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RESEÑA

Todo comienza en una v¡eja villa feÍoviaria. Nicolás nació en San Elemardo,

Santiago de Ch¡le el 25 de Mayo del 1982. Es el primer hüo entre cuatro hermanos,

fruto de la unión de Sandra lzquierdo y Jaime Siha, además es n¡eto de los

matrimonios: Hécto¡ S¡lva y María Eliana, y Luis lzquierdo y Brenda, a ésla últ¡ma no

tuvo la suerte de conocerla, pero s¡empre supo que acompañaba a su madrc, por lo

tanlo, a él también. Nicolás vive sus primeras mañanas en el jardín municipal 'Sol

Naciente" de la crmuna El Bosque. Luego de un l¡empo, ingresa al Jardín lnfant¡l

"Conejín" de la misma comuna, el oral v¡o, después de un tiempo, pasar por sus aulas

a primos y dos hermanos suyos, Sandra y Gonzalo. Nicolás vúió en el seno de la

familia Silva, que con un esfuerzo en conjunto, y a raíz de la tesón de su padre, logran

que Nicolás curse su enseñanza básica en el Coleg¡o de los Sagrados Corazones de

Alameda, aquí se dio denta, recién a los 11 años, que amaba las explosiones en

tubos de ensayo. Luego, en la enseñanza med¡a estuvo en el Liceo sales¡ano Manuel

AniaÉn Barros, ambos colegios cáólicos. A los 17 años, ingresa a la canera de

lngeniería Civil Quími:a, en la USACH. No fue tan simple, permaneció solo 2 años.

N¡colás debió rendir nuevamente la últ¡ma P.A.A., del año 2002, mejorando sus

puniajes, pero no camb¡ando su vocación, lo qJal le permitió al año siguiente ingresar a

la cá'Íera de Química Ambiental de ,a Universidad de Chile, este periodo estuvo lleno



de noches de estudio y también de celebraciones, de alegrías famil¡ares y también de

penas, todo Io anterior le enseñó a Nicotás a nunca bajar los brazos, además s¡empre

recibió el apoyo de sus tíos y abuelos, que confiaron a ciegas en él en todo momento.

Acá conoció a la prof. María Inés Toral, quién ayudó a Nicolás académica, económica y

emocionalmente y es actualmente guía de su trab4o finat, en Laboratorio de Química

Analít¡ca, donde aprendú, por fin, a hablar en públÍco. Nicolás siempre destacó por

"echar una manito" con los números a amigos, compañeros, famil¡ares y conocidos.

Finalmente, este largo t¡empo de tesis, ha estado acompañado por una gran persona:

Daniela.
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RESUMEN

EI límite máximo residual establecido para la OTC en músculo y piel de salmón,

es '100 pg/Kg. Este último valor está por sobre el límite de cuantificación de un método

analítico desarrollado para la determ¡nación de oxitetraciclina en músculo de salmón

basado en la formación de par iónico con el colorante violeta cristal en medio

amoniacaf, uiilizando Ia técnica de espectrofotometría derivada de segundo orden.

Para validar este método, se estudió sus fundamentos teór¡cos, luego se

comprobó la formación del par iónico violeta cristal-oxitehac¡clina mediante la

reproducción de señales analíticas. En base a lo anterior, se propuso una forma

distinta de realizar el procedimiento de determinación del par iónico, respecto al orden

de adición de los reaciivos. A continuación, se ¡mplementó este método y se

identificaron los puntos críticos del proceso completo, así, se propusieron medidas para

mejo.ar fa aplicación. En seguida, se reprodujeron espectros derivados de blancos de

reactivos conteniendo también el músculo y piel de salmón, constatándose una

dificultad para estabil¡zar el "zero crossing". Por lo anterior, se realizó una optimización

de las variables volumen de v¡oleta cr¡stal y amoníaco, encontrándose que los valores

óptimos son: 7x106 mol/L de YC y 2,4x10-3 mot/L de Nil3 para lograr valores más

constantes del "zero crossing" del blanco. F¡nalmente, se aplicó el proced¡m¡ento

completo a muestras fortificadas de músculo de salmón salmo salar con solución de

OTC de concentraciones 3,0 pglml y 3,6 pg/ml y se ver¡ficó la formación del par

iónico, sin embargo, no hubo diferencias entre las señales analíticas a estas dos

concentraciones. Por lo tanto, se propuso un nuevo estudio de variables químicas y

orden de ad¡ción de reactivos, pero ahora en presencia de ácido oxálico, antibiót¡co y

matriz músculo de salrnón.

-x-



ABSTRACT

The maximum residual limit established for the OTC in musde and skin of

salmon, is 100 mg / kg. Th¡s last value is above the limit of quantification of an

analytical method developed for the determination of oxytetracycline ¡n salmon muscle

based on ion pair formaüon with the dye crystal üolet in ammoniacal medium using the

technique of second-order derivative spectrophotometry.

To validate th¡s method, it was studied their theoret¡cal foundations, then tested

the ion pair format¡on of crystal violet-oxytetracycline by reproduc¡ng the analytical

signals. Based on the above, it is proposed a different way of performing the procedure

for determ¡ning the ion pair on the order with respect to addition of reagents.

Subsequently, this method was implemented and the critical points of the compleie

process were ident¡f¡ed in order to improve the ¡mplementation. Then, the der¡vative

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 canied out; found that the optimum values

are: 7x10-6 mol/L of VC and 2,4 x10-3 mol/L of NH3 to achieve constant values of the

blank '2ero crossing". Finally, the complete procedure was applied to fortified samples

of musde of salmon salarwith OTC solution of concentrations 3,0 ¡.rglmL and 3,6 pg/ml

and the ionic pair formation was verified, however, there were not diffe¡ences among

the analytic s¡gnals 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 nratríx.

-xt-



I,INTRODUCCION

LI Aspectos generales,

La creciente industria salmonera al sur de nuestro país se ha convertido en uno

de los sectores productivos más fructíferos, gracias a las característ¡cas y condiciones

físicas presentes en la geografía del sur de nuestio país. A nivel nacional, se posiciona

en el tercer puesto en el tema exportaciones, s¡endo et primero ef seclor minero. En Io

que respecta a lo intemacional, al año 2008 la exportación de salmón es liderada por

Noruega y sólo a continuación se encuentran los centros de producción ch¡lenos,

(Salmón Chile, 20OB). Sin embargo, debido a la aparición del virus ISA (lnfectious

Salmon Anemia), en el año 2ñ7, el cual afecta al salmón causando una hemonagia

interna, se produjo una notable disminuc¡ón en la producc¡ón de salmón¡dos, la cual

caería a una producción bruta de 245.0OO toneladas para el año 2010, pero con un

notable y efecüvo repunte del 20olo para el año2O11 (La Tercera, Negocios,2010). Las

especies cultivadas en Chite son: salmón Cereza, salmón Rey, salmón Rosado, irucha

Café, trucha Arco ir¡s, salmón Coho y salmón Ailántico (Aqua Notic¡as, 2008), siendo

estas tres últ¡mas las más ¡mportantes. De estas espec¡es, el salmón Atlánt¡co, el más

exportado, se vió profundamente afectada su produccón, motivada por la disminución

en su culüvo-

El gran número de ind¡viduos involucrados en el ciclo del salmón y el

aseguramiento de la producc¡ón, ha hecho necesario la administración de diversos

tipos de antibióiicos. El uso de fármacos antimicrobianos se ha masificado a nivel

mundial en la medicina veterinar¡a, utiliándose comúnmente como agentes

terapéuticos para combatir enfermedades infecciosas, éstos se util¡zan tamb¡én como
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prof¡láct¡cos para Ia prevención de cuadros infecciosos derivados de un estado de

estrés, o como promotores de crecimiento para mejoar la eficacia de conversión de

alimentos y dism¡nu¡r el tiempo de saqif¡c¡o. Así, en Chile y tal como oqfiió en

Noruega, los esfuezos de dism¡nuir los volúmenes de fármacos, están orientados al

desanollo de vacunas más efectivas y menos riesgosas para la salud humana.

1,1.1 Medioambiente.

El entomo en que se desarrolla la acuicultura no deja de ser alterado por que

haya legislac¡ón, es más, la Ley General de Bases del Medioambiente incentiva a la

industria al desanollo, siempre y cuando se haga de manera responsable el

aprovechamiento de los recursos naturales. Por este motivo, y por ser una actividad

que se sustentia directamente en el ambiente acuático, este sector productivo produce

inevitablemente impactos en el medio natuÉl.

La instalación de centros de cultivo de peces neces¡ta para funcionar

requerimientos de suelo y agua, éstos son fundamentalés para proveer de recrtrsos,

serv¡cios y energía a un área determinada de cultivo, lo que inevitrablemente trae

consigo otros efectos indirec'tos en el medioamb¡ente, como a¡terac¡ón del paisaie

natural, por ejemplo. Por otro lado, estas instalaciones prcducen una acumulac¡ón de

materia orgánica compuesta por los restos de alimentos y por las mismas matedas

fecales de los organismos en cultivo (Hansen y ml., 2001). L.as heces y restos de

alimento tienen mayores mntenidos de carbono (Q, nitrógeno (N) y fósforo (P) que los

sedimentos nat¡rales (Merican & Phillips, 1985) por esto, algunos de los tantos efec{os

del aumento de la erga de materia orgánica y de los nuhienles en los sedimentos son:



,

eutroficación, disminución de fas concentraciones de oxígeno y aumento . de la

demanda biotógica de oxígeno, estimula la producción bacteriana y ve{etal y

finalmente camb¡a la composición química, la esfucfi.¡ra y funciones de los sed¡[Entos,

los cuales aum€ntan su cond¡ción ánaeróbica y reducfura. También se ploducen

alteraciones en los ciclos normales de nulrientes afectando la abundancia del

f¡üoplancfon, zoopláncton y peces, ¡ncrementando el ingreso de n¡trógeno (N) y fósforo

(P) desde los sedimentos hacia Ia columna de aguá, produciendo meÉnogénesi§

formación dé rnelano por medio de bac{erias metanfuenas que son anaerobias) y

ácido sulfiídrico en zonas marinas (Monisey y col., 2@0). Según §rárez y Guzmán

('1998) señalan que el cullivo intensivo de peoes en espacios confinado§, como jaulas,

ha causado florac¡ones de microalgag que pueden llegar a ser altamente nocivas y

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

Por otro lado, el escape de salmones desde las balsas-jaulas, üene sus propias

consecuencias en el medio acr¡ático, pues se re@noce el hecho de que las especies

invasoras (salmón cultivado) alteran dírecta e Índireciamente la composíción y

diversidad de una comun¡dad biolégica (Ihompson & Townsend, 2003). Afgunos

¡mpactos son: relación negativa entre el número de indiüduos de salmones cüAivados

(Coho y Shínook) y peces naüvos (Arismendi y cú|, 20Og), eamb¡o en el eosistema

acuáüco natural debido al asifuestramiento de los salmones escapados (Melo y col,

20O5), brote de enfermedades en salmones cultivados y silvestres, debido al

confinamiento dado para los salmones y Ia cortá distancia existente enlre las disünlas

concesiones.
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En acr¡iculfura también se usan agentes quimims, por ejemplo para la

construcc¡ón de jaulas (conosión y anti-fijación de organismos), pigmentos ¡ntegrados

al alimento, desinfeclantes y diferentes productos utilizados para el control de

enfermedades. Entre los anterÍomente mencionados, el problema mayor se presenta

en el u§o de medicamentos. Éstos comprenden antibióticos, fungic¡das y compuestos

antiparasitarios que son úilizados para el lratamiento de diversas patologías y son

suministrados vía oral o como vaoJnas inyectables. En el caso de la adm¡nislración vía

oral, Ia mayor parte de estos compuestos term¡na en el ambiénte, a través del alimento

no ingerido y en las fecas, los que pueden ser posteriormente consumidos por peces

silvestres. La presencia de antibióticos en los sed¡mentos puede producir alteraciones

en los procesos químicos de éstos pues pueden inh¡bir los procesos de reducc¡ón de

sulfatos así como de niÍificación (Klaver y Mathews, 1994), Hoy día, se recono@ que

los antibióticos pueden estar presentes a cientos de melros de los s¡stemas de cultivo,

permane@r en el ambiente por un tiempo relaüvamerte largo y enconirarse en peces

que consum¡eron restos de al¡mentos con residuos de antíbióticos (Samuelsen, 1992).

