destilada. Se incluy6é un blanco de reactivos (sin OTC).

aicuctas
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Figura 8: Espectro de absorcion clasico de sefiales analiticas del par iénico VC-OTC
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Ensayo 1. Concentraciones de OTC: 8x107, 12x107, 16x107, 20x107 mol/L.
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Figura 9: Zoom de espectro de absorcion clasico Senales analiticas del par iénico VC-
OTC Ensayo 1. Zona 315400 nm Concentraciones de OTC: 8x107, 12x107, 16x107,

20x107 mol/L.

En la Figura 9, se aprecia que las sefales del par iénico pasa por debajo de la sefial
del blanco, no asi en las Figuras 11 y 13, todas las figuras anteriores corresponden a el

zoom de la zona atribuible al par iénico

Ensayo 2: Agua destilada (20 mL), alicuotas solucién estandar de OTC 1,0X10™ mol/L:
40, 80, 120, 160 pL. violeta cristal (400 pL 1,0X10 mol/L), NH; (90 pL 0,1 mol/L), pH
final 8,8, se completé con agua destilada a un volumen final de 50 mL. Se incluyé un

blanco de reactivos (sin OTC).
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Figura 10: Espectro de absorcion clasico de sefiales analiticas del par idénico VC-OTC

Ensayo 2. Concentraciones de OTC: 8x107, 16x107, 24x107, 32x10” mol/L.
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Figura 11: Zoom de espectro de absorcion clasico de senales analiticas del par ibnico
VC-OTC Ensayo 2. Zona 290-430 nm. Concentraciones de OTC: 8x107, 16x107,
24x107, 32x107 mol/L.

Ensayo 3: Agua destilada (49,4 mL), NHs (100 puL 0,1 mol/L) pH final 9, violeta cristal
(400 pL 1,0x10 mol/L), alicuotas solucién estandar de OTC 1,0 x 10 mol/L: 20, 40,

60, 80, 100 uL. Se incluyd un blanco de reactivos (sin OTC).
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Figura 12: Espectro de absorcién clasico de sefiales analiticas del par iénico VC-OTC

Ensayo 3. Concentraciones de OTC: 4x107, 8x107, 12x107, 16x107, 20x107 mol/L.
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Figura 13: Zoom de espectro de absorcion clasico de sefales analiticas del par iénico
VC-OTC Ensayo 3. Zona 315400 nm. Concentraciones de OTC: 4x107, 8x107,
12x107, 16x107,20x107 mol/L. Existe una buena linealidad correlacién de datos.

Una vez obtenidos los espectros clasicos de los tres ensayos, se registraron los

espectros derivados de 2° orden, con factor de escala y suavizado de 10.000, tal como

37
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se aprecia en las Figuras 14, 15 y 16, correspondientes a los Ensayos 1, 2 y 3,
respectivamente. Los datos de unidades de derivadas (UD) y concentracion de OTC se
obtienen a partir de estos ultimos espectros derivados, en los cuales el “zero crossing”
del blanco entrega la longitud de onda de referencia a la cual se miden las UD con las
concentraciones respectivas, de esta forma se asegura que la senal es debida

unicamente al par idnico. Con estos datos se realizan las curvas de calibracion.

Ensayo 1.
0.18-| Gréfico Dispersion VC-OTC Ensayo 1
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Figura 14: Zoom de espectro de absorcion derivado 2° orden y grafico de dispersion
del Ensayo 1. Zona 370-390 nm. Concentraciones de OTC: 8x107, 16x107, 24x107,
32x107 mol/L. A medida que aumenta el volumen de la alicuota, no aumenta las
unidades de derivadas, en otras palabras no hay una correlacién positiva entre la
concentracion de OTC y la absorbancia, de esta manera no es posible realizar una

curva de calibracion.
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Figura 15: Zoom de espectro de absorcion derivado 2° orden de sefiales analiticas del
par ionico VC-OTC y Curva de calibracion del Ensayo 2. Zona 370-390 nm.
Concentraciones de OTC: 8x107,16x107, 24x107, 32x107 mol/L. El grafico muestra
una buena correlacion entre concentracion y unidades de derivadas. (Nétese el R de la
regresion lineal y del cruce de sefiales analiticas en el espectro de las alicuotas 80 y

120 L)
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Ensayo 3:
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Figura 16: Zoom de espectro de absorcion derivado 2° orden de sefales analiticas del

par i6nico VC-OTC y curva de calibracién del Ensayo 3. Zona 370 - 380 nm.

Concentraciones de OTC: 4x 107, 8x107,12x107, 16x107, 20x107 mol/L. zero crossing

del blanco 381 nm.

