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RESUMEN

La acuicultura a nivel nacional e internacional ha mostrado un enorme

crecimiento en los últimos 30 años. Sin embargo, pese a que esta ac{ividad ha

significado grandes beneficios a nivel económico y social, la problemática amb¡ental

que está generando aciualmente por e¡ deterioro de ecosistemas marinos, pone de

manifiesto la mala gestión aplicada en los centros de cultivo de salmones.

EI crecim¡ento económico generado por esta actividad ha motivado a los

responsables de cada salmonera a incrementar su producc¡ón, sin importar en muchos

casos, el daño que esto implique. Con el propós¡to de controlar y preven¡r progresivos

desastres medioambientales debido a este t¡po de conductas el Servicio Nacional de

Pesca (Semapesca) ha implementado un programa de control de uso y control de

residuos de productos farmaéuticos, contam¡nantes, sustancias proh¡bidas y

sustancias no autor¡zadas, con el propósito de monitorear y fiscalizar constantemente

la gestlón ejercida en los centros de cultivo de salmones.

Para el tratamiento y control de enfermedades de origen bacteriano, se han

A
ut¡l¡zados diversos tipos de fármacos; situación que á generado gran preocupación e

interés a nivel científico y público, debido a la contaminación que puede generar

grandes cant¡dades de droga activa adicionadas en la columna de agua, a través del

alimento.

La respuesta inmune de salmones a estos tratamientos ha incentivado a

salmoneras al uso excesivo de fármacos, generando un impacto ambiental en el

recurso marino (sedimento, agua, etc.). La progresiva deposición y persistencia de los
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antibiót¡cos explicaría la acumulación en sedimentos marinos, los que debido a la

presencia de agentes quelantes favorecerían la retención de ant¡biót¡co en forma de

complejos con cationes metálicos (Ca*2, Mg.2, etc.), disminuyendo su concentración

efectiva y promoviendo la aparición de cepas bacterianas resistentes a estos

fármacos.

El desarrollo de una metodología cualitativa para la extracción y detección de

antibióticos en sedimentos marinos, pretende estimar el nivel de alteración que

presenta el recurso e iniciar estud¡os direcc¡onados al desarrollo de un método

analítico cuant¡tativo para determinar Oxitetraciclina o bien otros antibióticos en

sedimentos marinos. Para la detecc¡ón se empleó como método Cromatografía

Líquida de Alta Resolución con detector de aneglo de fotodiodos (HPLC-PAD) con una

columna en fase inversa.

Los primeros resultados apuntan a mejorar aun más el método de extracc¡ón.

Por su parte, el método establec¡do, mostró que Oxitetraciclina no estaría presente en

los sedimentos marinos en su forma act¡va, sin embargo se detectaron otros

compuestos, los cuales podrían conesponder a compuestos degradados o

mod¡ficados estructuralmente.

La continuidad de estos estudios de manera ampl¡a y detallada es de gran

importanc¡a, pues los nocivos efectos amb¡entales se proyectan más allá de Ios

rec¡ntos de acuicultura.
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ABSTRACT

Aquaculture at national and international level has shown a tremendous growth

in the last 30 years. However, desp¡te th¡s act¡vity has shown great benefits at

economic and social level, env¡ronmental due to the cunent deteriorat¡on of marine

ecosystems, reveals the mismanagement applied ¡n crops centers.

The econom¡c growth generated by this activity has prompted the heads of

each salmon to increase product¡on, however, in many cases, without a care of the

damage that this implies. With the aim of controlling and prevent¡ng progress¡ve

environmental d¡saster due to this type of conduct, the National Fisheries Service

(Sernapesca) implemented a program to control the use and waste of pharmaceutical

products, pollution, prohibited substances and unauthorized substances, with to

constantly monitor and control exerc¡sed in the management of salmon farming center.

For the treatment and control of diseases of bacterial origin, have used various

types of drugs, a situat¡on which generated great interest and concern from the

scientific and public because of contamination that can generate large amounts of

active drug added to the column water, through food"

The immune response of salmon to these treatments has encouraged

excessive use of drugs, creating an environmental impact on marine resources

(sediment, water, etc.). The progressive depos¡tion and persistence of antibiotics may

explain the accumulation in marine sed¡ments, which due to the presence of chelating

agents advantaged retention of antibiot¡c form complexes w¡th metal cations (Ca*2,
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Mg.2, etc.), Decreasing its effective concentration and promoting the emergence of

bacterial strain resistant to these drugs.

The development of a qualitative methodology for the extraclion and detection

of antibiotics in marine sediments ¡s a¡med at est¡mat¡ng the level of disruption that the

resource present and initiate studies towards development of a quantitative analytical

method for determining Oxytetracycline or other antibiotics in marine sediments. The

detection method used was a high-resohfion liquid chromatography with photodiode

array detector (HPLC-PAD) w¡th a reverse phase column.

Early results po¡nt to a further ¡mproves of the extraction method. For its part,

the established method, showed that Oxytetracycl¡ne would not be present in marine

sediments in its active form, however other compounds were detected, which could

corespond to compounds structurally degraded or modif¡ed.

The continuation of studies more comprehensive and detailed is very ¡mportant

because the adverse environmental impacts are projected beyond the aquaculture

precincts.
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I. INTRODUCCIÓN

1.1. ASPECTOS GENERALES

Desde hace un par de décadas, las aguas marinas han sido cuerpo receptor de

¡ntensa acuicultura en tres regiones del sur de Chile, actividad que ha mostrado un

notable avance en términos de tecnología, producc¡ón y comercialización a nivel

nacional e internacional. Gracias a su extenso borde costero, chile, se ha convertido en

un importante productor y exportador de salmones, pasando a ser el segundo

productor mundial, después de Noruega. Cada año, Salmón Chile entrega un informe

detallado det total de especies exportadas y la variac¡ón respecto al año anter¡or, entre

los períodos de Enero a Noviembre. En el año 2008, la producción llego a 400.771

toneladas, alcanzando un crecimiento acumulado de 12,7o/o con respec'to al año 2007

(Salmón Ch¡le, 2008). Si bien, esta activ¡dad proporc¡ona grandes beneficios

económicos, existen graves problemas que están afec{ando tanto la producción de

especies como el recurso marino. Enfermedades de tipo bacterianas en especies y

deterioro ambiental en aguas y sedimento, son algunos de los problemas detectados

hasta ahora (H. Kol, 2006).