Factores climáticos: temperatura del agua, velocidad del viento; dirección de conienles

marinas, factores físico-químicos propios del antibiótico: solubilidad, presión de vapo¡

degradabilidad, etcétera y por último las interacciones que se den entre el antibiótico y

Ias carac{eríst¡cas ambientales son los las variables determinanles del transporte del

contaminante a travrás de las aguas.

El explosivo crecimiento de la industría del salmón, mn un aparecimiento de

diversas enfermedades baclerianas afectando la economía de esta industria, ha

llevado al uso excesivo de antibiótico. Esto puede llevar a los peces silvestres a una

exposición involuntaria al antibiótico, el cual se encuentra en la comida de peces y en
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consecuencia, podría pasar al ser humano, como muestra Ia Figura 1. Respecto a

esto, es ¡mportante destacar gue en la salud humana tamb¡én existe repercusión, pues

se sabe que la presenc¡a de concentraciones residuales de fármacos ant¡microb¡anos

en músculo de salmón, pueden desencadenar efectos centrados en reacciones de

hipersensibilidad en la piel, faringe y gen¡tales, además de efeclos toxicos específicos,

también se sabe que la ingestión de came de pez contam¡nada con ant¡b¡ót¡cos tiene

el potenc¡al de alterar la flora normal del tracto digesüvo humano, favoreciendo la

infección por patógenos como por ejemplo la salmonella. (Cabello F.C. 2ñ3,2OO4 y

2006).

Las relaciones existentes entre la acuiculfura y el entomo natural son diversas

y complejas, ya que hay c¡ertos aspeclos que aún no han sido estudiados con toda la

profund¡dad necesaria o por la falta de compilación ordenada de la ¡nformac¡ón,

ex¡st¡endo, en consecuencia, diferentes opiniones acerca de la gravedad y las

implicancias de los ¡mpactos en el med¡oambiente entre empresarios y ambiental¡stas.

F¡gura 1: Esquema de la alimentación

orgánica y los antibióticos se proyectan

salmonera.

de salmón mediante pellets. La materia

tanto dentro como fuera de la balsa jaula



l.{.2 [-egistación.

La indusiria salmonera chilena, a pesar de las dif¡cultades que ha debido

enfrentar estos últimos años, ha ido en aumento sostenible. Motivada por factores

medioambientales y legales, ta expansión nac¡onal e internacional de la industria se ha

vÍsto favorecida desde los inicios de na producción exportable, cercana al año 1984.

(Salmón Ch¡le,2008).

El sector pesquero ha s¡do pionero en la aplicación de estándares

medioambientales. De forma voluntaria esta industria en acuerdo con el Gobiemo, ha

impulsado, creado e implementado medidas legislativas, las cuales han posibilitado la

aperturÉ¡ de nuevos mercados par¿¡ esta industria y así destacarse a nivel mundial.

Además de las iniciativas propias, existe un marco regulatorio vigente el cual está

encargado al Ejecutívo. Así como la minerÍa, el sector agropecuario, la industria

madeEr€¡ y forestal, y les restantes seetores productivos, la acuicuttura también se

somete a las directrices impuestas por Ia tegistación chilena. Et principal fin de las

normas es el uso lesponsable de los recursos naturales (Aqua ArtÍculos, 2010).

A continuación, en Ia Tabta 1, se resumen los sisternas, programas o

reglamentos rnás impcrtantes de [a norrnativa actual, separadas según iniciativa

voluntaria u obligatoria. Cabe destacar que una vez pactada la iniciativa voluntaria

entre el la lndustria Pesquera y el Ejecui¡vo, ésta tiene carácfer obligatoria.

6



Tabla 1: Resumen Normativa actual. El RAMA (2001) es el reglamento específiel para

Ia acr¡icult¡ra. (Salmon Chile, Medioambiente, 2010). (CONAMA, Ley de Bases

Generales del Medioambiente, 20os).

Según el RAMA los titulares de todos los centros de cultivo deberán entregar

anualmente la lnformación Ambiental (INFA), de acuerdo a los formularios que

entregue el Servicio Nacional de Pesca, el INFA es un cuerpo legal que establece la

categoría del centro de cultivo según la base de su sistema productivo, producción

anual, profundidad y tipo de fondo. (Aqua Articulos, 2O10).

Desde la transformación de los insumos hasta la elaboración del producto final,

incluyendo todas las transformaciones paralelas al proceso medular ¡ndustrial, el

Gobiemo dicta, revisa y hace cumplir el ordenamiento medioambiental mediante leyes,

normas y decretos, tales que apuntan al equil¡brio social, económim y ambiental,

objetivos del desanollo sustentable. Para cumplir ¡os objetivos del ordenamiento

La Ley General de Pesca y AcuiculturaSistema de Monitoreo Ambiental

Acuerdos de proclucción limp¡a
Ley de Bases General del Med¡oambiente

(LBGMA)

Sistema de Evaluac¡ón impacto ambiental
(sErA)

Código de Buenas Prácticas,
SIGES

Sistemas de certiñcác¡ón
ISO (9001, 14000) y oHSAS

Reglamento Ambiental para la Acuicultura
(RAMA)

Reglamento Sanitario - RESA
Sistema de Vigilanc¡a Permanente de la

Nomativa Salmonera - MGÁ

Código San¡tario y regulac¡ón seclorial de
agricultura y pescaPrograma de Gestión Zanal

Marco regqlatóio,impue§{o poJ el
ejecutivo
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ambiental, el Gobierno mediante sus organismos competentes realiza la fiscalización

multisectorial de Ia lndustría pesquera_ Entre los organismos subordinados que

cumplen esta tarea se pueden mencionar CONAMA, Subsecretaría de Marina, el

Servicio de Salud, Subsecretaría de Pesca, el Servicio Agrícola y Ganadero, y el

Servicio Nacional de Pesca (Semapesca), este último ente institucional público cumple

diversas funciones: ejecutar la política pesquera nacional, fiscal¡zar el cumplimiento de

las leyes, vela por la calidad sanitaria de los productos pesqueros, propone planes de

desanollo para la pesca deport¡va, ejerce la tu¡ción de parques y reservas marinas, entre

otra muchas y variadas tareas.

Las organ¡zac¡ones mundiales son las entidades que norman sobre el uso

racional de ant¡bióticos, antiparasitarios, entre otros, en materias de calidad y

protección alimentaria, normas destinadas a proteger la salud del consumidor y

garantizar que el íntercambio entre los países se base en prácticas conjuntas. En

nuestro país, Semapesca cumple este rol, ya que cuenta con un programa de

aseguramiento de la calidad (PAC), enmarcado en éste, el programa de control de

fármacos contempla los límites máximos de residuos de fámacos en productos de

origen animal. POr ejemplo, para la oxitetraciclina en músculo de satmón, el límite

máximo residual (LMR), o sea la concentración máxima de res¡duos resultantes del uso

de un medicamento veterinario, es100 ¡rgiKg, o sea 100 Fg de ox¡tetraciclina por 1 Kg

de músculo y piel de salmón fresco. (Semapesca, "Programa Control de fármacos".

2005).
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La Tabla 2, muestra los LMR de productos famacéuticos es{abl@¡dos por

mercados intemacionales regulados en came y p¡el de pescado:

Tabla 2: Tabla Resumen de LMR para distinlos productos farmacéuticos en músculo y

piel de salmón. Estos son impuestos por la Organizac¡ón de las Naciones Unidas para

Ia Agricultura y la Alimentación (FAO) y la Organización Mundial de la Salud (OMS) a

través del Codex Nímetúaius.

Paoducfos Frrmacéüdcos alSA Ut ió,a Euroqee Japic Chite

úxiietracklinl 2000 ¡rgtrg 10t) pgrKs 200 p#lq IüG pslKg
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1r}{] Fs[{g
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A{I§ánEb
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&¡selIiÉ

fBú rqrEg
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l0lxl pgrKg

E{lú §rl(s

1ú0 lEnq

1.1.3 Oxitetraciclina

Este antibiótico es uno de los tantos medicamentos usados para @mbatir

enfermedades en la acuicuftura chilena, como por ejemplo, Ia eritromicina, el florfen¡col,

la flumequina, el ácido oxolínico, etc., todos éstos se encuentran normados en el

progrElma de asegurEmiento de la calidad, el cual f¡ja el límite máximo residual para

cada uno de ellos. La oxitetraciclina (OTC), es un antibióüco del grupo de las

tetraciclinas par€¡ combatir Énfermedades infecciosas de salmónídos, espec¡almente

para afecciones c¿rus¿rdas por los géneros Renibacferium, Aeromonas, Pseudo¡nonas,
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Víbio eomo tarnbién ñckettsias, Skeptococcus y Micoplasnas, eombate el Síndrome

Rickettsial del Salmón (SRS), causado pot Pisc¡icketsia salmonis, usado en el contol

de la Enfermedad Bac-teriana del Riñón (BKD), causado por Renibacteñum

saÍmoninarum, y Ulceraciones, entre otras. (VeterquÍmica, 2010)-

Este antibiótico presenta un esqueleto de hidronaftiaceno que contiene cuatro

anillos fundidos. En la Figura 2 se muestra la esauctura de OTC, El sitio de quelación

incluye el sistema B-dicetona (posición 11 y 12), y los grupos enol (posición 1 y 3) y

carboxamida (posición 2) del anillo A (Chopra y Roberts, 2001). En general, las

tetrac¡clinas tienen gran capacidad de fomar complejos con cationes di y trivalerúes

debido a la presencia de grupos etónicos y enoles (Liuy col,2úú2)-

Figura 2: Estruciurá de oxitetracicl¡na.

Debido a la presencia de grupos hidroxilos y amino, OTC es una molécula que

posee propiedades ácido base, siendo la espeCie prcdominante depend¡ente del pl-|,

De acuerdo a Ia literatura OTC presenta tres valores de pKa, el primero conesponde al

CrOH (pKar 3,2), el segundo al C¿-N(CHs)z (pKaz7,5), y el tercero al Cro-OH (pKa3 8,s)

(Qiang y Adams, 2004), Además, este compuesto es soluble en ácidos, bases,

alcoholes y solventes orgánicos polares, pero es inestiable a pH a¡tamente ácidos o
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básicos, cuando se éxpone a elevadas temperafuras por largos períodos de üempo y

en med¡os de alta humedad, Bajo estas coñdiciones, OTC puede experimentar

epimerizaciones. (Oka y col, 2000), pues es sabido que las tetraciclinas al ser

manejadas con disolventes a pH ácidos, sufren diferentes modificaciones en su

estructura, La formación de derivados de la OTC se puede deber a la d¡hidratación en

el carbono C6-OH, el producto es anhídridoxitetracilina, debido al medio ácido. Esta

molécula es inestable en solución acuosa y puede provocar la formac¡ón de o y F

apooxitetraciclinas. Por otro lado OTC puede sufrir epimerización del carbono C4

dimetilamino para formar 4-epioxitetmcidina como se mues{€ en la F¡gura 3, debido a

un er¡tomo de pH ácido (2 - 6), (Khan y col. 1987).

Figura 3: Estructura de derivados de OTC: a) anhídridoxitetrac¡lina b) s y F

apoox¡úetmciclinas. c) 4 - epiox¡tetraciclina.
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OTC es una molécula con propiedades ác¡do base, deb¡do a sus 3 valores de

Constiante de Acidez. En la Figura 4 se observan los equil¡brios ácido base de este

ant¡biótico, s¡n cons¡derar las epimerizaciones en medio ácido. lndependiente de estas

transfrormac¡ones, la carga negaüva del oxígeno de la espec¡e [A]-2 se produce en

medio básico, no viéndose afterada por cambios estruciurales en zonas periféricas de

la moléüla.

Figura 4: Equil¡brio acido - base del ant¡b¡ótico oxitetraciclina.