A continuacion, en la Tabla 3, se resume el orden de agregado de los reactivos

al matraz Erlenmeyer de 250 mL, para los tres ensayos. Estos son representativos (10

veces como minimo para cada ensayo):
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Tabla 3: Orden de los reactivos. El Ensayo 1 representa el procedimiento general para
la determinacion de par idnico via pre-concentracion liquido-liquido segun protocolo.
Los otros ensayos son en funcion a obtener los mejores resultados analiticos
considerando que existe una dependencia de estos ultimos respecto del orden de
adicion de reactivos

reactivos Ensayo1 Ensayo2 Ensayo3l
OTC

VvC
amoniaco

Agua

Segun la Tabla 3 y a modo de resumen, en el Ensayo 1 OTC se adicioné en 1°
lugar, a diferencia del Ensayo 2 y Ensayo 3. Por otro lado, en estos dos dltimos
ensayos se agregd agua en 1° lugar a diferencia del Ensayo 1. Estas observaciones
son importantes ya que se relacionan con las condiciones iniciales favorables para la
formacién del par iénico, pues OTC no posee el entomo quimico favorable para la
formacion del par iénico en el Ensayo 1, como el volumen de mezcla para la
homogenizacion y el pH adecuado. Los Ensayos 2 y 3 poseen como primer reactivo
agregado el agua, loc que da un volumen para que los reactivos se mezclen
efectivamente y se pueda dar una posible interaccién entre OTC y VC mediante par

iénico.

Segun la Tabla 3 y analizando por separado los ensayos, en el Ensayo 1(pH
9,0), OTC al ser el 1° reactivo en el matraz, queda expuesto directamente al VC y NHj,
los cuales son agregados posteriormente. Este contacto directo entre la droga y el

amoniaco seria muy agresivo en ausencia de agua (ultimo reactivo en este ensayo),
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considerando que los volimenes de droga y amoniaco son del mismo orden (ul).

Segun literatura, OTC es inestable a medios extremadamente acidos o alcalinos. Todo
lo anterior explicaria la incoherencia de las sefiales analiticas del antibitico respecto al

blanco observadas en el espectro clasico y por lo tanto, en el derivado, en la zona de

jos 360 nm, las cuales no estan de acuerdo con la ley de Lambert-Beer.

Debido a lo anterior, se origind el Ensayo 2 (pH 8,8). Las alicuotas agregadas
en este ensayo incrementan en 40 pl en confraste al Ensayo 1 en el cual aumentan en
20 ul, esto para notar diferencias en las sefiales en el espectro clasico y lograr una
buena curva de calibracion. Ademas se redujo la cantidad de amoniaco y se agregd
primero 20 mL. de agua para dar un volumen de mezcla. Se agregaron luego el mismo
orden de reactivos, para finalmente aforar con agua. (Tabla 3, Ensayo 2, H,O 1°y §9).
Todo esto produjo espectros cldsicos y derivados de acuerdo con la ley de Lambert-
Beer, en la zona de los 380 nm y la longitud de onda del “zero crossing” del blanco en
el espectro derivado se logré tomar como referencia, lo cual permitié realizar una curva
de calibracién con un buen coeficiente de correlacién (R = 0,980) en su regresion

lineal. La regresién lineal posee solo cuatro niveles de concentracion.

Gracias a los resultados anteriores, se llevd a cabo el Ensayo 3, (pH 9,0), en el
cual hay buena reproducibilidad del primer nivel de concentracion, el cual es 2x107
mol/L y es menor que en los ensayos anteriores (4x10” mol/L). El incremento en las
alicuotas es de 20 plL, menor al incremento del Ensayo 2, en el cual aumentan en 40
pl. Estas alicuotas de OTC se agregaron como ultimo reactivo, deduciendo que el

antibidtico necesita el volumen adecuado para homogenizarse con los demas reactivos
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y obtener un correcto pH. Segun el espectro clasico, se interpreta que hay una efectiva
formacién del par idnico, debido a que no hay cruce ni contacto de sefiales analiticas
en la zona de los 360 nm (zona de incremento de la sefal, atribuible a la interaccion y
reordenamiento electronico molecular entre OTC y VC al lograr la interaccion). Por otro
lado, el espectro derivado da una muy buena correlacién positiva entre concentracion y
UD, lo cual estad de acuerdo con la Ley de Lambert-Beer, produciendo una curva de
calibracion con R=0,975, menor al del ensayo anterior, pero con cinco y no cuatro
niveles de concentraciéon de OTC y en un menor rango. Otro aspecto importante a
considerar es que en este tercer ensayo la curva de calibracién posee mayor pendiente
respecto al segundo ensayo (Ensayo 3: 1,74x10°, Ensayo 2: 0,88x10%, en otras
palabras, es mas sensible la respuesta a un cambio pequefio en la concentracion. Por
todo lo anterior, se propone que esta forma de realizar el procedimiento de
determinacion de par idnico via preconcentracién liquido-liquido es la mas acertada,

debido a la dependencia de los resultados con el orden de adicion de los reactivos.

3.2 Implementacion del procedimiento general de extraccion de OTC desde

musculo y piel de salmén.