Para la prevención y control de enfermedades, la ¡ndustr¡a farmacéutica ha

¡ntroducido una serie de compuestos químicos biológicamente activos y de uso

veterinario, con objetivo de minimizar las perdidas causadas por enfermedades de

origen patógeno. Entre estos compuestos están los antibiót¡cos, los cuales son

administrados vial oral (a través del alimento), por inyección directa (aplicado en un



numero pequeño de especies), tratamiento por baño (adición del fármaco por un¡dad

de cultivo), entre otros.

Críticas permanentes se han generado debido a registros por destrucción de

bancos naturales de organismos y recursos bentónicos; contam¡nación de aguas y

sedimentos por combustibles, fecas de peces, restos de alimento y actualmente el uso

excesivo de fármacos; contaminación de mitíl¡dos (moluscos) y algas por alimentos no

digerido de peces; y desaparición paulatina del recurso pelág¡co silvestre debido al

pastoreo de salmones que escapan de los CES (Conapah, 2008). La Figura 1 muestra

algunos flujos e impactos ambientales que puede generar la actividad acuícola, tras

una mala gestión y control en cada etapa.

\q*
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Figura 1.- Posibles impactos ambientales de la acuicultura
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Un evento contam¡nante de fuerte impacto es el indiscriminado uso de

antibióticos en los CES, ya que este tipo de med¡camentos ejerce una fuerte presión

selectiva sobre bacterias, causando el surgimiento y diseminación de cepas res¡stentes

a una gran variedad de fármacos, además del grave problema que significa la

presencia de elementos genét¡cos que transm¡ten res¡stencia a través de diversas

matrices det medio ambiente (Álvarez y col., 2006). Este hecho podría explicar la

negativa respuesta de peces tratados con antibiótico.

Por otra parte, el fondo marino es considerado un resumidero de una gran

cantidad de sustancias y elementos químicos generados por actividades antrópicas o

de origen natural, que componen finalmente el sedimento marino. Para diferenciar

entre los distintos tipos de sedimentos marinos y estimar que tan alterados están, son

utilizados parámetros como coloración, tamaño y forma de partículas, permeabilidad,

contenido de materia orgánica, acidez, contenido de cloruro de sodio, potenc¡al redox,

entre otros; parámetros que varían desde la superficie de contac{o con el agua hacia el

interior del sedimento, y cuya composición depende en gran medida de la flora

bacteriana. La matriz que compone el sedimento marino es bastante compleja y consta

de fases detríticas de diferentes tamaños (arena, grava y arcilla), pueden ser de origen

orgánico e inorgánico, además de presentar una composición química rica en óxidos

de hierro y manganeso, silicatos y materia orgánica. Las características que presentan

los sedimentos marinos en profundidades superiofes a 20 m, por ejemplo condiciones

anóxicas, pueden influir en la persistencia de determinadas especies s¡gnificat¡vas en

el deter¡oro de ecos¡stemas marinos (González y col., 2004; Sánchez G., 2007).
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Considerando que los fármacos son suministrados en su mayoría, a través del

alimento, existe una gran probabilidad de que, el alimento no consumido y que no se

alcanza a metabolizar en el interior del pez se deposite lenta y progresivamente en los

sedimentos marinos, bajo los centros de cultivo. Por esto, debido a la farmacocinética

de los antibióticos, la dosis efectiva para un uso óptimo dependerá principalmente de la

vía de administración y del tipo de medicamento utll¡zado. Por ejemplo, para el caso de

Oxitetraciclina administrada vía oral, de una dosis de 75 mg/Kg, solo un 5,6010 es

absorbido, quedando más de un 90% disponible en la columna de agua o en

sedimentos, mientras que el mismo antibiótico es absorbido en mas de un 85% cuando

es administrado vía inyección (USP, 2003).

Este hecho, sumado a la persistencia que muestran antibióticos en la matriz dal

sedimento, debido a las prop¡edades y sustancias presentes en el sedimento marino,

hacen necesario desarrollar un método de extracción, detección y la posterior

cuantificación de fármacos en sedimentos marinos de zonas de acuicultura (Hektoen y

col., 1995)

I.2. CONTROL DE RESIDUOS

El fuerte incremento de la industria salmonera a nivel nacional, motiva al

Servicio Nacional de Pesca (Sernapesca) a crear un programa de control de fármacos,

contaminantes y sustancias prohibidas. Este programa establece principalmente los

procedimientos para controlar el uso de estos produc,tos y sustancias, que al

4



encontE¡rse superando los niveles establecidos puedan generar algún tipo de impacto

negativo, tanto a la salud humana @mo al medio ambiente.

En este contexto, la detección de traza§ de fármacos antirnicrobianos en los

d¡stintos ejemplares de peces, sumado al programa de control de fármacos, y en un

futuro la detección de fármacos en matr¡ces medio amb¡entales, representia un

benef¡cio d¡recto sobre la protección de la salud, garant¡zando la inocuidad y salubridad

de los productos elaborados a base de peces de cultivo, permitiendo además la

confiabilidad al momento de comercial¡zar estos alimentos. El uso racional de

antib¡óticos se encuentra normado a través del codex Alimentañus por organismos

intemacionales como la Organlzación Mundial de la salud (OMS) y Organización de las

Nac¡ones Un¡das para la Agricultura y la Alimentac¡ón (FAO).

La inocu¡dad de al¡mentos generados en salmoneras es asegurada

establec¡endo un Límite Máximo Residual (LMR), el cual es definido como la

concentración miáxima de residuos resultantes del uso de med¡camentos veterinarios

(expresada en mg/Kg de peso por producto húmedo). Estos límites son aplicados y

evaluados por Semapesca, el cual cuenta @n un programa de aseguramiento de

calidad (PAC) que contempla la presencia de este tipo de residuos (Semapesca,

2005).

Los límites máximos residuales (LMRs) de d¡st¡ntos fármacos antimicrobianos,

establecidos para carne y piel de pescado son presentados en la Tabla 1 .