Según el esquema anterior y en base a los pKa, se puede estlmar las especies

predominantes a dis{intos rangos de pH. Por ejemplo, entre pH 8,0 y 8,5 predom¡na la

espec¡e an¡ónica [HA]-. En las cercanías del tercer pKa se tiene una mezda de [HA[ /

[A]-2 y sobre pH 9,5 hay un prcdominio de [Af'?. Debido a la carga negativa del oxígeno

del Cro unido al anillo arcmático D, esta especie [AJ2 sería muy estable, por lo tanb

sería ¡deal para llevar a cabo determinaciones espec;trúotométricas a un pH cercano al

tHAT

,lr
eKa, 

I I 7,5
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pKa3, ya que esta casa negativa ubicada en este oxígeno, no presenta imped¡mento

estérico para fogrE]r una afin¡dad con otra molécula cargada positivamente mediante

una interacc¡ón elec'troestát¡ca, 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

antibiótico se reduciría un ptl fijo de 9, ya que ia estabilidad de la droga se ve afectada

en rnedios e)úr'emadamente alcatinos-

1.1.4 Métodos de detección.

Las matrices más comunes en las que se ha encontrado los medicamentos

usados en acu¡cultura son: formulac¡ones farmacéut¡cas, tejido animal, plasma, orina,

[eche y matrices ambientales como agua y sueto. (Oreltana S. 2009). Por esto, los

métodos de deteccón son diversos y comprenden los métodos trad¡cionales

instrumentales para detección de antibióticos como es Cromatografía LÍquida de Alta

Resolución (HPLC), con detector UV-Visible, de Fluorescencia (Fl), de masa (MS), la

Cromatografía gaseosa {GC}, la electmforesis capitar (CE) y Capa f¡na (TLC) en fase

¡nversa, además de métodos microb¡ológicos cuanütativos {Pearson e lng[is, 1993), a

los cuales se le ha acoplado otro tipo de detectores altamente específicos y caros, par€l

lograr bajos límites de detección del analito. Ocupar un método u otro dependerá del

tipo de matriz, del nivel requerido para los paÉrnetros analíticos (límite de detección,

setectiv¡dad, específicidad), de las interfe¡enc¡as analíticas y de fos recursos

disponibles para realizar una cuantificación aceptable de acuerdo al objet¡vo especifico

buscado.
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En general, los métodos de determinación de antibióticos en matrices

biológicas, uülizan un tratamiento de limpieza previo a Ia medición instrumental. Éstos

cons¡sten en extracciones líquido-líquido (LLE) y/o extracciones en fase sólida (SPE).

Es por lo anterior que se han ideado diferentes técn¡cas para extraer el analito de la

makiz, y a su vez para que ésta no interfiera. Se debe tener en cuenta además el

solvente en una LLE y en una SPE se pone atención en el tipo de eluyente

(generalmente agua, mezcla agua-metanol, metanol, ácido oxálico, etc,). Además, 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 eluyenie no

interfiera en la medición y1o pr€concentrar la muest¡a para lograr mejores parámetros

analiticos.

En el caso de las tetraciclinas, la extracción se basa en la purificación por fase

sól¡da de los extractos centrifugados y filtradosi una vez concentrado el extracto en las

columnas de carbón activado, las tetracicl¡nas son eluídas con una solución 0,01 mol /L

de ácido oxálico en acetonitriio/metanol. Luego son nuevamente concentradas en un

secador, resuspendidas en solución de ácido oxálico y analizadas por HPLC. (Reveu§

y Díaz, 1994)

Para la extracción de OTC desde tejido animal el método más utilizado es aquel

que realiza la extracción acuosa con amort¡guador Mcllvaine/EDTA pH 4,0 y la

precipitación de proteínas con ácido tr¡cloroacéiico (TCA). Luego se agrega un

pretratamiento de l¡mpieza en fase sólida con cartucho C-18, acondicionado

previamente con metanol y amortiguador Mcllvaine-EDTA pH 4,0 y la posterior
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percolación de OTC con ácido oxálico (Sokol y Matisova, 1998). El principio básico de

la extracción sobre fase sólida, es iransferir al analito desde la fase acuosa a la fase

sólida, para ser sorbido en los sitios activos presentes en ésta. El uso de la extracción

en fase sólida es una excelente vía para lograr límites de cuantificac¡ón a niveles de

traza o ultra trazas.

1.2 Violeta Cristal y formación de par iónico.

En general, los cotorantes se pueden dividir en dos grupos, los colorantes

ácidos y fos colorantes básicos. l-os colorantes ácidos o también llamados colorantes

aniónicos presentan en su estructura el grupo sulfón¡co. Por otro lado, los colorantes

básicos o cat¡ónicos, presentan sales de aminas derivadas. lndependiente s¡ son

aniónicos o catiónicos, Ios colorantes han sido utilizados efectivamente para determinar

iones Ínorgánicos, contaminantes y también antibióticos, mediante la formación de par

iónico. Esia metodología, se utiliza generalmente para extraer sustancias desde

distintas matrices, por ejemplo: material biológico acuoso, formulac¡ones

farmacéuticas, aguas residuates, etcétera, mediante métodos espectrofotométricos,

aprovechando que los colorantes actúan corno cromóforos (contraión). Está

demostrado que los colorantes pueden formar par iónico con el analito, siempre y

cuando, existan las condiciones químicas, como por ejemplo: concentrac¡ón del contra

ión, pH, fuerza iónica y constante dietéctrica y considerando el posibte impedimento

estérico entre dos moléculas grandes coÍno son un antibiótico y un colorante. Por otra

parte, la exiracción del par ión¡co desde med¡o acuoso, se realiza en solventes

orgánicos, para ello es indlspensable ¡nclu¡r una etapa de preconcentración vía

extracción líquido-líquido, Ia cual incrementa Ia sensibílidad (Toral y col, 1999). La
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caracterizac¡ón de pares iónicos ha sido realizada por técnicas espectroscóp¡cas, tales

como NMR, FT-IR, Raman (Chang e lrish, 1974; Rudolph e lrmer, 1994; Phaechamud

y col, 200O).

El violeta cristal, es un colorante catiónico, perteneciente al grupo trifenilmetano,

es utilizado amplíamente en med¡cina como agente antiséptico, indicado para

infecciones bacterianas y como colorante en la ¡ndustria textil (Olive¡ra y col. 2002). Es

más, deb¡do a su capacidad para inh¡bir mohos y hongos en el tratam¡ento de

infecciones fúngicas, está cons¡derado actualmente dentro del programa de control de

sustancias no autorizadas en came y piel de pescado, según el programa de control de

fármacos de Semapesca.

La molécula neutra tiene un carácter apolar, esto permite que VC sea soluble

en sokentes orgánicos. Sin embargo y debido a que el sólido v¡oleta cristal contiene un

protón muy ác¡do pKa 1,0, este colorante cuando es disuelto en agua, su estructura

molecular se reordena liberando ese protón y se forma una molécula estable con Ia

carga positiva deslocalizada en los tres grupos am¡nos, como se muestfa en la Figura 5

(Orellana S. 2009).

Figura 5: Estructura del colorante violeta cristal. Equilibrio ácido-base.
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De acuerdo a med¡c¡ones real¡zadas mediante la técnica de resonancia

magnéüca nuclear de protones basadas en el trlempo de relajación y el criterio de la

asignac¡ón de las señales de VC, OTC y la mezda V9OTC, se demuestra que ex¡ste

una interacción de tipo electroestática por la parte del anillo aromático-A del VC y et

anillo aromát¡co-D de la OTC, en med¡o amoniacal pH 9,0 I 0,2. Además, esta

interacción formada en estas condiciones enhe el colorante v¡oleta cristal y el

antibiótico oxitetracicl¡na fue conoborada por espec{roscopía de Resonancia Magnética

Nuclear B¡d¡mensional y espectroscopía lnfranoja, tal como se muestra en la Figura 6.

(Soto y col. 2010)

lfe#rE

Figura 6: Esquema del par iónico VGOTC, en NHe O,l moru pH 9,0 t 0,2. (Espectros

de absorción de las especies, Anexo)

1.3 Fundamerito de la espec{roscopía derivada.

La espectrofotometría derivada es una técnica analítica de gran utilidad para

obtener información tanto cualitativa como cuantitativa en la determinación cle



18

compuestos orgánicos e inorgánicos (Karpinska, 2004). Los espectros se obtienen

representando gráficamente la primera derivada o de orden mayor, de la absorbancia

con respecto a la longitud de onda, en función de la longitud de onda. A menudo estas

representaciones gráficas revelan detalles espectrales que se pierden en un espectro

ordinario. Además se pueden realizar las medidas de concentración de un analito o

más en presencia de uno o varios ¡nterferentes, con facilidad y exactitud.

Para obtener espectros derivados se utilizan una var¡edad de métodos. Por

ejemplo para un espectrofotómetro digital controlado por un m¡croprocesador, la

diferenciación se puede llevar a cabo numéricamentre utilizando el ajuste pol¡nom¡al de

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

En espectrofotometría derivada se mant¡enen todas las leyes de la

espectrofotometría clásica, por ejemplo, la dependencia del valor derivado con [a

concentración de analito y Ia ley de aditividades. La diferenciación consiste en derivar

la epresión de Lambert-Beer, con respecto a la longitud de onda (A), obteniéndose Ia

ecuación (1):

D, _{4 _d"u ,bdfr dt
Donde D" es el valor de der¡vada de orden n a una determ¡nada I (nm), E es el

coeficiente de absortividad molar (Ucm mol), c la concentración (mol/L) y b el paso de

Iuz óptica (cm).

Como la ley de ¡as adit¡vidades se mantiene, los espectros derivados de una

mezcla son la suma de los espectros derivados de cada componente individual,

ecuación (2):

Do*.oto = Dnt * D" z *....+ D" x
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donde el valor de derivada de orden n de la mezcla a una long¡tud de onda analítica,

Dn1, Dn2,...Dn, son los valores de derivadas de orden n a una long¡tud de onda analítica

del componente de la mezcla 1,2,...x. Gracias a la ley de ad¡t¡vidades, surge la

posibilidad de cuantificar la señal analític¿t med¡ante el método 2ero crossing". Se

uüliza el valor absoluto del eje y en unidades de derivadas (UD) del espec{ro derivado

de un compuesto (1), a una longitud de onda donde el compuesto (2) o de una especie

que se requiera eliminar la interferenc¡a, presente un valor ¡gua¡ a cero en el eje x. En

estas condiciones cuando ambos compuestos estén presentes, a tal longitud de onda

toda la señal analítica seÉ atribu¡da al compuesto (1). En la Figura 7 se muestra

gráf¡camente el método "zero crossing".

Figura 7: Ejemplo de determ¡nación s¡multanea mediante el método "zero cross¡ng". El

compuesto 1 (banda de línea negra) se determ¡na en la longitud de onda B, pues a

esta ¡ong¡tud de onda ¡a banda del compuesto 2 (banda de línea negra punteada)

cruza el cero de unidades de derivada, o sea B es un "zero crossing" del compuesto 2.

Espectro de absorción derivado.
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En la resolución de espectros solapados por espectrofotometría derivada se

debe considerar el orden de [a derivada, ancho de las bandas adyacentes y la d¡stanc¡a

de separación entre p¡cos. La selección del orden de la derivada, depende de la

relación señallruido, la cual debe ser alta- Para satisfacer esta condición las derivadas

de orden inferior se ven privitegiadas frente a las de orden superior, siempre y cuando

presenten bajo ruido de fondo. Las derivadas de orden 3 y 4 son más resueltas pero,

poseen menor aplicación analítica debido su alto ruido de fondo. Para la resolución

ópt¡ma de una gráfica de espectro der¡vado se deben ajustar las siguientes var¡ables

espectrales:

a) Orden de la derivada: A med¡da que el orden de la derivada aumenta, disminuye la

señal, pero la resolución y el ruido aumentan.

b) Factor de suavizado: Corresponde al número de puntos utilizados para la

diferenciac!ón. Si su valor aumenta disminuyen la señal analítica, así como el ruido de

fondo. Su selecc¡ón debe comprometer ausencia de efectos de distorsión (deformación

de la banda).

c) Factor de escala: Amplifica la señal entre I a 10r1 veces, aumenta la señal analítica

y el ruido de fondo en la misma proporción. Este factor no aumenta la sensibil¡dad.

d) Longitud de onda analít¡ca (l): Corresponde a la longitud de onda donde se hará la

determinación de un anal¡to en presencia de otro. La selección de las longitudes de

onda analítica, depende fundamentalmente de la conducta espectral de los anal¡tos

individuales y de los ¡nterferentes. Su selección se lleva a cabo ut¡lizando como

criterios, la minimización del ruido de fondo, la proporcionalidad entre las

concentE¡ciones y los valores de la ordenada en unidades de derivadas (UD).
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1.4 Validación del método analítico.