Para entender el fundamento tedrico y practico de este método, y ademas
validarlo preliminarmente, el proceso completo es dividido en cinco partes
fundamentales: fortificacibn con droga del musculo de salmén, extraccién,
centrifugacién, filtracion, purificacion de la muestra. Este desglose del procedimiento
general de extraccidon (Figura 17) dard una mejor perspectiva y consideracion de la

importancia de las etapas, adquiriendo adiestramiento para su ejecucion.
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implementacién de exiraccion de OTC desde miscuio y piel de saimdn

| Para muestras con antibidtico: 0,5 mf de sol de OTC [ 0,6 - 3,6) pgrml .
fortificacion Para muestras Blanco: 0,5 ml agua destilada.
] . perdida de muestra <—!' § a x
extraccion . T e r I o
| solida (OTC) Pt e
con ra o8
amartiguador, T
- SR— i o 3
pérdida de muesira FAL e : 9
lida {OT ; : B9
solida (OTC) centrifugacian, Fennenas 3 §. =
| &
R e — — L -]
sobrenadanie turbic «———| e —
—  filtracion,
fitrado turbio =« —
baja retenciénde CGTC en G186 = ) !
|, purificacion de la muestra

Figura 17: Implementacion de la extraccion de OTC desde musculo y piel de saimon.
Las flechas rojas representan los resultados de los pasos intermedios, estos resultados
implicarian fuentes de incertidumbre y podrian alterar la reproducibilidad de los

resultados dependiendo de la forma de proceder en la etapa intermedia.

Basicamente, las etapas de la implementacién, en si, no presentaron mayores
inconvenientes, mas bien para los pasos intermedios o conectores, se debid prestar
mas atencion y cuidar su realizacion. Estos se presentan en la Tabla 4, la cual muestra

la posicion entre las etapas fundamentales.
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Tabla 4: Pasos Intermedios. Luego de la 2° Extraccidn con amortiguador procede el

traspaso de todo el material al tubo de centrifuga, al igual que en la primera extraccion,

esto para separar la fase sélida y liquida.

EXTRACCION CONM 3 Traspass de material fortifiondo
AMOHTIGUADOR | n tubo de centrifitgn

CENTRIFUGACION

Traspasc de sobrenadarnts
a gquips de filtracidn

FILTRACHON

CENTRIFUGAGION -
| Traspasoc de materic! sélido 2° EXTRACCION COM
desde o tubs de contrifign AMORTGUADOR
X | Ajuste de ln velocidad de figs )
FLTRACION — PURIFICACION
i Anuste de la posicion del
J Coarfucho TI8

En el primer paso intermedio de la Tabla 4, se debe velar por el traspaso total
del material soélido y liquido, desde él vaso de la etapa extraccion con amortiguador al
tubo de centrifuga, sin dejar residuos de musculo en éste, de lo contrario habria una
pérdida de antibidtico extraido. Una agitacion fuerte con amortiguador es necesaria
para homogenizar bien el misculo y exiraer OTC (la desventaja es que el material
sube por las paredes interiores del vaso debido al vortice que se genera por la
agitacion, lo cual provoca pequenas pérdidas de musculo no homogenizado). En el
segundo paso intermedio, la atencién se fija en la separacion entre la parte solida y la
liquida. Cualquier minima perturbacién brusca de movimiento al momento de sacar o
traspasar el sobrenadante del tubo de la centrifuga provoca una resuspension de
particulas (provenientes de la precipitacion de proteinas y otros con acido
tricloroacético) que ya estaban depositadas en la superficie del musculo centrifugado.
El sobrenadante turbio y en consecuencia el filtrado, de esta forma, podria afectar la
medicion espectrofotométrica de la muestra. Esto se podria eliminar con la filtracion,

siempre y cuando el equipo de filtrado sea el adecuado para una separacién lenfa y
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eficaz. De la misma centrifugacion se debe aislar para una segunda extraccion el sélido
que queda en el fondo del tubo. Aca, también debe ser traspasado totaimente el
musculo, de lo contrario quedaria una mintscula parte del sélido sin una segunda

extraccion de antibibtico.

Desde la etapa filtracién a la etapa purificacion, se debe cuidar la velocidad del
flujo en la bomba peristaltica: de la muestra y del eluyente, en este caso, acido oxalico.
Si la muestra pasa muy rapido por el cartucho de separacién C18, se puede perder
OTC por una baja retencién, esto debido a que no es suficiente el tiempo para que el
analito se adsorba en la cadena alifatica de la columna, 0 sea para que ocurra la
extraccién liquido-sélido efectiva. Ademas, se tiene un problema de arrastre, pues si el
filtrado de la etapa anterior viene turbio, también no saldré muy transiicido al salir de la
etapa purificacién, esto afectaria la medicion. Finalmente, el cartucho de forma angular
puesto en el vaso que recibe la muestra purificada, provocaria una superficie menor de

contacto entre la muestra liquida y la columna perdiéndose antibi6tico.