Tabla'1.- Lim¡tes máximos residuales establecidos por mercados regulados en came y

piel de pescado (Sernapesca, 2005)

{ugfl(gl

Oxitetrac¡clina 2000 100 200 100

Ácido oxolínico Ausencia 100 Ausenc¡a 100

Flumequina Ausencia 600 Ausencia 600

Sulfas Ausenc¡a 100 Ausencia

Trimetroprin Ausenc¡a 50 Ausenc¡a

Florfenicol Ausencia 1000 Ausencia 1000

Eritromicina Ausenc¡a 200 Ausencia 200

Enrofloxacino Ausencia 100 Ausenc¡a

Amoxicilina Ausencia 50 Ausencia

Espiramicina Ausenc¡a Ausencia 200

lvermectina Ausencia Ausenc¡a Ausenc¡a

Benzoato de emamectina Ausencia 100 Ausenc¡a 100

Los antibióticos más util¡zados en acuicultura Chilena, y verificados por el programa de

aseguramiento de calidad son Oxitetrac¡cl¡na, Acido Oxolínico y Flumequina.

Es importante destacar que, los límites máximos res¡duales existentes y la

normat¡va legal que rige el programa de control de fármacos son establec¡dos solo para

carne y piel de pescado, excluyendo de Ia norma fármacos residuales que pueden

encontrarse en los ecosistemas marinos. En este contexto, seria de gran relevancia

med¡o ambiental contar con lím¡tes máx¡mos residuales y normas de control residuos

de antibióticos, por ejemplo para las deposiciones en sedimentos mar¡nos. La

inexistencia de una normativa legal que regule niveles de antibióticos depositados en

sedimentos mar¡nos, representa un ¡nqu¡etante y latente problema.

Produ¿tar Fe?macáut¡co

union
Europea
lud/ko)

Japón
luo/kdl Chilo (uo/kol
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Dos entradas ¡mportantes de fármacos a los sedimentos son la adición de

antibióticos a través del alimento y a través de excretas de salmones. En primer lugar,

una gran cant¡dad de alimento no es consumido por los peces, acumulándose

progresivamente en los fondos marinos, y en segundo lugar el alimento diger¡do por

salmones no es metabolizado en su totalidad, siendo liberado a través de las excretas

de peces hacia el ambiente. Est¡mac¡ones indlcan que entre un 70 y 80o/o de droga

activa termina en el med¡o ambiente, mayoritariamente depositada en los sedimentos

marinos (Hektoen y col., 1995; Kerry y col., 1995).

Actualmente, considerando las enormes cantidades de fármaco adicionado a

los cultivos, existe la probabilidad de encontrar altas concentraciones de antibiótico en

los sedimentos marinos. Este resultado, estaría fundamentado en la capacidad que

tienen algunos antibióticos para formar quelatos con cationes di y trivalentes (Ca*2,

Mg*2, Fe*3, entre otros) presentes en los sedimentos marinos, debido a la presencia de

grupos cetónicos y enoles (S.R. Martín, '1979; Arias y col., 2005). La presencia de

antibiótico complejado en sedimentos marinos representa una posible explicación tanto

para el crecimiento de cepas bacterianas resistentos a este t¡po de medicamentos,

como también a la persistenc¡a que muestran los antibióticos en esta matr¡z 0-. Maki y

col., 2006; Hektoen y col., 1995).

1.3. ANflB!ÓTTCOS

Con el fin de controlar enfermedades de origen patógeno que afeclan las

distintas especies de salmones, es necesario disponer de compuestos químicos de uso

veterinar¡o, que puedan se usados por vía ¡ntema. Tales compuestos son denominados

antibióticos, los cuales pueden ser de origen natural o bien de origen sintético.

7



Los antibióticos son especies químicas producidas por m¡croorganismos, que inhiben el

crecimiento de otros microorganismos. Se diferencian de los análogos de factores de

crecimiento en que, son productos elaborados por actividad microbiana (naturales),

más que por semisíntesis de compuestos químicos (Clark y col., 2001). La eficacia de

estos med¡camentos ha sido mejorada modificando químicamente su estructura en

condiciones de laboratorio, obteniendo especies semlsintéticas con un mayor espectro

de acción.

Son empleados para el tratamiento de infecciones s¡§temáticas, circulatorias,

respiratorias, urogenitales, gastrointestinales, oftálmicas, tej¡dos blandos, esqueléticas

y tópicas, entre otras, y desde hace un par de décadas son util¡zados ampliamente en

medicina veterinaria, para el control de enfermedades de origen patógeno. Se

clasifican de acuerdo a su estructura y mecanismo de acción; y actualmente son de

vital importanc¡a deb¡do a la toxicidad selectiva que presentan (Clark y col., 2001).

Entre los antibióticos más utilizados en acuicultura a nivel nacional encontramos

el grupo de las Tetrac¡clinas (TCs). Fueron descub¡ertas en el año 1948 y se

caracterizan por ser compuestos de amplio espectro bacterial que inhiben una gran

cantidad de bacterias Gram positivas, Gram negat¡vas, Rickkettsias, Clamidias y

algunos Protozoos. La estruc{ura básica de las Tetraciclinas consta de un sistema de

anillos hidronaftaceno que contiene cuatro anillos fundidos, unidad que puede estar

sust¡tuida en d¡ferentes posiciones, dando origen a nuevos derivados de Tetraciclina

(Nieto-Zambrano S., 2006). Las Tetraciclinas pueden agruparse en tres grupos

diferentes:

- Tetraciclinas naturales: Tetraciclina, Oxitraciclina, Clortetraciclina y Demeclociclina.



- Tetraciclinas semisintéticas: Dox¡c¡clina, Metacicl¡na y Minoc¡clina.

- Formas latentes de Tetraciclinas: 1) derivado generado por reacción de Mannich

sobre la función amida, 2) por formación de sales y 3) por asociación molecular.

La estructura bás¡ca de las Tetrac¡cl¡nas y algunos de sus derivados son

presentados en la Figura 2 y labla 2 (Oka y col., 2000).