Dentro de los princ.ipios de las prácticas analíticas, se encuentra el que hace

referenc¡a a las mediciones, éstas se deberían realizar usando métodos y

equipamiento que han sido probados para asegurar que se ajustan al propósito de la

medición. En este contexto de prueba, se enmarca la validacón de un método

analít¡co, definido como la confirmación mediante el sum¡n¡stro de evidencia objetiva de

que se han cumplido los requ¡s¡tos para una utilización o aplicación específ¡ca prevista.

(lSOnEC 17025: 1999). En otras palabras, es un proceso que establece las

caracterÍsticas de funcionamiento y limitac¡ones del método y Ia identificación de

influencias que pueden camb¡ar estias características y hasta que punto, cuando el

método se desarrolla s¡n un problema particular previsto. Los requisitos para una

aplicación específica son los que definen los parámetros o criterios de calidad que

debe poseer un método a ut¡l¡zar para resolver el problema analítico, por lo tanto, para

demostrar que un método es adecuado para la aplicación que se pretende, es preciso

determinar mediante estudios de laboratorio y tratamiento estadístico de daios sus

características de funcionamiento (parámetros), que pueden incluir: exactitud (sesgo),

precisión (repeiibilidad, reproducibilidad), setectividad/especificidad, intervalo de

trabajo/rango, linealidad/función respuesta, límite de detección, límite de cuant¡ficac¡ón,

incert¡dumbre, además los parámetros a determinar difieren según el alcance del

método de ensayo a validar.

Luego de haber diseñado y optimizado una nueva técnica para un método

analítico, y con el f¡n 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 o no está vigente, cuando use un método ya establecido en otro

laborator¡o, con d¡ferente analista, dist¡nto instrumental, o simplemente para demostrar

la equivalencia entre dos métodos, por ejemplo al presentarse: un método nuevo y más

barato o una norma reciente.

Hoy en día los laboratorios deben demostrar que sus métodos analít¡cos

proporcionan resultados fiables y adecuados para su finalidad y propósito perseguido,

ya que muchas de las decisiones que se toman están basadas en la información que

estos datos proporcionan. La validación de las metodologías, junto a otras act¡vídades

englobadas en el control del aseguramiento de la calidad, perm¡ie demostrar a los

laboratorios que sus métodos analíticos proporcionan resultados confiables. Validar un

método, implica conocer su comportam¡ento y su incertidumbre, de modo que el

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

La posibilidad de preconcentrar el antibiótico por formación de par iónico,

permitió la obtención del límite de cuantificación (concentración más pequeña que se

puede realizar en medidas cuantitativas) en muestras de salmón Atlániico de 71

Fg/Kg. Este últ¡mo valor se encuentra bajo el lím¡te máximo perm¡t¡do de 100 Ug/Kg

para el ant¡biótico ox¡tetraciclina en músculo de pescado, establec¡dos por Semapesca,

Chile. (Orellana S., 2009). EI estudio de esta tesis se centrará en realizar

observaciones, ensayos, conclusiones y propuestas, todo en térm¡nos preliminares

para una posterior validación, comprobando si los métodos desarrollados son simples y

fáciles de implementar instrumentalmente, más aún, con todos los antecedentes

expuestos se pretende ampliar el método para salmones de d¡stintas procedencias,
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llevando acabo L¡na vatidaclón con un número elevado de muestras reales, para

corroborar la especificidad del método (Cinquina y cot, 2003), la cual se define como la

capacidad de un método de distinguir entre el analito que se está midiendo y otras

sustancias. Esta característ¡ca es ante todo una función de la técnica de medición

descrita, pero puede variar en función del tipo de compuesto o de la matriz, (Normativa

657/CE. 2OA2). La técnica de medición usada en la presente tesis es la espectrometría

de absorción molecular ultravioleta/visible, apoyado por espectros clásicos y derivados.
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1.5 ¡{IPOTEISIS: Se podría validar un nuevo método analítico desarrollado y

optimizado para la determ¡nación de oxitetraciclina en músculo de salmón mediante la

formación de par iónico entre el antibiótico y el colorante violeta cristal, apl¡cándolo a

un alto número de muestras y matrices de diferentes orígenes par¿¡ ser un método

estándar en control de calidad.

1.6 OBJETIVOS

Objetivo general: Validar el método de determ¡nación de oxitetraciclina med¡ante

formac¡ón de par lónico en salmones de distintas procedencias, propuesto en

"Desarrollo de nuevos rnétodos ana¡íticos para Ia determinación de antibióticos

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

Objetivos Específicos :

. Estudiar y conocer los fundamentos teóricos del método de determinación de

oxitetraciclina mediante formación de par iónico.

. Cornprobar experimentalmente los procedimientos de fonnación del par iónico

vioteta cristal-oxitetraciclina.

. lmplementar la extracción de OTC desde músculo y p¡el de salmón (fortificación,

extracción con amortiguador, filtración, purificación de la muestra, formación del

par ¡ónico y extracción f íquido-fiquido).

. Reproducir espectros derivados de blancos, para validar que los "zero crossing"

son independiente de la procedencia del salmón.

. Verificar la formación del par iónico VGOTC en músculo y piet de salmón,

mediante ¡a reproducc¡ón de señales anafÍticas correspondiente al par iónico en

espectros derivados.
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II. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos.

- Oxitetrac¡clina clorhidrato Sigma - Aldrich p.a.

- Vioteta cristal clorhidrato Merck p.a.

- Amoníaco 25olo Merck p.a.

- Agua dest¡lada.

- Metanol Merck p.a.

- Clorofomo Merck p.a.

- ÁcÍdo tricloroacético Merck p.a.

- Fosfato disódico anhidro Merck p.a.

- Ácido etilendiamina tetraaceiato disódico Merck p.a.

- Áoido cítrico monohidratado Merck p.a.

- Acido oxálico Merck p.a.

- Solución ácido oxálico 1,0x10-2 mol/L.

- Solución de ác¡do tticloroacético 2Oo/o (vlv).

- Solución amortiguador Mc l/va,re.

- Solr.rción amortiguador Mc f/vain e/EDTA.

- Sotución estándar de clorh¡drcto de oxitetnc¡c¡ina 1,0x10'3 mol/L.

- Soluciones patrones de OTC

(a) Solución patrór, 1,0 mg/ml.

(b) So/uc,ór d¡lu¡da 80,0 ug/mL.

(c) Soluciones de tnbajo.

- Solución estándar de violeta cistat '1,0x10+ mol/L
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2.2 Materiates.

- Material de v¡drio (vasos, pipetas parcial y totat, matraces, embudos de decantación)

- Celdas de cuazo 1 cm de paso óptico.

- Micro pipetas Labopette@ [10 - 100 ¡rl, 100 - 1000 ¡rl]

- Puntas Labopette@ [1O - 1OO pl, 1OO - 1000 Ul]

- Magnetos.

- Cartuchos sep-Pack C-'18.

- Tubos de centrífuga FALCON 50 mL.

- Papet filtro 70 gm de poro.

2.3 Aparatos e instrumentos.

- Agitadores magnéticos, HANNA Hl 190M

- pH-metro, HANNA Checker

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

- Centrífuga

- Bomba peristáliica

- Espectrofotómetro UV-Vis, SHIMADZU 1603, con lámpara de D2 y W, conectado en

línea a un computador marca Hewlett Packard, que dispone de un software diseñado

para [a der¡vaeón de los espectros-
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2.4 Procedimientos experimentales.

2.4.1 Prcparación de soluciones

. Sofución de ácido oxálico 1,Ox1ú moilL. Se preparó disolviendo 1,260 g de ácido

oxálico dihidratado y se enrasó en un matraz de 1000 mL con metanol.

. Solución de ácido triclaroacético 20oÁ (v1v): Se preparó tomando una alícuota de 50

mL de áeido tric[oroacético 3,0 mollL y se enrasó en un matraz de 100 mL con agua

destilada.

o Solución amoñiguador Mc llvaine. Se preparó disolviendo 28,40 g de fosfato disódico

anhidro en agua destilada y se enrasó hasta 1000 mL. Por otro lado, se disolv¡ó 21,00

g de ác¡do cítrieo monohidratado en agua y se enrasó hasta 1000 mL. Ambas

soluciones se mezclaron en la siguiente proporción: 625 mL de fosfato disódico con

1000 mL de la solución de ácido cítrico y se comprobó que el pH fuese 4,0 t 0,1.

. Solucón amart¡guada. Mc llvaine/EDTA (1-625 mL de Solución amortiguador Mc

Ilvaine hamogenizados con 3,72A g de ácido etilendiamina tetraacetato disódico

(EDTA).

. Solución de amoníaco 0,1 mol/L: Se preparó tomando 0,375 mL de amoníaco

concentrado 25% y aforando a 50 mL con agua destilada.

. Solución estándar de clorhidnto de oxitetnciclina 1,0x10-3 moll. Se preparó

disolviendo 0,025 g del reactivo en metanol p.a. y se enrasó en un matraz de aforo 50

mL.

. Preparación soluc'rones pakones de OTC. (Fortificado mueska salmón)-

(a) Salueión patrón 1,A mg/ml. Se preparo disotviendo 25 mg de OTC estándar en

metanol y se enrasó en un matraz aforo de 25 mL. La solución resultante se guardó en

el refrigerador entre 0' y 5 C. (b) Solución diluida 80,0 tig/ml. Se preparó tomando
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una a[ícuota de 2 mL de la solución patrón madre y se enrasó en un matraz de aforo de

25 mL con metanol. (e) Solucíones de tnbajo. Se prepararon midiendo alícuotas entre

75 y 450 pL de la soluc¡ón patron diluida (b) y se enrasan con metanol en matraces de

aforo de l0 mL. Las soluciones resultantes corresponden a conceniraciones entre 0,6 y

3,6 Hgfml respeetivamente.

. Solución estándar de vialeta crístal 1,Ox10-3 mot/L. Se preparó disolvíendo 0,020 g del

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

2"4,2 Protocolos Generales.

Son 2 los protocolos generales:

Proced¡mienta general para ¡a determinación de par iónico vía pre-concentración

liquido-liquido,

En d¡ferentes matraces Erlenmeyer de 250 mL, se agregaron alícuotas de

antibiótico individual entre 20 y 100 Ul de la solución estándar I ,0x10 
3 mol/L, para

obtenet rangos de concentración finat entre 4,Ax1A-7 moUL y 20,0x10-? mol/L. Además,

se agregaron 400 pl de la solución estándar de VC 1,0x'103 mot/L, y 100 ¡rl NH3 0,1

molll, pH 9,0 t 0,2 a modo de obtener una concentración final de 8,0x10-6 mol/L y

2,0x104 mol/L respectivamente. Luego, se completó con agua destilada a un volumen

final de 50 mL. Esta solución se homogenizó por un minuto en un agitador y

posleriormente se agregaron 6 mL de extracfante cloroformo y se agitaron por 4

minutos para la formación del par ¡ón¡co. Posteriormente, cada soluc¡ón acuosa y

orgán¡ca se transfirió a un embudo de decantación de 100 mL y se dejó en reposo
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hasta la separación de las fases. F¡nalmente, una fracclón del extracto orgánico,

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

Procedimiento general de extracción de OTC desde músculo y piel de salmón.

-Preparación de la muestra desde músculo de salmón.

Se rea[izaron curvas de calibración en muestras de salmón de d¡stintas

procedencias enriquecidas con OTC- Paralelamente con las muestras individuales de

salmón, se preparó un blanco de reactivos, en tubos de centrífuga y se realizó el

proceso de exiracción de la siguiente forma: Se pesaron 5,0 É 0,1 gramos de salmón: a

la muestra blanco de reactivos se agregaron 0,5 mL de agua destilada, a las muestras

enr¡quec¡das se agregaron 0,5 mL de la solución de trabajo (c) y se esperó 20 minutos

anies de agitar. Se agregaron 20 mL de amorliguador Mc llva¡ne/EDTA y se

homogen¡zó por 20 minutos. Posteriormente se agregaron 2 mL de ácido

tricloroacético 20% y se agitó. Finalmente se centrifugó a 4.000 rpm por 15 minutos, el

sobrenadante se filtró con un papel filtro de 70 pm de poro. Por últlmo se repitió la

extracción con otros 20 mL de amortiguador Mc llvaine/EDTA, se centrifugó y ambos

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

-Purificación.