El método y el material para cada uno de los pasos intermedios, debe ser
implementado en funcién de obtener mayor reproducibilidad de espectros blancos,
menor fuente de incertidumbre y menor pérdida de antibidtico, por esto, es fundamental
esta parte en la implementacién, puesto que la manera en que se lleven a cabo los
pasos intermedios influird notablemente en la reproduccién de “zero crossing” de las
senales de muestras blanco. Es necesario que esta longitud de onda sea poco variable
y se mantenga regularmente constante a medida que se realizan numerosas pruebas

aplicando el procedimiento completo de extraccion.
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Se desprende de todo lo anterior que existiria una forma distinta de manipular la

muestra, desde el punto de vista practico, respecto al protocolo general de extraccion.

Se evitaria una pérdida de muestra, si el musculo de salmén se fortifica en el
mismo tubo de centrifuga y la extraccién con amortiguador se realiza en este mismo
tubo, usando para esta etapa un Vortex Mixer, en vez de vasos y magnetos, esto para
el primer paso intermedio. Para el traspaso de sobrenadante al equipo de filtracion, se
evitaria el sobrenadante turbio, si se saca lentamente ayudado con pipeta Pasteur el
sobrenadante, para asi lograr menos perturbacién debido a movimiento y menor
cantidad de particulas resuspendidas. La grasa que se genera en el tubo debe ser
filtrada al dltimo. En lo que respecta a la etapa propiamente tal de la filtracion, el
material de filtrado es esencial. Este sobrenadante debe ser filtrado lentamente usando
tambiéen una bomba de vacio, sin tapar el papel filtro, esto se logra ocupando un
embudo Biichner de porcelana con poros grandes, esto tiene dos ventajas
comparativas por sobre el filtro de vidrio fritado: se reduce la velocidad de filtrado por
no tapar todos los poros del papel filtro y por otro lado, se lava mas facil y en menos

tiempo, disminuyendo la probabilidad de contaminacién de la muestra.

Para no perder antibiético por trasvasije, el traspaso del material sélido entre la
etapa de centrifugacion y la segunda extracciéon con amortiguador debe ser agregando
pequefias porciones de los 20 mL de amortiguador para enjuagar el tubo de centrifuga
y luego agitar vigorosamente observando que el fondo del tubo no presente material
compactado. Luego de esto, este mismo fubo se lleva a homogenizacion y extraccion

nuevamente en el Vortex.
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Desde la etapa de Filtracion a la etapa Purificacion, es conveniente fijar con
firmeza el cartucho Cis de forma vertical y aplicar baja velocidad, esto hace mas
eficiente los procesos de activacion de la columna y sorciéon de OTC, para asi limpiar y

preconcentrar mejor el antibibtico.

Seria conveniente tomar en cuenta que deberia haber un método o idear alguno
para medir no so6lo cualitativamente, si no que también cuantificar la efectividad de los
procesos intermedios (estadigrafos) y correlacionarlos con los resultados
espectrofotométricos (analiticos), los cuales en definitiva son tan importantes como las

etapas fundamentales.

3.3 Aplicacion del método completo en musculo y piel de salmén. Reproduccién

de espectros derivados de muestras blancos.

Para validar este metodo, uno de los factores mas importantes es reproducir
con poca variabilidad el “zero crossing”, pues éste deberia ser independiente de la
procedencia del salmén. Se aplicé el procedimiento completo (extraccion de OTC
segun protocolo y formacién de par iénico propuesto) a diez muestras blancos de

musculo de salmén de diferentes procedencia. Se obtuvieron los siguientes resultados:
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Figura 18: Espectro de absorcion derivado 2° orden de Senales analiticas de blancos
de salmoén. Factor de suavizado y escala: 100000. A la derecha se muestra el zoom en
la zona 260 nm — 360 nm. Concentracién de VC 8,0x10° mol/L. pH 9,0 + 0,4. Se

aprecia que existen 3 “zero crossing” en el intervalo 260 nm - 310 nm.

Segun la Figura 18, se aprecia que existen tres “zero crossing” en el intervalo
260 nm - 310 nm en las sefiales analiticas de las muestras blancos de musculo y piel
de salmén. El primero aparece a los 270,5 nm, el segundo a 285 nm y el tercero en
300 nm. EI primero, presenta mayor reproducibilidad y por lo tanto los dos udltimos no

se consideran para la presente tesis.

Es importante tratar de reproducir espectros derivados de blancos con valor de
“zero crossing” fijo, independiente de las unidades de derivadas que presente la sefial.
Se aprecia que este objetivo no se logra en una primera aproximacion, pues la longitud

de onda no es fija. Lo anterior se puede atribuir a que estas senales de blancos
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pertenecen a la implementacion del procedimiento general de extraccion de OTC
desde musculo y piel de saimén, en la cual, se realizaron ensayos preliminares a modo
de prueba en condiciones variables de tipo quimicas. A pesar de lo anterior, es un
buen resultado considerando que se presenta una variabilidad aproximada de sélo 2
nm para el valor ceniral 270 nm y las bandas analiticas presentan similar forma. A
continuacion, en la Tabla 5, se presenta el promedio y la desviacion estandar de estos
10 blancos pertenecientes a la implementacién del procedimiento general de
extraccion, y ademas se presenta los valores extremos de “zero crossing” y el

promedio entre el valor maximo y minimo.