OH

eo$HRi

Figura 2: Estruatura básica de Tetrac¡clinas

Tabla 2.- Familia de las Tetraciclinas: compuestos naturales y semisintéticos
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La Oxitetraciclina (OTC) es un antibióüco de amplio e§peetro bacterial

perteneciente a la famil¡a de las Tetraciclinas. Fue introducido en medicina veterinaria

mucho después de estar disponible para el uso humano (Oka y cot., 2000). Es una

sustanc¡a poducida por el crecimiento de ciertas cepas de St eptomyces /r'rros¿Js o

bien obtenida por métodos sintéticos. Altamente efectivo en el tratamiento de

infecciones causadas por numerosas bacterias Gram pos¡t¡vas y Gram negativas. Su

modo de acción se basa en que, una vez dentro de la cálula bacteriana ¡nhibe la

síntesis de pmteínas l¡gándose a la sub unidad 30S de los ribosomas bloqueando la

unión del aminoacil-tRNA al sit¡o aceptor del complejo RNAm-ribo§oma, generando

como consecuenc¡a el rechazo de aminoácidos a la cadena peptíd¡ca en crec¡miento

(Nieto-Zambrano S., 2006).

Fís¡camente es un polvo cristal¡no de co¡or amarillo, muy poco soluble en agua

y altamente soluble en disoluciones acidas y básicas. La formula IUPAC de OTC es la

(4S,4aR,5S,5a&6§,12aS)-4-(dimetilam¡no)-3,5,6,10,12,12a-hexahidroxi€-metil-1,11-

dioxo-1,4,4a,5,5a,6, 1 1,12a-octahidrotetracenG'2 carboxamida (USP NF, 2008)' Las

sales de OTC son attamente solubles en agua, alcohol y en disoluciones acidas y

básicas. En solución aüIosa aparece turbidez con el tiempo, debido a la precipitación

de Oxitetraciclina. Esta propiedad depende princ¡palmente de dos funciones acidas: un

grupo fenól¡co (anillo D) y un grupo enólico (Anillo B), además de un grupo

dimetilamina y un grupo carboxam¡da (Anillo A).

OTC posee propiedades acido base, debido a funciones orgánicas como amino

e hidroxilos, las cuales provocan que sea altamente depend¡ente del pH. Presenta tres

valores de pKa, el primero conesponde al grupo C¡OH en el anillo A
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(pKar=3,22), el segundo corresponde al grupo C¿-NRz en el an¡llo A (pKa2=7,64) y el

tercero corresponde al grupo Cro-OH en el anillo D (pfG=8,ga) (Qiang y Adams, 2004).

La estructura de OTG y la descripción anterior es presentada en la f¡gura 3.

H..
PÁat

NH:

Figura 3: Estructura de ox¡tetrac¡clina (La designación con létras de los an¡llos fundidos de

aTC se mantiene de acuerdo a la referencia Qiang y Adams, 2004).

OTC puede sufrir epimerización (mezclas de otras TCs) o degradac¡ón bajo las

siguientes condiciones: pHs altamente ácidos y bás¡cos, exposición a la luz por más de

30 min, condiciones altamente oxidantes o reductoras, y temperatura§ superiores a los

30"C (Oka y col., 2000). Por lo tanto, para lograr su óptima determ¡nación es necesario

ajustar estas condiciones.

pKa:
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1.4. Oxitetraciclina en sedimentos marinos

1.¡t.1. Factores que favorecen la acumulación

En términos generales, las vÍas de ingreso de medicamentos al medio ambiente

son: descarga a efluentes de aguas residuales provenientes de actividades agrícolas,

excreción de sustancias en la orina y fecas de animales para la producción de

alimentos, residuos procedentes de tratamientos para los animales y eliminación

inadecuada de antibióticos no utilizados. La figura 4 muestra un detalle de lo expuesto

anteriormente (Nieto-Zambrano S., 2006).

Ma nutacturtng
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á
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Spreádmg

Fiqura 4: Vías de entrada de antib¡óticos al medio ambiente
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Como fue mencionado anter¡ormente. OTC es utilizado comúnmente en

medic¡na veterinar¡a, debido a su gran select¡vidad y eficacia en el control de

enfermedades de origen bacteriano. El interés de la industria salmonera por mantener

cultivos sanos y aumentar el rend¡miento de la producción de peces, cada año ha

incentivado la adopción de conductas erradas e inconscientes. La administración

excesiva de medicamentos los CES, pueden estar afectando en gran manera los

ecosistemas marinos, s¡n notar el reai impacto que se esta generando ba.¡o las jaulas

de cultivo, ya que es sabido que, un alto porcentaje de alimento (70-80%) no es

consumido por los peces, sumado a la baja absorción intest¡nal que presenta OTC, una

vez ingerida por los salmones (Hektoen y col., '1995; Kerry y col., 1995).

Los sedimentos mar¡nos pueden verse fuertemente afectados por la lenta y

progresiva deposic¡ón de residuos con sustancias antibióticas. Ahora bien, factores que

favorecen la acumulacrón de sustancias en los fondos marinos son, en pnmer lugar

factores físicos, como velocidad de sedimentación conjuntamente con la cantidad de

residuales presente en la columna de agua, además de un proceso de compactación,

el cual implica una reorganización de partículas en respuesta a nuevas condiciones de

presión por sobrecarga (Sánchez G.,2007) y en segundo lugar, factores relacionados

con la composición quÍmica de los Sedtmentos, los cuales explicarian la persistencia de

Oxitetraciclina en los fondos marinos (Hektoen y Col., 1995, MacKay y Canterbury,

2005).

En este contexto y de acuerdo a la literatura, la presencia de cationes metálicos

d¡ y trivalentes presentes en el sedlmento marino (caz*, Mg2*, cuzt, Fe',", Hg2', Ni2".
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Co2', Vo2) favorecerían la acumulación y retención de oTC, debido a la formac¡ón de

complejos con estas especies catiónicas (Chopra y Roberts, 2001; Arias y col.' 2005).

1.4.2. Modo de enlace y Riesgos de acumulación

La tendencia de OTC a formar complejos con cationes di y trivalentes esta

fundamentada en las características estructurales que posee este antibiótico. Los

posibles sitios de quelación son, un sistema amino-alcohol en Ca y C4 (An¡llo A)' un

sistema d¡carbonil entre C1 y el grupo carboxamida (an¡llo A) y un sistema B-dicetona

entre Cr y C12 (entre anillo B y C). Ahora b¡en, de acuerdo a la literatura, los sitios más

favorecidos para formar complejo son el primero y tercero descritos anter¡ormente.