(a) Se acondic¡onaron cartuchos sep-Pak C-18 pasando 6 mL de metanol y 4 mL de

agua destilada, a través de una bomba peristáliica con manguera Cole- Parmer N" 13 ó

14, a una velocidad no superior a 4 mumin, luego la muestra se aspiró y se lavó con 4

mL de agua dest¡lada. Finalmente OTC se percoló del cartucho con 4 mL de ácido

oxálico metanólico 1,0x10-2 mol/L.
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(b) Luego, este extracto purificado de OTC se sometió al protocolo de formación del

par ión¡co VGOTC aiustiando el pH de Ia extrarción líquidoJíquido a pH 9,0+0,2 con

amoníaco. (Orellana S,, 2009).

2.4.3 Comprobación de la formación de par iónico vía pre-concentración líquido-

líquido.

Se realizaron ensayos preliminares basados en el Procedimiento General para

la determinación del par iónico vía pre-concentrac¡ón líquido-líquido Gección 2.4.2),

para llevar a cabo la formación del par ión¡co entre oxitetraciclina y violeta cristal. Estos

ensayos preliminares tuvieron por objet¡vo comprobar Ia formación del par iónico. En

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

En base al m¡smo procedim¡enio general de determinación de formación de par

iónico vÍa pre-concentración líquido-líquido, se real¡zaron los sigu¡entes ensayos en

cuanto al orden de adición de los reactivos al matraz Erlenmeyer de 250 mL:

Ensavo 1 .

A¡ícuotas de OTC: 40, 60, 80, 1oO ¡rL (OTC l,0x1O-3 mol/L),

Violeta cristal (4OO pL 1,0 x103 moVL), NH3 (100 pl 0,1 mol/L) para obtener un pH

final 9,0, se llevó a un volumen final de 50 mL con agua destilada. Se incluyó un blanco

de reactivos (sin OTC).

Ensavo 2.

Agua destilada (20 mL), alícuotas de OTC: 40, 80, 12O, 160 ¡rL (OTC 1,0x10-3 mol/L),

Violeta cr¡stal (400 ¡rL 1,0x10-3 mol/L), NHg (90 ¡rL 0,1 molil) para obtener un pH final

8,8, se completó con agua destilada a un volumen final de 50 mL. Se incluye un blanco

de react¡vos (sin OTC).
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Ensavo 3.

Agua destilada (49,a mL), NH3 (100 pL 0,'l moUL) para obtener un pH final 9,0, violeta

cristal (4OO pL 1,0x10-3 mol/L), alicuotas de OTC: 20,40, 60, 80, 100 UL (OTC 1x10'3

moUL). Se incluye un blanco de reactivos (sin OTC).

Una vez en el matraz Erlenmeyer, a los 3 ensayos se le aplicó la pre-

concentración vía extracción líquido-líquido con 6 mL cloroformo. Así, se adicionó el

cloroformo al mismo matraz Erlenmeyer y se ag¡tó por 4 minutos, se traspasó toda la

solución del matraz a un embudo de decantación y una vez separada la fase acuosa

de la orgánica, esta última se llevó a medición espectrofotométrica medida contra aire,

en cubetas de cuazo. Se obtuvieron espectros clásicos respect¡vos.

2.4.4 lmplementación del procedimiento general de extracción de OTC desde

músculo y piel de salmón.

El proceso general de extracción está d¡vid¡do en dos partes según el protocolo

general (sección 2.4.2. pag.29): preparación de la muestra de músculo de salmón y

punTicación^ Para llevar a cabo la implementac¡ón del procedimiento de extracción se

desglosó en c¡nco partes o procesos fundamentales, así se tiene una visión más

acabada del proceso y perm¡te ¡dent¡f¡car posibles fuentes de incertidumbre del

método. El propósito es llevar a la práctica en el laborator¡o el protocolo general de

extracción de OTG y así identificar y determinar posibles puntos críticos, para llevar a

cabo una aplicación efeetiva del método.
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2.4.5 Apticación del método en músculo y p¡el de salmón. Reproducción de

espectros derivados de muestras blancos.

Luego de haber implementado el procedimiento general de extracción de OTC

desde músculo y piel de salmón (sección 2.4.2), se llevará a cabo la reproducción de

espectros deaivados de muestras blancos. Diez muestras blanco de músculo de salmón

(Safr¡.¡o sa¡ali Pto. Mont) entregado por un laboratorio extemo en ausencia del antibiótico

OTC, se le apl¡co el método completo: procedimiento general de extracción de OTC

desde músculo y pie¡ de salmón según protocolo y, determinación de OTC med¡ante

fo.madón vÍa preconcentraeión tíquido-líquido de par iónim con e[ coloBnte violeta

crista[ según orden propuesúo. Uno de los objeüvos más importantes es reproducir con

exactitud un valor constante del '2ero crossing" del blanco, lo que permitirá validar

preliminarmente el método. Esta longitud de onda debe ser independiente de la

procedencia de[ salmón.

2.4.6 Optimización para la rcproducción de espectros derivados en muestras

blancos.

Debido a que los ensayos preliminares del punto anterior, reproducción de

especáros deaívados de m¡ies-tras blancos, arroiaaon una longitud de onda

medianamente variable de 'zero crossing" del blanco, se real¡zó un estud¡o de

variables, con el objeto de encontrar las cond¡ciones óptimas para mejorar los valores

de 'zerc crossingf. Este estudio se reatizó aplicando el método completo a muestras

blanco, o sea, extracción desde ntisculo de salmón y Iuego la aplicación de Ia

formación de par iónico. Este estudio de variables se realizó con el diseño experimental
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factoriat utilízando el programa computacional STATGMPHICS PIus 5. Las variables

optimizadas fueron: volumen VC 1 ,0x10 
3 mol/L, con valores extremos de: 200 y 500 pl

(concentraciones finales: 4,0x10'6 y 1,0x10-5 mol/L respectivamente), volumen NH3 0,1

mol/L mn valores extremos de: 600 y 1800 pl (concentración finales: 1,2x10'3 y 3,6x10-

3 molll)" El volumen de la fase acuosa se mantuvo constante en 50 mL. El diseño

consistió en el modelo factorial 2n, siendo "n" el número de var¡ables (n=2), con 2

répl¡cas, resultando un total de 8 experimentos.

2.4.7 Verificación de la formación de par iónico VC-OTC en músculo de salmón.

Reproducción de espectros derivados de señales analíticas del par iónico.

Una vez ya optimizada la reproducción de espectros derivados de blanco, con

sus respectivos valores de las var¡ables amoníaco y violefa cr¡stal, se procede a aplicar

el procedimiento general de extracción de OTC desde músculo y piel de salmón

(sección 2.4.2), el cual implica fo.tificac¡ón con droga del músculo de salmón,

ext¡acción, centrifugación, filtración, pur¡f¡cac¡ón de la muestra y posteriormente llevar

la muestra percolada con ácido oxálico a el Proced¡miento General para la

determinac¡ón de par iónico vía pre-concentración líquido-líquido, según el orden

propuesto en la presente tesis. Fara verif¡car la formación del par iónico se registraron

5 señales analíticas de par iónico VC-OTC y 2 señales analiticas de mueslras blanco,

todas las anteriores en músculo de salmón. Las 5 muestras de salmón fueron

fortificadas con 0,5 mL de las soluciones de trabajo OTC (2 muestras a concentración

3 pg/mL y 3 muestras a 3,6 t-¡g/ml). Volumen de amoníaco 0,1 mol/L: 12OO ¡tL y

volumen de violeta cristal 1,0 x10-3 mot/L: 350 pL.
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III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3.1 Comprobación de la fomación de par ¡ónico vía pre-concentac¡ón l¡quido-

líquido.

En las Figuras 8 , 10 y 12 se aprecian los espectros clás¡cos de la fase orgánica

medida, de los Ensayos 1, 2 y 3, resped¡vamente.

Ensavo 1: Alícuotas soluc¡ón estándar de OTC 1,0x1O-3 mollL: 40, 60, 80, 1OO pL,

violeta cristal, NH3 (10O pL 0,1 mofl-), pH final 9,0, se llevó a un volumen f¡nal de 50

mL con agua des{ilada. Se incluyó un blan@ de reactivos (sin OTC).

- 

BLN{CO
t5 _ B¡.10". .nol/Ló¡ _ 12xl 0- motll
aa 

- 

16x1f mol/Lttt _ 20¡10'rnol4

Figura 8: Especlro de absorción clásico de señales analíticas del par iónico VGOTC

Ensayo l. Concentrac¡ones de OTC: gx1c.7 , 12x1O-7 , 16x197 , 2ox1c.7 mollL.
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ELqNCO
ta _ 8x10'mot,l
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Figura 9: Zoom de espectro de absorción clásico Señales analíticas del par iónico VG

OTC Ensayo 1. zona 315-4OO nm Concentraciones de OTC: 8x107, 12x10-7, 16x10-7,

2Ox1O'7 moltl.

En la Figura 9, se aprecia que las señales del par iónico pasa por debajo de la señal

del blanco, no así en las Figuras 11 y 13, todas las figuras anteriores conesponden a el

zoom de la zona atribuible al par ¡ónico

Ensavo 2: Agua dest¡lada (20 mL), alícuotas soluc¡ón estándar de OTC '1,0X103 mol/L:

40, 80, 120, 160 pL, violeta cristal (4@ pL 1,0X103 moUL), NH3 (9O pL 0,1 moYL), pH

final 8,8, se completó con agua destilada a un volumen final de 50 mL. Se incluyó un

blanco de reactivos (sin OTC).
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Figura 't0: Espectro de absorción clásico de señales analíticas del par iónico VC-OTC

Ensayo 2. concentraciones de OTC: 8x10-7, 16x1cr7, 24x1ú7,32x1o-7 moltL.

s¡rualas

¡a _ !r:.t a- mút.l-
8¡ - 1¡: ¡10-- mcl,L
12C 2J1:lú' ñcl,L
1óg _*- 32.i.10-' nlrtrL

- 

BLANCO
tt ¡i10_. md{
8e 1li[' ñol.L
12a 2.1¡0'ñolrl
ióa _ 1t..1!._ m¡t:L

Figura 11: Zoom de espedro de absorción clásico de señales analíücas del par ¡ón¡co

VGOTC Ensayo 2. Zona 29O;43O nm. Concenfaciafles de OTC: 8x1O-7, 16x1O-7,

24x1t7,32x107 moll.

Ensavo 3: Agua destilada (49,4 mL), NH3 (100 pL 0,1 moUL) pH final 9, vbleta cristal

{4OO pL 1,(k1O€ moYL), alícuoúas solución estándar de OTC 1,0 x 1Oi molt-:2O,4A,

60, 80, 100 ¡rL. Se incluyó un blanco de read¡vos (s¡n OTC),
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ai¿uúta5
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BIANCO
2B
46 5r'0'mcljl
60 __ -2\ i li nr¡lrl

'6li'S-- ñr.l;jL
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2ür.- 0-- nrDl,t
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F¡gura 12: Espectro de absorción clás¡co de señales analíticas del par iónico VGOTC

Ensayo 3. Concentraciones de OTC: 4x1o-7 , 8x1ü7 , 12x1A7 , 16x1C7 ,2Ox1U7 moltL.

- 

EL§E!2a 

- 

nrlo_' Bdlil¡a 

- 

BrlE- rct,taa 

- 

tA1¡J nr¿l[
aa _ 18F10- eolrL
1n 

- 

2!¡1u ñdd

310.' 36¡'

Figura 13: Zoom de espectro de absorción clásico de señales analíücas del Fr iónico

VGOTC Ensayo 3- Zona 315400 nm, Concentiaciones de OTC: 4x10-7, 8x1O-7,

1*10'7 , 16x1O'7,2AúO't moUL. Existe una buena linealidad conelación de datos.

Una vez obtenidos los especlros dásicos de los trcs ensayos, se registraron los

especiros derivados de ? orden, con factor de escala y suav¡zado de 10.m0, tal como
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se aprecia en las Figuras 14, 15 y 16, coflespondienbs a los Ensayos 1, 2 y 3,

respectivamenb. Los datos de unidades de derivadas (UD) y concentración de OTC se

obtienen a partir de estos últimos espedros derivados, en los cuales el "zero crossingi

del blanco entrega la long¡tud de onda de refersrcia a la cual se mi@n las UD con las

concenhac¡ones respec{ivas, de esta forma sé asegura que la señal es debida

únicamente al par iónim. Con estos datos se real¡zan las curvas de calibración.

Figue 14: Zoom de espectro de absorción derivado 20 orden y grafico de d¡spersión

del Ensayo 1. Zona 37G3§to nm. Concerúaciones de OTC: 8x107, 1ox1g?, 24x1§7,

32x10 7 mol/L. A med¡da que aumenta el volumen de la alicuota, no aumenta las

un¡dades de derivadas, en otras pahbras no hay una correlacién positiva entre Ia

concentracion de OTC y la absorbancia, de esta manera no es posible realizar una

curva de calibración.