Tabla 5: Valores de “zero crossing” de sefales blanco de Implementacion. Estos
valores pertenecen a las sefiales analiticas de la aplicacion del procedimiento
completo (Figura anterior), o sea implementacion de la extraccion de OTC segun
protocolo y formaciéon de par idnico propuesto. Nétese el valor de la desviacion

estandar y del valor promedio entre el minimo y el maximo “zero crossing”.

IMPLEMENTACION
“zero crossing” | Longitud de onda (nm) | Desv. Estandar
Promedio 269,75 1,23
minimo 268 40
maximo 272 60
Prom. (max. y min.) 2705+210

Se aplicé el método y se reprodujo espectros derivados. Estos blancos
proceden del resultado de la implementacion del procedimiento general de extraccion

de OTC desde musculo y piel de salmén segun el protocolo.
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Segln la Tabla 5, se aprecia una variabilidad del “zero crossing” a 270,5 nm,
de aproximadamente + 2 nm de diferencia respecto del valor central. Se plantean dos
posibles motivos para esta longitud de onda variable: el método de ensayo y error
usado en la implementacion, la cual se centré en familiarizarse con la ejecucién del
método de extraccidén y la manipulacion de la muestra, para lievar a cabo de mejor
forma el método de extraccion de OTC y la busqueda de la cantidad exacta de
amoniaco, la cual influye en el desplazamiento de bandas de sefiales analiticas y
consecuentemente en el “zero crossing”. Lo anterior se debe a que la muestra es
eluida del cartucho C43 con acido oxdlico en la etapa purificacién del proceso de
extraccion de OTC y en seguida este extracto se somete al proceso de formacién de
par ibnico, este paso es fundamental pues se debe ajustar el volumen final a un medio
basico, esto, para llegar al valor de pH adecuado (9,0 £ 0,2). Asi y todo se aprecia en
la Figura 18 que la forma de las bandas son muy parecidas y todas presentan una
forma especifica y similar entre ellas, considerando el niumero de “zero crossing”

existentes, independiente de la procedencia del salmén.

3.4 Optimizaciéon para la reproduccidon de espectros derivados en muestras

blancos.

Se diserid un conjunto de experimentos con la finalidad de seleccionar las
variables analiticas 6ptimas para esta determinacion. E! disefio experimental se basoé
en optimizar dos variables, para mantener fijo el valor de longitud de onda “zero
crossing” en muestras blancos, esto permitiria validar el metodo, éstas variables son:

volumen adicionado de VC y NHj. Este disefio consistid en realizar 4 experimentos
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(blogque), con 2 réplicas cada uno, es decir 8 experimentos en total. Los resultados
fueron evaluados por derivada de segundo orden, factor de suavizado 10.000 y de

escala 10.000. Los espectros de estos 8 blancos se presentan en la Figura 19:
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Figura 19: Espectro de absorcion derivado 2° orden de Sefales analiticas de blancos
de salmén Optimizacion. Factor de suavizado y escala: 100000. A la izquierda se

muestra el zoom en la zona 260 nm — 360 nm.

Con los datos anteriores de longitudes de onda (nm), se construyé la Tabla 6,
en la cual se calculé el promedio y la desviacion estandar de la respuesta a estos 8

experimentos:
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Tabla 6: Valores de “zero crossing” de sefiales blanco de Disefic. Estos valores
resultan de aplicar el método completo a 8 muestras blancos. Nétese el valor de la

desviacion estandar.

~ DISENO _
“zero crossing” | Longitud de onda (nm) | Desv. Estandar
Promedio 270,18 0,50
minimo 26942
maximo 270,80
Prom.(méx.ymin)| 27016 +074

Las longitudes de onda “zero crossing” registradas en la Figura 19 para cada

experimento se muestran en la Tabla 7:

Tabla 7: Disefio Experimental y respuesta en longitud de onda de “zero

crossing” (nm).

Variable | valorbajo| valoraito | unidades
Volumen NH3 600 1800 pb
Volumen VC 200 500 uL

blogue | experimento | vol. NH; (pL) | vol. VC (pl) | "zero crossing” |

1 600 500 270,71

1 2 600 200 27090

3 1800 200 269,58

4 1800 500 269,42

5 600 500 270,31

2 6 600 200 270,34

7 1800 200 270,19

8 1800 500 270,01

A partir de un analisis estadistico que considera los resultados comrespondientes

al disefio experimental propuesto, se obtuvieron los siguientes resultados:
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a) Grafico de Pareto: El grafico de Pareto, Figura 20, muestra las variables o
combinaciones de ellas que presenten mayor efecto sobre la sefal analitica. La linea
vertical se usa para establecer la significancia. En este caso los efectos son negativos,

pero no son significativos.