(Chopra y Roberts, 2001; Arias y col., 2005; F. de Paula y col., 1999). Las formas de

unión descritas son ilustradas en la figura 5 y 6.

Figura 5: Complejo de OTC, donde C = catión metálico y MS = Matriz del sedimento.
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Figura 6: Complejo de OTC, donde C = catión metál¡co y MS = Matriz del sedimento.

La formación de complejos estará condicionada al pH de trabajo y al tipo de

catión metálico presente en el sed¡mento. Los comple.ios presentados anteriormente

pueden obtenerse mayoritariamente entre pH 4 y 7 (F. de Paula y col., 1999; Chopra y

Roberts, 200'l ).

Los complejos de OTC carecen de actividad antimicrobiana y disminuyen la

biodisponibilidad del fármaco activo. Sin embargo, la persistencia de OTC en

sedimentos marinos ejerce pres¡ón selectiva sobre microorganismos generados en

esta matriz, promoviendo el crecimiento de bacterias resistentes a la acción de OTC

(Álvarez y col., 2006). El surgimiento de este t¡po de bacterias afecta directamente los

CES e indirectamente a humanos.
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1.5. Determinación de Oxitetraciclina

1.5.1 Extracción de Oxitetraciclina

La posibilidad de encontrar Oxitetraciclina complejada con caliones metálicos

en sedimentos marinos, representa una potencial fuente de invest¡gación c¡entífica,

pudiendo llegar a contribuir al establecimiento de límites máximos residuales (LMR) en

este tipo de matriees. En este cor¡texto, es necesario proponer un sistema de

extracción capaz de liberar el antibiótico de sedimentos, permitiendo así su detección y

cuantificación.

La extracción propuesta en este trabajo esta fundamentada en la ruptura del

complejo OTC-Cation de los sed¡mentos, mediante la adición de un agente quelante

que presente una constante condicional mayor que la constante presentada por en

complejo OTGCatión (Ar¡as y Col., 2@5) fonnando así un complejo mas estable que

el de OTC.

El Etilenodiaminotetracético disódico (Na2EDTA) es un agente complejante

hexadentado capaz de oeder seis pares de electrones. se disuelve fácilmente en

solución acuosa y forma complejos de alta estabilidad con la mayoría de los cationes

metálicos, independiente de la carga que presenten. Gracias a estas cara€áeríst¡cas, la

constante condicional que presentia el complejo EDTfuCatión es mayor que la

constante que presenta el complejo OTClCat¡ón, por lo tanto, en sediment'os marinos

debiera formarse un quelato más estable en presenc¡a de Na2EDTA, permitiendo

saturar los sitios acomplejables e induciendo la liberación de OTC a Ia solución (Arias y
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Col., 2005; Pouliquen y Col., 1992). La Figura 7 representa el fundamento teórico de

la extracción a pH 4.

NallrD 1 /Catión

f * *r-'í?"-.""-l
t *U\"* 

]
(SE)\

_/\
-N: -N:Ntr oool ) ( \coo.rvu, *

"-\l="-&.ñ" \u

Figura 7: Extracción de Oxitetraciclina (OTC); donde MS = Matriz del Sedimento Y

SE = So/ucrón Extractante

I.5.2 Métodos cromatog ráficos

Disponer de un método cromatográf¡co que permita detectar y cuantificar

Oxitetraciclina en sedimentos marinos representa un gran avance para el estudio de

ecosistemas marinos.

Oxifetraciclina ha sido determinada en diferenGs matrices; orina, leche, tej¡do

animal, agua y suelo, son algunas de ellas. Para su análisis se han utilizado diversas

técnicas cromatográficas, entre ellas está la Cromatografía en capa fina (TLC) en fase

inversa, Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) con detector de Arreglo de

OTC/Catión
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fotodiodos (PDA), Fluorescencia, Masa (MS), Electroforesis Capilar (CE), entre otras

(Oka y col., 20A0; Díaz-C¡uz y col., 2003).

La cromatografía liquida de alta resoluc¡ón es una técnica de separación

ampliamente utilizada debido a su sensibilidad, fácil adaptación a determinaciones

cuantitativas exactas, idone¡dad para la separación de especies no volátiles o

termolábiles y su gran aplicabilidad en sustancias que son de interés a nivel industrial,

como hidrocarburos, antibióticos, plaguicidas, sustancias inorgánicas entre otras.

(Skoog y Leary, 1994).

En este trabajo se ut¡lizará la técn¡ca de cromatografía líquida de alta resoluc¡ón

con un detector espectrofotométrico con arreglo de fotodiodos (HPLC-PDA), detector

que además de entregar una alta sensibilidad (100 pg - 1 ng), t¡ene la ventaja de

permitir obtener el cromatograma completo a una sola longitud de onda o

alternativamente, cuando los picos que eluyen están bien separados en el tiempo, es

posible elegir diferentes long¡tudes de onda y analizar el espectro de absorción para

cada pico cromatográfico.
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1.6 HIPOTESIS DE TRABAJO

El desanollo de una metodología Cualitativa para la extracción y detección de

Oxitetraciclina en sedimentos marinos, permitirá poner en marcha una línea de

¡nvest¡gación muy poco estudiada en acuicultura a nivel nacional.

Evidenciar la presencia de Oxitetraciclina en los sedimentos marinos dependeÉ

de una adecuada elección del extractante y de un buen ajuste de condiciones en el

cromatógrafo líquido (HPLC). Es de esperar que esta metodología permita detec{ar y

estimar niveles de OTC, resultado que ayudaría a diagnosticar el grado de

contaminación de los sedimentos, además de presentar ensayos preliminares para una

futura cuantificación de este ant¡biót¡co.
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1.7 oBJETTVOS

1.7.1 Objetivo General

r' Desarrollar una metodología cualitativa para la extracción y detección de

Oxitetraciclina (OTC) depositada en sedimentos marinos, en cuatro zonas de la

X Región.