Ensavo 1 :

q

q

q

Gráco Uspgliih lCOrc Ensaro f

0,12

_ BLqNCO
tg _ Erii 0, nrlil
6a - 12ri1.n- niclJl
8¡ __ 1911!- mDl.l
l!t _ 2¡i1r:. mf :l-
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EnsaYo 2:

l,OdO' ¿.¡(ú¡
Cománt¡áciiln OTC [noul

Cutua €libieijñ VCOTC EEyo 2

alauolag

- 

BLIU\¡CO
¡a 

- 

A!(10' nrol¡L
8¡ _ 1€x10-- motrL
12! _ 2jxj ü: molil
16! _ 32)i10-- nioijL

F¡gura 15: Zoom de espec{ro de absorción derivado 20 orden de señales analíücas del

par ¡ón¡co VC-OTC y Curva de calibración del Ensayo 2. Zona 370-390 nm.

Concentraciones de OTC: Sxlo',16x107, 24x1O7,32x107 mol/L- El gÉfico muestra

una buena correlac¡ón entre conentr:rción y unidades de derivadas. (Notese el R de la

regres¡ón l¡neal y del cruce de señales analít¡cas en el espec{ro de las alícuotas 80 y

120 pL.)
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Ensayo 3:

Figura 16: Zoom de espec{ro de absorción derivado ? orden de señales analíticas del

par iónico VGOTC y curva de cal¡bración del Ensayo 3- ZúÉ 370 - 390 nm.

Concentrac¡ones de oTC: 4x 1o-7, &(10-7,1x1o-7, 16x1ú7,20x1ü7 moUL. zero crossing

del blanco 381 nm.

A continuacifut, en la Tabla 3, se resume el orden de agregado de los rcactivos

al matraz Edenmeyer de 25() mL, pala los fras ensayos. Estos son repfesentativos (1O

veces como mínimo para cada ensayo):

- 
BL r,¡Co2. 

- 

r¡-cj úrIL
¡a --.--- ¡i: ¡ s. {
6a ---¡- I ñ. ¿

Pl'Útu Y¡hé É6.

¡ ,Lrg,l 0Jr915B \7Q¡5t5 z5¡gtffi
NSDIP

¿,utd qo.ro' tztco r.odd zwld
GrÉerf¿dtuqfcFúlt[

ml} 36i

ior{úrd érld¿lwt
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Tabla 3: Orden de los react los. El Ensayo 1 representa el procedimiento general parE¡

la debrminación de par iónico vía pre-coricentración líqu¡do-lígu¡do según protocolo.

Los otros ensayos son en funcón a obtener los mejores resultados analíticos

considerando que existe una dependencia de estos últimos rcspec*o del orden de

adición de reacti\ros

oTc
VC

amoníaco
Agua

7

40

?
30

10-50

40

7
1o

Según la Tabla 3 y a modo de rcsumen, en el Ensayo 1 OTC se adicbnó en 10

lugar, a difeencia del Ensayo 2 y Ensayo 3. Por otro lado, en esbs dos últimos

ens€¡yos se agregó agua en 10 lugar a diferencia del Ensayo 1. Estas observaciones

son importantes ya que se relacionan con las condiciones iniciales favorables pará la

formac¡ón del par iónico, pues OTC no posee el sÉomo químico fa\rorable para la

fomac¡ón del par iónico en el EnsAp 1, como el volumen de mezcla para la

homogenización y el pH adecuado. Los Ensayos 2 y 3 poseen como primer react¡vo

agregado el agua, lo que da un volumen para que los readivos se mezclen

efeclivamente y se pueda dar una posible interacción enüe OTG y VC mediante par

iónico.

Según la Tabla 3 y anal¡zando por separado los ensayos, en el Ensayo 1(pH

9,0), OTC al ser el 1o reac't¡vo en el matraz, queda expuesto direclamente al VC y NH3,

los cuales son agregados posteriormente. Este contacto directo entre la droga y el

amoníaco sería muy agresivo en ausencia de agua (último reactivo en este ensayo),

react¡vos Ensayo I Ensayo 2 Ensayo 3
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considerando que fos vo[úmenes de droga y amoníaco son del mismo orden (pL).

Según literatura, OTC es inestable a med¡os extremadamente ácidos o alcalinos. Todo

lo anter¡or explicaría la incoherencia de las señales analít¡cas del antibiótico respecto al

blanco observadas en el espectro clásico y por Io tanto, en e[ derivado, en la zona de

[os 360 nm, las cuahs no están de acuerdo con la fey de Lambert-Beer.

Debido a lo anterior, se originó el Ensayo 2 (pH 8,8). Las alícuotas agregadas

en este ensayo incrementan en 40 pL en contraste al Ensaya 1 en e[ cljal aumentan en

20 pL, esto para notar d¡ferencias en las señales en el espectro clásico y lograr una

buena cuÍva de calib¡ación. Además se redujo la cantidad de amoníaco y se agregó

pr¡mero 20 mL de agua para dar un volumen de mezcta. Se agregaaon luego el m¡smo

orden de reactivos, para finalmente aforar con agua. (Tabla 3, Ensayo 2, HzO 1o y 5o).

Todo esto produjo espectros clás¡cos y derivados de acuerdo con la ley de Lambert-

Beer, en la zona de los 380 nm y Ia longitud de onda del "zero crossing" del blanco en

e[ espectro de¡ivado se logró toma¡ como referencia, Io cual permitió ¡ea[izar una curva

de calibración con un buen coeficiente de conelación (R = 0,990) en su regresión

lineal. La regresión lineal posee solo cuatro niveles de concentración.

Gracias a los resuttados anteriores, se llevó a cabo el Ensayo 3, (pt-l 9,o), en el

cuat hay buena reprodueibilidacl det primer nive[ de concentración, el eual es 2x10-7

mol/L y es menor que en los ensayos anteriores (4x10 7 mol/L). El incremento en las

atÍcuotas es de 2O pL, menor a[ incremento del Ensayo 2, en e[ cual aumentan en 40

pL. Estas alícuotas de OTC se agregaron como último reactivo, deduciendo que el

antib¡óüco necesita el volumen adecuado para homogenizarse con los demás reactivos
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y obterler un correcto pH. Según el espectro clásico, se interpreta que hay una efectiva

formación del par iónico, debido a qrle no hay cruce ni contacto de señales analÍticas

en la zona de los 360 nm (zona de incremento de la señal, atribuible a la interacción y

reordenamiento electrónico molecular entre OTC y VC a¡ lograr la inieracción). Por otro

lado, el espectro derivado da una muy buena cor¡elación positiva entre concentración y

UD, Io cual estia de acuerdo con la Ley de Lambert-Beer, produciendo una curva de

cal¡brac¡ón con R=0,975, menor al del ensayo anterior, pero con cinco y no cuatro

niveles de concentración de OTC y en un menor rango. Otro aspec{o importante a

considerar es que en este tercer ensayo la curva de calibración posee mayor pendiente

respecto at segundo ensayo (Ensayo 3: 1,74rt06, Ensayo 2: O,88x106), en otras

palabras, es más sensible la respuesta a un cambio pequeño en la concentrac¡ón. Por

todo f o anterior, se propone que esta forma de rcal¡zar el procedimiento de

determinación de par iónicc vía preconcentrac¡ón tíquido-tíquido es la más acertada,

debido a Ia dependencia de los resultados con el orden de ad¡ción de tos reactivos.

3.2 lmplementación del procedimiento general de extracción de OTG desde

músculo y piel de salmón.

Para entertder el fundamento teórico y práctico de este método, y además

validarlo peliminarmente, el proceso comp;eto es diüdido en cinco partes

fundamentales; fortificación con droga del músculo de salmón, extracción,

centrifugación, filtración, purificación de la muesira. Este desglose del proced¡miento

general de extracción (Figura 17) daÉ una mejor perspectiva y consideración de la

importancia de las etapas, adquiriendo adiestramiento para su ejecución.
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¡mp¡cñct lá;ci6n ¡re extacci¡,n de OTC clescle músculo y pie¡ cle salmón

Pere mtlé§tu^É ca', ahribiitico: O,5 ml de so!. b OTC ( Ü,6 - 3,6 ) Wfr*l .

PaÉ mü€gtraa Sktvo: o,5 ml agua de§;!ada.

I r o ILN
- r lla e

¡á¡.oo d. -i .,es:r¿ i E e i6CrOn ^! )- ,^a. : á. 
=n surud.LrLs. ; cs I$.dü. iEES, ; o=

oárdida de n-uestra
;éida iüTCi , f o---------r Fá

tt

sobrenadafte arrDio

f¡ltrado irsb,o

baia r€tenciér¡ de OfC en C1 I

Figura 17: lmplemeritación de la extracción de OTG desde músculo y piel de salmón.

L.as flechas rojas representan los resu¡tados de los pasos intermedios, esbs resultados

implicarían tuefltes de inert¡dumbre y podían alterar la reprDduc¡b¡lidad de los

resultados depend¡endo de la foma de proceder en la etapa intemedh.

Básicamente, las etapas de la ¡mplementación, en sí, no presentamn mayorcs

inconvenientes, más bien parE¡ los pasos intemedios o conecfores, se debió prestar

más atención y cuidar su realización. Estos se presentian en la Tabla 4, la cual muestra

la pos¡ción entre las etapas fundarnentales.

,b.¡lilif,tiij,l

cerfri'I.,dtrtár7
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-|abla 4:. Pasos lntermedios. Luego de la ? Effacc¡ón con amortiguador prccede el

traspaso de todo el material al tubo de centrítuga, al igual que en la primera extracción,

esto para separar la fáse sólida y líquida.

En el prímer paso intermedio de la Tabla 4, se debe velar por el traspaso total

del material sólido y tíquido, desde el vaso de la etapa extracción con amortiguador a[

tubo de centrifuga, sin dejar residuos de músculo en éste, de lo contrario habría una

pérdida de antibiótico extraído- Una agitación fuerte con amortiguador es necesaria

para homogen¡zar bien el músculo y extraer OTC (la desventaja es que el material

sube por las paredes ir¡teriores del vaso debido al vórtice que se genera por la

agÍiación, lo cual provoca pequeñas pérdidas de músculo no hornogenizado). En el

segundo paso intermedío, la atención se fija en la separación entre la parte sólida y la

líquida, Cualquier mÍnima perturbación brusca de moümiento al momento de sacar o

traspasar el sobrenadante del tubo de Ia centrifuga provoc¿¡ una resuspens¡ón de

partículas (provenientes de Ia precipitación de proteínas y ofros con ácido

tricloroaético) que ya estaban depositadas en la superficie del músgllo centrifugado.

El sobrenadante turbio y en consecuencia el filtrado, de esta forma, podría afectar la

medición espectrofotométrica de la muestra. Esto se podría eliminar con la filtración,

siempre y cuando él equipo de fíltrado sea el adeeuado parE¡ una separación lenta y

fr6¡sj3ñsc riÉ m/zláia¡l Jorfrfrodc
a n¡.¿o d. c€¡dfi¿({r

Tra $p$ s q da sgbr e$aá*rt*
§ ¿ctrrj?, de jdli.¿l¡r',.,

Ai].f,lté de le iráoeidsd de ib¿jo

Air]§te ée la pos¡{.;é¡L de{
Caúlrh¡¡ Ci4

2" E{IFACCIúI{ CCT,J

AMO¡TflGUABOR
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eficaz. De la misma centrifugación se debe aislar para una segunda extracción el sólido

que queda en el fondo del tubo. Acá, también debe ser traspasado totalmente el

músculo, de lo contrario quedaría una minúscula parte del sólido sin una segunda

exiracción de antib¡ót¡co.

Desde Ia etapa filtración a la etapa pur¡ficación, se debe cuidar la velocidad del

flujo en la bomba peristáltica: de la muestra y del eluyente, en este caso, ácido oxálico.

Si la muestra pasa muy rápido por el cartucho de separación C18, se puede perder

OTC por una baja retención, esto debido a que no es suficiente el tiempo para que el

analito se adsorica en la cadena alifática de la columna, o sea para que ocurra la

extracción líquido-sólido efectiva. Además, se tiene un problema de arrastre, pues si el

filtrado de la etapa anter¡or viene turbio, también no saldrá muy translúcido al salir de la

etapa purificación, esto afectaría la med¡ción. Finalmente, el cartucho de forma angular

puesto en el vaso que recibe la muestra purificada, provocaría una superficie menor de

contacto entre la muestra tíquida y ta columna perd¡éndose ant¡biótico.