Grafico de Pareto Estandarizado para "Zero Crossing”
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Figura 20: Gréafico de Pareto Estandarizado. Las barras azules que fraspasen la linea

vertical representan efectos significativos.

b) Graficos de efectos principales: En la Figura 21, se muestran las respuestas “zero
crossing” estimadas como una funcién de cada factor experimental. En cada grafico, el
factor NH; varia desde su nivel mas alto a su nivel mas bajo, mientras que VC
mantiene la longitud de onda en valores centrales. Al igual que en el gréfico de Pareto,
ambas variable tienen efectos negativos, siendo NH; el de mayor efecto en la longitud

de onda “zero crossing” porque es la que presenta una mayor pendiente.
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Grafico de Efectos Principales para "Zero Crossing”
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Figura 21: Gréafico de efectos principales para el “zero crossing”. Al igual que el grafico
de Pareto, se muestra que ambos efectos son negativos, siendo el amoniaco mas

significativo que el violeta cristal.

Este disefio encontré que ambas variables no eran significativas, o sea que no
tenian mayor efecto sobre la respuesta de longitud de onda. Esto Gltimo se explicaria
segun los valores de “zero crossing” obtenidos en la optimizacion, los cuales tiene un
rango bien acotado si se considera que la respuesta “zero crossing” cambia
numeéricamente muy poco (269,8 — 270,6 nm, Figura 21) cuando ambos factores van
desde el valor alto al valor bajo. La variable VC tiene menor significancia y deja ain
mas pequefio el intervalo de los valores de longitud de onda. Ambas variables tienen
un efecto negativo en la respuesta, ya que un aumento del volumen de NH; y VC
resuita en una disminucién del valor de Ia longitud de onda. Como se busca mantener
un valor constante de “zero crossing” y no una maximizacién de esta respuesta, los
resuitados encontrados como Oéptimos con base en el disefio experimental son:

Volumen de VC 1x10° mol/L: 350 ulL, Volumen de NH; 0,1 mol/L 1200 pL.
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Estas cantidades encontradas como éptimas, son precisamente los valores
centrales del rango de voliimenes de las variables en estudio, los cuales demuestran la
constancia del valor “zero crossing” de la sefal blanco en tomo a 270 nm. Sumado a
esto, y como nuevo andlisis de datos, se encuentra otro valor de “zero crossing” para el
blanco, situado en tomo a 381,6 nm, como se muestra en la Figura 22, la cual es un
zoom del espectro perteneciente a las ocho sefiales analiticas de blanco de la

optimizacion anterior:

3689 4195 4700
Wavelength (nm.]

Figura 22: Zoom de espectro de absorcion derivado 2° orden de Senales analiticas de
blancos de salmén. Factor de suavizado y escala: 100000. Optimizacion. Zoom en la

zona 370 nm — 470 nm.

Debido a que el disefio experimental se realizé de forma sistematica, los
resultados obtenidos en la optimizacion implican que se estaria mejorando la
reproduccion de la sefial analitica de los blancos de musculo de salmén en el “zero
crossing”, en torno a 270,2 nm y seria menos variable en su valor. Esto se comprueba

al comparar las Tablas 5 y 6, las cuales muestran el valor de la desviacion estandar del
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“zero crossing” y el valor maximo y minimo de longitud de onda. Sobre estas
consideraciones se desprende que el valor del “zero crossing” del blanco es mas
constante en la optimizacién, en la cual la desviacién estandar es de 0,5 y en la
implementacién 1,23. Por otro lado, el disefio experimental arrojé longitudes de onda
en un intervalo mas pequeiio [269,42 nm — 270,90 nm] (Tabla 6), en comparacién a los
blancos pertenecientes a la implementacién del procedimiento general de extraccion

[268,40 nm — 272,60 nm] (Tabla 5).

Como nuevo anadlisis de los resultados, aparece otro “zero crossing” para el
blanco, situado en 381, 6 nm. La implicancia de esto es importante, pues con todo lo
anterior, se podria eventualmente evaluar la extraccion de OTC desde musculo de
salmoén midiendo no sélo en 270,2 nm, si no que también en la nueva longitud de onda,
esto proporcionaria otra opcion de medicién del par idnico. Incluso, este nuevo “zero
crossing”, al parecer presenta menor variabilidad, o sea sus cruces son aun mas
cercanos en torno al 381 nm. Con esta optimizacion se eliminaria un efecto matriz

que impide la lectura de la senal analitica correspondiente al par idnico.