I -7-2. Objetivos Específicos

l. Evaluar la estab¡lidad de OTC en condic¡ones ambientales (Luz de día a 20oC) y

refrigerada a 4oC.

2. Evaluar las cond¡ciones de Na2EDTA pH-4 en Buffer Mcllvaine, Buffer Mcllvaine

pH-4 y MeOH como agentes para la extracción de OTC en sed¡mentos marinos.

3. Evaluar la eficacia del método, mediante pruebas comparativas, sobre la base

de las siguientes técn¡cas:

a) Elaborac¡ón de muestras sintéticas de sedimentos marinos con OTC y

comparar contra muestras reales.

b) Evaluar parámetros analíticos como lntervalo lineal de trabajo, lÍmite de

detección, límite de cuantificac¡ón y porcentaje de recuperación.
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4. Detección de OTC por Cromatografía Líquida de Alta Resoluc¡ón (HPLC) con

detector UV con arreglo de fotodiodos (PAD), en muestras sintéticas y reales de

sedimento marino.

5. Establecer criterios y descartar variables que ayuden al desarrollo y val¡dación

posterior de una metodología ¡ntegrada de extracción y cuantificación de

Oxitetraciclina en sedimentos marinos.
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¡I. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. ilateriales

/ Matraces de aforo de 10, 25, 100, 500 y 1000 mL (Clase A)

r' Vasos de precipitado 50, 250 y 1000 mL (Clase B)

r' Tubos de centrifuga propileno 14 mL (Sarstedt)

r' Micropipeta 100-1000 pL (Genex Beta)

r' Micropipeta 10-100 ¡rL (Precisión)

r' Micropipeta 5-10 pL (Socorex)

r' Micropipeta 1-10 mL (Iransferpette@s)

/ Pipelas 2,3, 10 y 100 mL

/ Propipeta

r' Jeringas 2, 3 y 50 mL

r' Papel Aluminio

r' Fift¡o 0,45 mm (Analypore)

/ Viales lmL (Shelt Vial WCap For Waters m 96 Posit¡on Tray, Supelco)

r' Papel pH (pH-Fix 0-'14 Macherey-Nagel)

/ Placas Cromatográficas: HPTLC-RP-8 Fzs¿s 10x10 cm (Merck)

/ Capilar fino para TLC

r' Cámara cromatográfica 21x11x7 cm (Camag)
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2.2. Reactivos

r' Oxitetraciclina Hidrocluro 95% (Sigma-Aldrich p.a.)

r' Ácido etilendiaminotetracético d¡sód¡co dihidratado (NazEDTA * 2HzO)

(TTTRTPLEX@ ill MERCK)

r' Ácido Cítrico monohidratado (GHaOz) 0,2 M (Merck)

r' Fosfato disódico dihidratado (NazHPO¿) 0,2 M (Merck)

/ Metanol (CHTOH) grado HPLC (Fischer Chem¡cal - Sc¡ent¡fic)

/ Agua destilada

r' Agua desionizada (Mill¡-O)

r' Acetonitrilo (CH3CN) grado HPLC (Merck)

/ Ácido Ortofosfórico 85% (H¡PO+) (Merck)

2.3 Aparatos e lnstrumontos

/ Controlador HPLC (Waters 1525 Controller)

r' Bomba (Waters 1525 Binary HPLC Pump)

r' Detector UV con Areglo Fotod¡odos (Waters 2996 Photodiode Array Detector)

/ Prog¡ama software (Empower)

r' Golumna cromatográfica Symetry@ RP-18 5 pm 3,9x150 mm

r' Balanza analítica (Shimadzu AUX-220)

r' Balanza Granataria (Ficculab V-2400)

r' Sonicador (Transsonic T 470lH Elma)

/ Centrífuga (Boeco Germany U-320)

r' Agitador Magnético (Lab Rotator)

{ Lámpara UV a 260 nm
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2.¡l Procedimientos Experimentales

2.4.1 Muestreo se sedimentos marinos

Las muestras de sedimento marino fueron recolectadas en cuatro zonas de la X

Región de Los Lagos, Chile. Las cuatro zonas de muestreo fueron: Reloncaví,

Calbuco, Castro y Quellón. Cada una de estas zonas fue dividida por Centros Engorga

de Salmones (CES), nueve c€ntros en Reloncaví, trece centros en Calbuco, once

centros en Castro y diez centros en Quellón. Cada centro fue subdividido en cuatro

estaciones de muestreo, midiendo finalmente dos y tres puntos por cada estación. La

Figura 8 muesira la ubicación y las coordenadas de cada zona y CES muestreado.

Figura 8: Ubicación y d¡stribución de los centros muesfreados, X regiÓn, Chile.
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El muestreo final contemplo un total de 445 puntos, siguiendo un protocolo de

muestreo que tiene como finalidad mantener un control en el sistema de muestreo, de

forma de no perder ni alterar información en n¡nguna de las etapas de la toma,

trasporte y almacenamiento de la muestra, asegurando así la representáividad de los

resultados.

En terreno y en cada muestra se mid¡eron los siguientes parámetros físico-

quÍmicos:

Mediciones en agua: pH, Oxigeno, Potencial redox, Profundidad, Temperatura y

Conductividad eléctrica.

Mediciones en sedimentos: pH, Potenc¡al redox y Temperatura.

Algunos equipos e instrumentos utilizados en terreno son presentados en la

F¡gura 9, 10, 11 y 12.

Figura 9: pH-metro
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Figura 10: Sonda Multiparametro

Figura 11: Auxiliar de Navegación Figura 12: Dmga

Para el anális¡s en laboratorio fueron seleccionadas cinco muestras de cada

zona, con el propósito acotar el estud¡o y optimizar variables e insumos. Se m¡dieron

parámetros físico-quÍmicos en teneno (pH, T, Eh, etc.), de los ve¡nte puntos

selecc¡onadas en agua y sedimento (Ver anexo, Figuras 16 y 17).
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Finalizado el muestreo y la determinac¡ón de parámetros físico{uímicos, las

muestras fueron almacenadas en bolsas plásticas selladas y se mantuvieron

refrigeradas a 4 oC hasta el análisis en laboratorio.