El método y el mater¡al para cada uno de los pasos ¡ntermedios, debe ser

implementado en función de obtener mayor reproducibilidad de espectros blancos,

menor fuente de incert¡dumbre y menor pérdida de antibiót¡co, por esto, es fundamental

esta parte en la imp[ementación, puesto que la maneE en que se lteven a cabo los

pasos ¡ntermedios influirá notablemente en la reproducción de "zero crossing" de las

señales de muestras blanco. Es necesario que esta longitud de onda sea poco var¡able

y se mantenga regularmente constante a medida que se realizan numerosas pruebas

aplicando el procedimiento completo de extracción.



47

Se desprende de todo [o anterior que existiría una forma dist¡nta de man¡pular ¡a

muestra, desde el punto de vista práctico, respecto al protocolo general de extracción.

Se evitaría una pérdida de muestra, s¡ el músculo de salmón se fortifica en e¡

m¡smo tubo de centrifuga y la extracc¡ón con amort¡guador se realiza en este m¡smo

tubo, usando para esta etapa un Vortex Mixer, en vez de vasos y magnetos, esto para

el primer paso intennedio. Para el traspaso de sobrenadante al equipo de filtrac¡ón, se

evitaría el sobrenadante turbio, si se saca lentamente ayudado con p¡peta Pasteur el

sobrenadante, para así lograr menos perturbación debido a movim¡ento y menor

cantidad de partícutas resuspendidas. La grasa que se genera en el tubo debe ser

filtrada al último. En Io que respecta a Ia etapa prop¡amente tal de Ia filtración, el

mater¡al de filtrado es esencial. Este sobrenadante debe ser f¡ltrado lentamente usando

también una bomba de vacío, s¡n tapar el papel filtro, esto se logra ocupando un

embudo Büchner 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 fácil y en menos

tiempo, disminuyendo Ia probabil¡dad de contaminación de la muestra.

Para no perder antibiótico por trasvasije, eI traspaso del material sólido entre la

etapa de centrifugac¡ón y la segunda extraccíón con amortiguador debe ser agregando

pequeñas porciones de los 20 mL de amortiguador para enjuagar el tubo de centrífuga

y luego agitar vigorosamente obseryando que el fondo del tubo no presente material

compactado. Luego de esto, este mismo tubo se lleva a homogenización y extracción

nuevamente en el Vortex.
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Desde la etapa de Filiración a la etapa Purificación, es conven¡ente f¡jar con

firmeza el ca*ucho Crs de forma vertical y aplicat bia velocidad, esto hace más

eficiente los procesos de act¡vación de la columna y sorción de OTC, para así limpiar y

preconcentrar mejor el antibiótico.

Sería conveniente tomar en cuenta que debería haber un método o idear alguno

para medir no sólo cualitaüvamente, si no que tamb¡én cuantificar la efec{ividad de los

procesos intermedios (estadígrafos) y conelac¡onarlos con los resultados

espectrofotométricos (analíticos), los cuales en definitiva son tan importantes como las

etapas fundamentales.

3.3 Aplicación del método completo en músculo y piel de salmón. Reproducc¡ón

de espectros derivados de muestras blancos.

Para validar este método, uno de los factores más importantes es reproducir

con poca variabilidad el "zero crossing", pues éste debería ser ¡ndependiente de la

procedencia del salmón. Se aplicó el procedtmiento completo (extracción de OTC

según protocolo y formación de par iónico propuesto) a diez muestras blancos de

músculo de salmón de diferentes procedencia. Se obtuv¡eron los siguientes resultados:
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Figura 18: Espectro de absorción derivado 20 orden de Señales analíticas de blancos

de salmón. Faclor de suavizedo y escala: 1fl)00o. A le derecha se muestra el zoom en

la zona 260 nm - 360 nm. Concentración de VC 8,(X106 moUL. pH 9,0 r 0,4- Se

aprecia que ex¡sten 3'zero cross¡ng" en el inlervalo 260 nm - 310 nm.

Según la Figura 18, se eprecia que existen tres "zero crossing" en el intervalo

260 nm - 310 nm en las señales analít¡cas de las muestras blancos de músculo y piel

de salmón. El primero aparece a los 270,5 nm, el segundo a 285 nm y el tere€ro en

30O nm. El primero, presenta malor reproducibilidad y por lo tanto los dos últimos no

se consideran para la presente tes¡s.

Es importante tratar de reprcducir especiros derivados de blancos con valor de

"zero cross¡ng" fijo, ¡ndependiente de las unidades de derivadas que presente la señal.

Se aprecia que este objeiivo no se logra en una primera aproximación, pues la longitud

de onda no es fija. Lo anterior se puede alribuír a que estas señales de blancos
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pertenecen a la implemenlacón del procedimiento general de extracc¡ón de OTC

desde músculo y piel de salmón, en la cual, se realizaron ensayos preliminares a modo

de prueba en condbiones variables de lipo químicas. A pesar de lo anterior, es un

buen resultiado cons¡derando que se prcsenta una variab¡lidad aproximada de sólo 2

nm paÉ el valor central 27O nm y las bandas analíticas presenlan similar foma. A

continuación, en la Tabla 5, se presenta el promedio y la desviacir5n estándar de estos

10 blancos pertenecientes a la implementación del proced¡miento geneE¡l de

extracaión, y además se presenta los valores exlremos de zero crossing" y el

promed¡o entre el valor máximo y mín¡mo.

Tabla 5: Valores de "zero crossing" de señales blanco de lmpbmentac¡ón. Estos

valores pertenecen a las señales analít¡cas de la aplkxción del procedimiento

completo (Figura anterior), o sea impbmentación de la extracción de OTC según

protocolo y formación de par iónico propuesio. Nótese el valor de Ia desv¡ación

estándar y del valor promedio entre el mín¡mo y el máximo "zero crossing".

Se aplicó el método y se reprodujo espectros derivados. Estos blancos

proceden del resultado de la ¡mplementiación del proced¡m¡ento general de extracción

de OTC desde músculo y piel de salmón según el protocolo.
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Según la Tabta 5, se aprecia una variabilidad del "zero crossing" a 270,5 nm,

de aproximadamente t 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 implementación, la cual se centró en fam¡l¡ar¡zarse con la ejecución del

método de extracción y ta manipulación de la muestra, para llevar a cabo de mejor

forma el método de extracc¡ón de OTC y la búsqueda de {a cantidad exacta de

amoníaco, Ia cual ¡nfluye en el desplazam¡ento de bandas de señales analíiicas y

consecuentemente en el "zero crossing". Lo anterior se debe a que la muestra es

eluída del cartucho Cre coo ácido oxálico en la etapa purificac¡ón del proceso de

extracción de OTC y en seguida este extracto se somete al proceso de formación de

par ¡ónico, este paso es fundamental pues se debe ajustar el volumen final a un medio

básico, esto, para llegar al valor de pH adecuado (9,0 f 0,2). Así y todo se aprecia en

la Figura 18 que la forma de Ias bandas son muy parecidas y todas presentan una

forrna específica y sirnÍlar entre ellas, considerando el número de "zero cross¡ng"

existentes, independiente de la procedencia del salmón.

3.4 Optimizacíón para Ia reproducción de espectros derivados en muestras

blancos.

Se diseñó un conjunto de experimentos con la finalidad de selecc¡onar las

variables analÍt¡cas óptimas para esta determ¡nación. El diseño experimental se basó

en optimizar dos variabtes, para mantener fijo el valor de tongitud de onda "zero

crossing" en muestras blancos, esto permitiría validar el método, éstas variables son:

volumen adlcionado de VC y NH¡. Este diseño consistió en realizar 4 experimentos
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(blogue), con 2 Épl¡cas cada uno, es decir 8 experimentos en total. Los resultados

fueron evaluados por defivada de segundo orden, faclor de suavizedo 10,ü)O y de

escala 10.000. Los espectros de estos I blancos se presentan en la F§ura 19:

Figura 19: Espectro de absorción derúado 20 orden de Señales enalít¡ces de blancos

de salmón opt¡m¡zación. Factor de suavizado y escala: 100000. A la ¡zqubrda se

muestra el zoom en la zona 260 nm - 360 nm,

Con los datos anteriores de longiludes de onda (nm), se construyó la Tabla 6,

en la cual se calculó el promedio y la desv¡acón estándar de la respuesta a estos I

experimentos:
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Tabla 6: Valores de '2ero crossing" de seriale blanco de Dbeño. Estos valores

resultan de aplicar el método completo a 8 muestras blan@§. Nótese el valor de la

des¡iación estándar.

Las longitudes de onda izero cross¡ngi reg¡§tradas en la Figura 19 para cada

Tabla 7: Diseño Experimental y respuesta en bngitud de onda de 2ero

crossing" (nm).

Variable valor bajo
Volumen NH3 600 1800 pL

Volumen VC 200 500 pL

bloque experimento vol. NHa (uL) vol. VC (uL) "zero crossing"

1

1 600 500 270,71

2 600 200 270,90

3 1800 200 269.58

4 1800 500 Á9,42

2
5 600 500 270.31

6 600 200 270,v
1800 200 270,',tg

I 1800 500 270,01

A partir de un análisis estadístico que considera los resultados cofrespondientes

al d¡seño experimental propuesto, se obtuvieron los siguientes resullados:
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a) Gáf¡co de Pareto: El gÉfco de Par€to, Figura 20, muestra las variables o

combinaciones de ellas que plesenten mayor efiecto sobfe la señal analítica. La línea

vertical se usa para establecer la significanc¡a. En este caso los efectos son negativos,

pero no son s¡gnificativos.

Drallcc d€ Perelc EstenCarizallo pa.a 2elo Crossing'

AB

I
T
I

E.
I.

,:!

EfE.to estandarizado

Figura 20: GÉfico de Pareto Estandarizado. Las barras azules que traspasen la línea

vertical represer an efectos s¡gnificelivos.

b) Gáficos de efectos princ¡pales: En la F¡gura 21, se muestran las respuestas zero

cross¡ng" estimadas como una función de cada factor experimental- En cada gráfico, el

factor NH¡ varía desde su nivel más alto a su nivel más bajo, mientras que VC

mantiene la longitud de onda en valores centrales. AI igual que en el gráf¡co de Pareto,

ambas variable tienen efectos negaüvos, s¡endo NH3 el de mayor efecto en la long¡tud

de onda ?ero cross¡ng" porque es la que presenta una mayor pendierüe.
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Gráfico de Efectos Principales pera 'Zero Crossing'
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Figura 21: GÉf¡co de efec{os principales para el '2ero cossing". Al igual que el gÉfico

de Pareto, se muestfa que ambos efectos son negativos, siendo el amoníaco más

significativo que el violeta cristal.

Este diseño enconlló que ambas variables no er¿rn signific¿rtivas, o sea que no

ienían mayor efecto sobre la respuesta de longitud de onda. Esto último se explicaría

según los valores de "zero crossing" obten¡dos en la optimizacón, los cuales tiene un

rango bien acotado si se consideft¡ que h respuesta "zerc crossing" cambia

numéric¿¡fnente muy poco (269,E - 270,6 nm, F§ura 21) cuando ambos faclores van

desde el valor alto al valor bajo. Lá variable VC tiene menor significancie y deja aún

más pequeño el ¡nteNalo de los valores de longitud de onda. Ambas variables tieneñ

un efiecto negativo en la respuesta, ya que un aumento del volumen de Nft y VC

resulta en una disminuc¡ón del valor de la longitud de onda. Como se busca mantener

un valor constante de 2ero cross¡ng" y no una max¡m¡zacón de esta respuesta, los

resultados encontrados como óptimos con base en el diseño experimental son:

Votumen de VC íx1d molll: 350 tL, Votunrln de Nfu O,1 rrDUL 120o FL.
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Estas cantidades en@ntradas como ópümas, son precisamente los valores

centrales del rango de volúmenes de las variables en estudio, los cuales demuestran la

crnstancia del valor 'zero crossing" de la señal blanco en lomo a 270 nm. Sumado a

esto, y como nuevo análisis de datos, se encuentra otro valorde "zero crossing" para el

blanco, situado en lomo a 381,6 nm, como se muestra en la F¡gura 22, la cual es un

zoom del especlro pertenec¡enle a las ocho señales analíticas de blanco de la

opt¡mización anterior:

¡Í95

Figura 22: Zoom de espectro de absorci<ín derivado 20 orden de Señales analít¡cas de

blancrs de salmón. Factor de suavizado y escala: 10O000. Opümizacbn. Zoom en la

zona 370 nm - 470 nm.