Por otro lado, el rango de volumen de amoniaco desde el valor bajo hasta el
alto, es valido para dejar constante el “zero crossing” 270,2 nm de la sefal analitica de
la muestra blanco en musculo de salmén y cumple con la condicion para obtener el pH
adecuado, 9,0 + 0,4, pero no representan los valores éptimos para formar el par iénico.
Debido a lo anterior, se deberia realizar un nuevo estudio de variables guimicas en un
disefioc experimental aplicando el procedimiento completo, ahora considerando la
presencia de OTC y luego suponiendo que también existe una dependencia de la

formacion del par idnico con el orden de adicién de reactivos al matraz en presencia de
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acido oxalico, proveniente de la etapa de purificacion, al igual como se propuso un

orden distinto para la formacion de par idnico sin consideracién de la matriz.

3.5 Verificacion de la formacion de par iénico VC-OTC en musculo de salmén.
Reproduccion de espectros derivados de seiiales analiticas del par idnico.

A continuacion, en la Figura 23, se presenta el espectro registrado por
espectrofotometria derivada de las 5 muestras fortificadas y 2 blancos:
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Figura 23: Sefales analiticas de par iénico VC-OTC en musculo de salmon. Espectro
de absorcion derivado 2° orden. Factor de suavizado y escala: 100000. Muestras
fortificadas con 0,5 mL del rango de alta concentracion OTC de las soluciones de

trabajo. (3 pg/mL y 3,6 pg/mL). Volumen de amoniaco 1200 pL. 0,1 mol/L.

Se puede apreciar que presentan distinto comportamiento espectral las sefales
del blanco y de la muesira, pero no se definen bien las distintas concentraciones, 3
pg/mL y 3,6 pyg/mL, correspondientes a 300 ug y 360 ug de OTC por kilogramo de

musculo de salmén o su equivalente de pescado fresco. En la Figura 24 se muestra los



respectivos “zoom” a las distintas longitudes de ondas de “zero crossing” de la muestra

blanco.
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Figura 24: Zoom de espectro de senales analiticas de par idbnico VC-OTC en musculo
de salmén. Espectro de absorciéon derivado 2° orden. Factor de suavizado y escala:
100000. Zoom a la longitud de onda 270 nm y 381nm existencia de “zero crossing”

fijo para los blancos.

En la Figura 24, se aprecia que no existe una notable diferencia en unidades de
derivadas entre las muestras blanco y las muestras fortificadas evaluadas a 270,2 nm y
381 nm, e incluso entre las mismas muestras de distintas concentraciones,
independiente de esto, la cantidad de “zero crossing” entre el blanco y las muestras
son distintos, como se muestra en la Figura 23 y 24, en el rango 340 nm — 400 nm de
longitud de onda, lo que hace suponer la aparicion de alguna banda analitica atribuible
al par i6nico VC-OTC. Lo anterior corroboraria que existe una interaccion entre

colorante y antibiético.
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Los espectros derivados de sehales de blanco y muestras fortificadas con
antibiotico muestran comportamientos espectrales distintos, ya que a las longitudes de
onda 270 nm y 380 nm (“zero crossing del blanco”) las sefiales de muestras fortificadas
presentan UD # 0. Esto debido a la presencia de antibidtico en las muestras
fortificadas, el cual estaria interactuando con el colorante violeta cristal. De esta
manera se estaria verificando la formacién del par idnico en muestras de musculo de
salmén. A pesar de lo anterior, las senales de las muestras fortificadas de distintas
concentraciones no presentan mayor diferencia justo en los respectivos “zero
crossing” de la sefial de blanco, lo cual implicaria una baja reproducibilidad de la sefal
de par idnico VC-OTC. Una forma de reparar esto seria crear un nuevo disefio
experimental tomando en consideracion: la presencia de OTC, de acido oxalico y el
orden de estos nuevos reactivos, para asi maximizar y definir mejor ain la senal
atribuible al par iénico. Por otro lado, también se propone la estandarizaciéon o
normalizacion de los procesos que poseen algin grado de variabilidad al operar, dentro
de los pasos fundamentales de la extraccion de antibidtico (centrifugacién, filtracién y
purificacién) ya que en estos pasos, como se explicd anteriormente podria existir

pérdida de antibibtico, lo cual disminuiria la sefial.

Respecto al tiempo de aplicacién del método a muestras de salmén, se logré
aplicar en serie el método, pero por la disponibilidad de bomba de vacio, aumenté el
tiempo del proceso general de extraccion de OTC, pues las muestras deben

someterse individualmente, una seguida de otra, al proceso de filtracién.



61

IV. CONCLUSIONES.

Segun los resultados, se desprende que existe una dependencia entre la
formacion del par idnico y el orden en que se agregan los reactivos. El orden
encontrado para lograr reproducibilidad en los resultados es agua, violeta cristal,
amoniaco y finalmente OTC. Por lo tanto y como un aporte de la presente tesis, se
propone una modificacion al protocolo general de determinacion de par idnico via
preconcentracion liquido-liquido, en funcion de obtener reproducibilidad de las sefales

del par idénico VC-OTC, en el menor tiempo posible.