2.4.2. Prapatación de las soluciones

- Solución amortiquadora Mcllvaine pH{.- se mezcló 1,92 g de Acido Cítrico

monohidratado (C6HaOz) y se aforó a 100 mL con agua deshion¡zada (Solución

0,2 M CaHeOz x HzO). Se mezcló 3,56 g de Fosfato de Sodio dihidratado

(NazHPO¿ x 2H2O) y se aforo a '100 mL con agua desionizada (Solución 0,2 M

de Na2HPO4 x 2HO). Posteriormente se mezcló 38,55 mL de solución 0,2 M de

CoHaOz x H2O y se aforó a 100 mL con solución 0.2 M de Na2HPO+ x 2HzO. Se

comprobó que el pH fuera 4.

Solución de NaaEDTA 0.1M/Buffer Mctlvaine.- Se preparó 100 mL de esta

solución. Para esto se agregó 1,86 g de Na2EDTA y se disolvió aforando a 50

mL con Solución Buffer Mcllva¡ne pH-4. Esta solución se mantuvo refrigerada a

4oC antes y después de su uso.

Solución de Acido Ortofosfórico (HgPO¡) lPOí M.- La concentración de HaPO¿

85o/o plv corresponde a 8,68 M. Sabido esto, se agregó 1150 UL de ácido a un

malraz y se aforó a 1000 mL con agua desion¡zada. Se verificó que el pH

fuera 3.
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Fase Móvil.- Es una solución de Acido Ortofosfórico 0,001 M (pH 3) con

Acetonitrilo (Grado HPLC) en proporción 85:15 (v/v).

Solución Stock (A) de estándar de Oxitetraciclina (1000 mq/L).- Se preparó

disolviendo 50 mg de OTC Hidrocloruro en 50 mL de MeOH (grado HPLC). Esta

solución se mantuvo a 4oC y aislada de la luz con papel aluminio.

Solución Stock (B) de estándar de Ox¡tetrac¡clina (100 mq/L).- Se Preparó

diluyendo 2,5 mL de solución Stock (A) en un matraz aforando a 25 mL con

MeOH (grado HPLC). Esta solución se mantuvo a 4 oC y aislada de la luz con

papel aluminio.

Curva de Calibración de estándar de Oxitetraciclina-- Se preparó a partir de la

solución Stock (B), aforando cada punto de la curva con solución de fase móvil

(Mezcla: ACNIH3PO4 - 15:85 v/v). Se preparó dos curvas de calibración una en

el rango menor (0,05 - 5 mg/L), para calcular el límite de detección y

cuantificación (LD y LC), y una curva en un rango mayor (5 - 50 mg/L) para

muestras que estén fuera del rango menor. El detalle de preparación se

presenta en la Tabla 3.
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Tabla 3.- Curvas de calibración rango menor y rango mayor.

Rango Vol. Solución Stock B (t¡L) Aforar (m[)

Menor

0,05

0,1

0,5

1

3

5

5

10

50

100

300

500

10

10

10

10

10

10

Rango Concentración {mglLl vol. Solución Stock B (mL) Aforar (mL)

Mayor

5

10

30

50

0,5

1

3

5

10

10

10

10

2.4.3. Estudio de eshbilidad de OTC refrigerada a 4oC y en condiciones

ambientales (Luz de día a 2(PG)

Se preparó 10 mL de una solución 10 mg/L de OTC estándar a partir de la

solución Stock (B), diluyendo con fase móvil (detallada en 2.4.1.). De esta solución se

tomaron 5 mL, los que se mantuvieron siempre refrigerados a 4oC. Se real¡zaron

mediciones cromatográficas cada 30 m¡nutos, desde t¡empo cero hasta 120 m¡nutos.

Posteriormente se midió a los 240 minutos, 24 hrs. (1MO min) y 72 hrs. (4320 min).

Paralelamente a esta prueba, los 5 mL restantes de solución fueron expuestos

a luz y temperatura ambiental (20oC), realizando mediciones cromatográficas en el

mismo intervalo de tiempo descrito anteriormente.
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La estabil¡dad de OTC se evaluó por la var¡ac¡ón en las bandas de absorc¡ón

del espectro de OTC a cada uno de los tiempos descritos.

2.4.4. Estudio de recuperación de OTC

Previo a la elección de la muestra para el estudio de recuperación, se determinó

la concentración de Ca*2 y Mg*2 en ocho muestras de sedimento marino. Se escogió

dos de cada zona. La determinación del contenido de Calcio y Magnesio se realizó de

acuerdo al procedim¡ento en la literatura (lnstituto de investigaciones agropecuarias,

2000).

Se escogió una muestra de sed¡mento marino, cuya concentración de Ca*2 y

Mg*2 fue considerablemente alta.

Para el estudio de recuperación de OTC se procedió de la siguiente manera:

r' Se pesó 1 g de la muestra de sedimento en balanza analítica y se almacenó en

un tubo de centrifuga de propileno, cubierto en papel aluminio.

r' A continuación se ad¡cionaron 500 UL de una estándar de OTC 20 ppm.

/ Posteriormente el tubo fue guardado a 4oC durante un periodo de 30 min, para

permitir la absorción de OTC en la matriz del sedimento.

r' Terminado el tiempo de absorción la muestra es sometida a extracción como se

indica en el punto 2.4.5.
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2.4.5. Extracción dE muestras de sedimentos

Previo a la extracción, las muestras de sedimento fueron tamizadas en tam¡z

fino de 63 pm de diámetro de poro. Durante todo el proceso de extracción es

importante mantener las siguientes condiciones: Temperatura ¡nferior a 15 oC y tubos

absolutamente a¡slados de la luz. Esto permitirá que el antibiótico no se descomponga

antes de su análisis.

La extracción se llevó a cabo de acuerdo a los sigu¡entes pasos:

r' Se pesó 1 g de sedimento en balanza analítica y se almacenó en un tubo de

centrifuga de prop¡leno, cub¡erto en papel aluminio.

/ Se adicionaron 3 mL de NazEDTA 0,1M pH 4 en Buffer Mcllvaine.

/ Se da inicio a la extracción mediante homogen¡zac¡ón durante 120 min, en un

ag¡tador a 250 revoluciones/seg.

/ Finalizado el periodo de agitación el tubo con Ia muestra es introducido en un

baño de ultrasonido durante l0 min.

r' Posteriormente la muestra es centrifugada durante 30 min a 4000 rpm.

/ El sobrenadante es traspasado con pipeta Pasteur a un tubo l¡mp¡o, y el sólido

residual se extrae nuevamente durante 60 min con 2 ml de Na2EDTA pH 4 en

buffer Mcllvaine.

r' Finalizados los 60 min, la muestra es sonicada 5 min y centrifugada por 30 min

a 4000 rpm.

r' Ambos sobrenadantes son mezclados y filtrados a través de un filtro de

diámetro 25mm y 0,45 pm de tamaño de poro.

r' F¡nalmente los extractos fueron analizados por HPLC-PDA.
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En forma independiente, la recuperación de OTC desde muestras de sedimento

fue eva¡uada también con MeOH y Buffer Mcllvaine pH 4 como agentes extractanles.

aplicando el procedimiento descrito antenormente.

2.4.6. Condiciones cromatográficas

/ Fase Móvil: ACN (Grado HPLC) con H:PO¿ 0,001 M (pH 3) en proporción

15:85 v/v

/ Veloodad de Flujo: 1 mumin

"' Volumen de lnyección: 20 UL

"' Longitud de onda:270 nm

/ Desgasificaoón de solventes: Helio Extra puro (composición 99,995% He, O: <

5ppm, H2O . 2ppm; 100 ml/min)

2.4.7. Determinación por TLC - RP

Para la determ¡nac¡ón por TLC-RP todas las muestras fueron extraídas de

acuerdo al proced¡miento descrito en el punto 2.4.1. Posteriormente se redujo el

volumen de los extractos, llevándolos a sequedad ba.Jo corriente de Nitrógeno. A

continuac¡ón las muestras fueron resuspend¡das en 1 mL de MeOH, procurando

disolver totalmente la muestra.

Se preparó cinco estándares de OTC en concentraciones de '10, 20, 30, 50 y

lOO mg/L. Para esto se tomaron 0,5, 1, 1.5 y 2,5 mL de solución Stock B (100 mg/L) y

se aforó a 5 mL con MeOH. Estas soluciones fueron utilizadas como referencia, junto a

las muestras de sédimento marino para el análisis por TLC.
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Mediante un capilar fino, abierto en ambos extremos, se extrae una pequeña

cantidad (aprox. 1 cm del capilar) de la solución que contiene la muestra. A través de

un movim¡ento ráp¡do se toca levemente la superficie del absorbente en la placa con la

punta del capilar, a una distanc¡a no menor a 0,5 cm de los bordes (inferior y lateral),

pudiendo apreciar el punto de aplicación a simple vista.

El desarrollo de las placas se llevó a cabo en una cámara cromatográfica

(21x11x7cm), utilizando como eluyente MeOH con gotas de CHC|3. La placa se ub¡có

en forma vert¡cal en la cámara cromatográ,f¡ca. Se debe verificar que el eluyente no

toque la placa en el punto de aplicación de la muestra.

El revelado de las placas se llevó a cabo bajo lámpara UV a longitud de onda

corta, 260 nm. Es conveniente marcar con lápiz grafito las manchas que se observen

en la placa y el recorr¡do final del solvente. Dicho esto, los valores de Rf son calculados

utilizando la ecuación 2.4.7.a.

Rr = D¡stanc¡a recorrida Dor el comDuesto de6de el Dunto de aplicac¡ón
Distanc¡a recorrida por el eluyente

(2.4.7.a',t
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2.4.8. Tratamiento de datos

En este trabajo se determinaron |os siguientes parámetros analiticos:

r Límite de detección (LD)

Este valor representa aquella concentración que proporc¡ona una señal en el

instrumento significativamente diferente a la señal del blanco o línea base. S¡ b¡en esta

definic¡ón dela un margen amplio en la estr¡cta def¡n¡ción de lím¡te de detección,

comúnmente se utilrza como: señal del blanco más tres veces la desviación estándar

del blanco. En métodos cromatográficos de anál¡sis, donde el pico corresponde al

anal¡to, debe ser distinguido de la linea base cromatográfica. Una opción para su

determinación es m¡diendo el ru¡do del cromatograma, de al menos 3 blancos

sometidos a todo el proceso analít¡co de extracción. En esta oportunidad, la

determinac¡ón del LD en unidades de concentración se realizó a través de un análisis

de varianza de la regresión lineal, del cual se obtuvo un valor de error tipico y un

coeficiente de la var¡able X1. A partir de la ecuación 2.4.8.a. se calcula el LD del

instrumento.

LD = {3. Error típico XrI' lQÉ
Coef. Variable Xl

(2.4.8.a)

. Limite de Cuantificación (LC)

Conesponde a la concentración mínima de anal¡to que puede ser determinada

de manera cuanüta§va, con un nivel aceptable de exactitrd y precisión. Comúnmente
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es establecido a través de una muestra o un material, ub¡cando un faclor 10

reemplazo de 3 (ecuación 2.4.8.b), y así multiplicar la señal del blanco o línea base.

(2.4.8.b)

. Porcentaje de Recuperación

Procedimiento que establece la relación entre el valor obtenido por apl¡cac¡ón

de un método de ensayo a un material de referencia y su valor teórico o esperado.

Cuando Ia recuperación no es cercana al 100%, establece la desviación del válor real,

que nos permite corregir Ios resultados obtenidos o mod¡f¡car el método con el fin de

mejorar la recuperación. La ecuación utilizada en la determinación de la recuperación

es la 2.4.8.c.

Yo Recuperación = (Gr_-§d'i100
Cs

(2.4.8.c)

Coef. Variable X1
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III, RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo fue orientado al desarrollo de un método cual¡tat¡vo para extraer y

detectar residuos de OTC presentes en los sedimentos mar¡nos. Las primeras pruebas

fueron orientadas al estudio de la estabibilidad OTC, y así establecer óptimas

cond¡c¡ones de trabajo en laboratorio.

3.1. Estabilidad de OTC en condic¡ones ambientales (Luz de día a 20'C) y a 4oG.

Las primeras pruebas fueron realizadas en condiciones amb