Debido a que el diseño elperimental se realizó de forma sistemática, los

resultados obtenidos en la optimización implican que se estaría mejorando la

reproducción de la señal analítica de los blancos de músculo de salmón en el "zero

qossing", en tomo a2702nm y sería menos variable en su valor. Esto se comprueba

al comparar las Tablas 5 y 6, las cuales muestran el valor de la desviacón eslándar del
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"zero crossing" y el valor máximo y mín¡mo de longitud de onda. Sobre estas

cons¡derac¡ones se desprende que el valor del 2ero crossing" def blanco es más

constante en la opt¡m¡zación, en la cual la desv¡ación estándar es de 0,5 y en la

¡mplementac¡ón 1,23. Por otro lado, el diseño experimental arrojó longitudes de onda

en un intervalo más pequeño [269,42 nm - 270,90 nm] Oabla 6), en comparación a los

blancos pertenecientes a Ia implementación del procedimiento general de extracción

[268,40 nm -272,60 nm] (Tabla 5).

Como nuevo análisis de los resultados, aparece otro "zero crossing" para el

blanco, situado en 381,6 nm. La implicanc¡a de esto es importante, pues con todo Io

anter¡or, se podría eventualmente evaluar la extracción de OTC desde músculo de

salmón mid¡endo no sólo en 27O,2 nm, si no que también en la nueva longitud de onda,

esto proporcionaría otra opción de medición del par iónico. lncluso, este nuevo "zero

crossing", a[ parecer presenta menor variabilidad, o sea sus cruces son aún más

cercanos en torno al 381 nm. Con esta optimización se eliminarÍa un efecto matriz

que impide la lectura de la señal analít¡ca correspondiente al par iónico.

Por otro lado, et rango de volumen de amoníaco desde el valor bajo hasta el

alto, es válido para dejar constante e[ "zero crossing" 270,2 nm de la señal analíiica de

la muestra blanco en músculo de salmón y cumple con la condición para obtener el pH

adecuado, 9,0 * 0,4, pero no representan los valores óptimos para formar el par iónico.

Deb¡do a Io anterior, se debería realizar un nuevo estudio de variables químicas en un

diseño experirnental aplicando el procedimiento completo, ahora con§iderando Ia

presencia d9 OTC y luego suponiendo que también existe una dependencia de la

formación del par ión¡co con el orden de adición de reactivos al matraz en presenc¡a de
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ácido oxálico, proveniente de la etapa de purifrcación, al igual como se propuso un

oden dislinto para la formación de par iónico sin considemción de la matriz.

3.5 Verificac¡ón de la formación de par iónico VCOTC en músculo de salmón.

Reproducción de espectros derivados de séñales anal¡ücas del par iónico.

A continuac¡ón, en la Figura 23, se presenta el espectro registrado por

espectrofotometría derivada de las 5 muestras fortif¡cadas y 2 blancos:

wdeb'qü' lnn )

Figura 23: Señales analíti:as de par iónico VC-oTC en músqllo de salmón. Especlro

de absorción derivado 20 orden. Factor de suav¡zado y escala: 100000. Muestras

fortif¡cadas con 0,5 mL del rango de alta concentración OTC de las soluc¡ones de

trabaio. (3 pg/ml y 3,6 pglml). Volumen de amoníaco 1200 ¡rL- 0,1 moUL.

Se puede aprec¡ar que presentan d¡st¡nto comporlamiento especlral las señales

del blanco y de la muestra, pero no se definen bien las dist¡ntas concentraciones, 3

ygmL y 3,6 pg/mL, core+ond¡entes a 300 pg y 350 pg de OTC por k¡logramo de

músculo de salmón o su equivalenie de pescado fesco. En la Frgura 24 se muestra los



59

respedivos 2oom' a hs dístintas longitudes de ondas de 2ero cmssing" de la mueslra

blanco.

Figura 24'. Zoom de espectro de señales analíticas de par iónico VrcTC en músculo

de salmón. Especlro de absorc¡ón derivado 20 orden. Factor de suavizado y escala:

100000. Zoom a la longitud de onda 27O nmy 381nm existenc¡a de "zero crossing"

fúo para los blancos.

En la Figura 24, se aprecia que no existe una nolable d¡ferencia en unidades de

derivadas entre las muestras blanco y las muestras fortificadas evaluades a270,2nmy

381 nm, e incluso entre las mismas muestras de distirfas concentraciones,

independiente de esto, la cant¡dad de "zero crossing" entre el blanco y las muestras

son distintos, como se muestra en la Figura 23 y 24, en el rango 3¿1O nm - 400 nm de

longitud de onda, b gue hace suponer la aparición de alguna banda analít¡ca atribu¡ble

al par iónico VC-OTC. Lo anterior coroboraría que existe una ¡nteracción entre

colorante y ant¡b¡ótico.

¡á, ¡lJ 'r'iñ 3ú! rú¡
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Los espectros derivados de señales de blanco y muestras fortíficadas con

antibiótico muestran comportamientos espectrales distintos, ya que a las long¡tudes de

onda 270 nm y 380 nm ("zero crossing del blanco") Ias señales de muestras fortificadas

presentan UD # 0. Esto debido a la presencia de antibiótico en las muestras

fortificadas, el cual estaría inieractuando con el colorante violeta cristal. De esta

manera se estaría verificando la formación del par iónico en muestras de múscufo de

salmón. A pesar de lo anter¡or, las señales de las muestras fortif¡cadas de dist¡ntas

concentraciones no presentan mayor diferencia justo en los respeciivos "zero

cross¡ng" de la señal de blanco, lo cual implicaría una baja reproducibil¡dad de la señal

de par iónico VC-OTC. Una forma de réparar esto sería crear un nuevo diseño

experimental tomando en cons¡derac¡ón: la presencia de OTC, de ácido oxálico y el

orden de estos nuevos reactivos, para así maximizar y definir mejor aún Ia señal

atribuible al par iónico. Por otro lado, también se propone la estandarización o

normalizacíón de los procesos que poseen algún grado de variabilidad al operar, dentro

de los pasos fundamentales de la extracc¡ón de antib¡ót¡co (centrifugación, f¡ltración y

purificación) ya que en estos pasos, como se explicó anteriormente podría existir

pérdida de antibiótico, Io cual disminuiría la señal.

Respecto al tiempo de apl¡cac¡ón del método a muestras de salmón, se logró

aplicar en serie el método, pero por la disponibilidad de bomba de vacÍo, aumentó el

tiempo del proceso generat de extracción de OTC, pues las muestras deben

someterse individualmente, una seguida de otra, al proceso de f¡ltración.
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IV. CONCLUSIONES.

Según los resultados, se desprende que existe una dependenc¡a entre la

formación del par iónico y el orden en que se agregan los reactivos. El orden

encontrado para lograr reproducibilidad en los resultados es agua, vio¡eta cristal,

amoníaco y f¡nalmente OTC. Por Io tanto y como un aporte de fa presente tes¡s, se

propone una modificación al protocolo general de determinac¡ón de par iónico vía

preconcentración líquido-líquido, en función de obtener reproducibilidad de las señales

del par iónico VC-OTC, en el menor t¡empo pos¡bte.

Otro aporte de esta tesis se enfoca a la descripción detallada del procedimiento

de extracc¡ón de antibiótico desde el músculo de salmón, descripción que servirá para

una aplicación efectiva detr método, ya que: el proceso completo se dividió en cinco

partes, esto posibilitó visualizar los puntos críticos y los pasos conectores, siendo Ia

extracc¡ón y la filtración las etapas que presentan mayor fuente de error. Los cambios

propuestos más importantes son: uso de vortex m¡xer en lugar de vasos y magnetos,

en la extracción y uso de embudo Büchner con doble papel filtro en lugar del equ¡po

con filtro de vidrio fritado, en filtración.

Otro aporte es la mejora de la reproducc¡ón de señales blancos, debido a que

después de realizar una optimización de variables químicas, las condiciones

encontradas son: Volumen de VC |x1üs mot/L:350 ¡tL, Votumen de NHs A,1 mot/l-:

1200 ¡tL, con esto se logró reproducir el "zero crossing" del blanco, con un valor

observado de 270,2 nm, este presentó una menor variabilidad en su valor respectc al

"zero crossing" de Ia implementación. Además, esta optimización posibil¡taría evaluar Ia
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seña[ anatítica del par iónico en una segunda tong¡tud de onda de la señal blanco:

381,6 nm.

Se comprobó la formación del par iónico VC-OTC en músculo de salmón

mediante la comparación de señales analíticas de las muestras blanco y muestras con

antibiót¡co. No fue posible distinguir diferencias entre las señales correspondientes a

300 ¡rg y 360 Hg de OTC por Kg de mrisculo de salmón, concentraciones cercanas al

lím¡te mayor del rango lineal valido para el método (Orellana S.,2009), atr¡buido esto a

la posible pérd¡da de OTC y por otro lado, a la incorporación y la presencia de los

siguientes componentes: matriz, ácido oxálico y antibiót¡co, suponiendo que existe un

nuevo orden de adición de estos reaciivos para Ia cuantif¡cación de OTC en músculo

de salmón, aún no estudiado, incluyendo además agua, amoníaco y violeta cristal.
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V. PROYECCIONES.

Lo cambios propuestos en la implementación del método de extracción de OTC,

como son manejo de muestra y cambio de material, deben ser evaluados

cuantitativamente para determinar su influenc¡a en la medición analítica final del par

¡ónico.

Como el valor de "zero crossing" de blanco depende tamb¡én del manejo de la

muestra, se propone enumerar, ordenar y definir las condiciones iniciales prop¡amente

de la muestra de salmón, como por ejemplo, cadena de frío, t¡empo de refrigerac¡ón,

cantidad de piel al momento de masar, cantidad de grasa y color del músculo. Estas

condiciones inic¡ales son muy ¡mportantes tanto en la reproducc¡ón de señales

blancos, como de señales de par iónico, puesto influyeron en la continuidad del

presente trabajo.

Una vez eluÍda la muestra con antib¡ót¡co con ácido oxálico metanólico, se

propone opt¡m¡zar la cantidad de amoníaco agregado parc contrarrestar este ácido

ocupado para eluír y así, elevar el pH a 9,010,2 f¡nal.

Se propone estudiar el nuevo orden de agregado de react¡vos tal como se hizo

para el proced¡m¡ento general de formación de par ¡ón¡co sin músculo de pez, ya que

es un paso decisivo para la formación del par iónico y obtener buenas señales

analíticas y así parámetros de cal¡dad de acuerdo at objetivo requerido, en este caso,

aplicar este método a un alto número de muestras y matrices de diferentes orígenes

para ser un método estándar en control de calidad.
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En la Figura 25 se presenúa un especlro de absorción clásico que muestra las

señale-s analítbas de las especies oxitetracidina, violeta cristal y el par iónico, todas

estas especies son leidas en la región W-Vrsible desprÉs de h extaccién líquido-

líquido con 6 mL de clombmo y a un pH 9,O $,2. Enseguida, en Ia Figura 26 se

pressrta un zoom en la zona de lo§ 360 nm. F¡nalmente se registra un zoom de la

segunda derivada del espectro de absorc¡ón de las tr6 especies, en la Figura 27.

Figura 25: Espec{lu de absorcion dásico de señabs analíli:as de OTC, VC y par iónico

VCOTC, registradas en clorofomo a pH 9,0 nO,2, Concentrac¡ones de: OTC 2x105

moUL, VC 8xl0É moUL, VC-OTC 2x104 mol/L

129.6
\dávd.Elh trÍr1
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Figura 26: Zoom de espectro de absorción clásico de señales analíticas de OTC, VC y

par iónico VGOTC, reg¡stradas en cloroformo a pH 9,0 *0,2. ala zona 360 nm.

w5

Figura 27: Zoom de espec{ro de absorción de segunda derivada de señales analít¡cas

de OTC, VC y par iónico VGOTC, registradas en cloroformo a pH 9,0 t0,2. a la zona

360 nm. Facior de suavizado y escala: 10@00. 'Zero crossing" de VC a 381 nm