Oftro aporte de esta tesis se enfoca a la descripcién detallada del procedimiento
de extraccién de antibidtico desde el musculo de salmén, descripcion que servira para
una aplicacion efectiva del método, ya que: el proceso completo se dividid en cinco
partes, esto posibilitd visualizar los puntos criticos y los pasos conectores, siendo la
extraccion y la filtracion las etapas que presentan mayor fuente de error. Los cambios
propuestos mas importantes son; uso de vortex mixer en lugar de vasos y magnetos,
en la extracciéon y uso de embudo Blichner con doble papel filtro en lugar del equipo

con filtro de vidrio fritado, en filtracién.

Otro aporte es la mejora de la reproduccién de sefiales blancos, debido a que
después de realizar una optimizacion de variables quimicas, las condiciones
encontradas son: Volumen de VC 1x107° mol/L: 350 pL, Volumen de NH3 0,1 mol/L:
1200 pl, con esto se logré reproducir el “zero crossing” del blanco, con un valor
observado de 270,2 nm, este presenté una menor variabilidad en su valor respectoe al

“zero crossing” de la implementacion. Ademas, esta optimizacién posibilitaria evaluar la
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senal analitica del par i6nico en una segunda longitud de onda de la sefal blanco:

381,6 nm.

Se comprobé la formacién del par i6nico VC-OTC en musculo de salmén
mediante la comparacion de sefales analiticas de las muestras blanco y muestras con
antibiético. No fue posible distinguir diferencias entre las sefiales correspondientes a
300 pg y 360 ug de OTC por Kg de musculo de salmén, concentraciones cercanas al
limite mayor del rango lineal valido para el método (Orellana S.,2009), atribuido esto a
la posible pérdida de OTC y por otro lado, a la incorporacion y la presencia de los
siguientes componentes: matriz, acido oxdlico y antibiético, suponiendo que existe un
nuevo orden de adicion de estos reactivos para la cuantificacién de OTC en musculo

de salmén, ain no estudiado, incluyendo ademéas agua, amoniaco Yy violeta cristal.



63

V. PROYECCIONES.

Lo cambios propuestos en la implementacion del método de extraccion de OTC,
como son manejo de muestra y cambio de material, deben ser evaluados
cuantitativamente para determinar su influencia en la medicién analitica final del par

ionico.

Como el valor de “zero crossing” de blanco depende también del manejo de la
muestra, se propone enumerar, ordenar y definir las condiciones iniciales propiamente
de la muestra de salmén, como por ejemplo, cadena de frio, tiempo de refrigeracion,
cantidad de piel al momento de masar, cantidad de grasa y color del musculo. Estas
condiciones iniciales son muy importantes tanto en la reproduccidn de sefales
blancos, como de sefales de par i6nico, puesto influyeron en la continuidad del

presente trabajo.

Una vez eluida la muestra con antibiético con acido oxalico metandlico, se
propone optimizar la cantidad de amoniaco agregado para contrarrestar este acido

ocupado para eluir y asi, elevar el pH a 9,0+0,2 final.

Se propone estudiar el nuevo orden de agregado de reactivos tal como se hizo
para el procedimiento general de formacién de par ibnico sin musculo de pez, ya que
es un paso decisivo para la formacién del par idnico y obtener buenas sefales
analiticas y asi parametros de calidad de acuerdo al objetivo requerido, en este caso,
aplicar este método a un alto numero de muestras y matrices de diferentes origenes

para ser un método estandar en control de calidad.
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ANEXO

En la Figura 25 se presenta un espectro de absorcién clasico que muestra las
sefales analiticas de las especies oxitetraciclina, violeta cristal y el par iénico, todas
estas especies son leidas en la region UV-Visible después de la extraccion liquido-
liquido con 6 mL de cloroformo y a un pH 9,0 10,2, Enseguida, en la Figura 26 se
presenta un zoom en la zona de los 360 nm. Finalmente se registra un zoom de la

segunda derivada del espectro de absorcion de las tres especies, en la Figura 27.
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Figura 25: Espectro de absorcion clasico de sefiales analiticas de OTC, VC y par iénico
VC-OTC, registradas en cloroformo a pH 9,0 +0,2. Concentraciones de: OTC 2x1 0°®

mol/L, VC 8x10° mol/L, VC-OTC 2x10° moliL
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Figura 26: Zoom de espectro de absorcion clasico de sefales analiticas de OTC, VC y

par idnico VC-OTC, registradas en cloroformo a pH 9,0 £0,2. a la zona 360 nm.
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Figura 27: Zoom de espectro de absorcion de segunda derivada de sefales analiticas

de OTC, VC y par idnico VC-OTC, registradas en cloroformo a pH 9,0 +0,2. a la zona

360 nm. Factor de suavizado y escala: 100000. “Zero crossing” de VC a 381 nm



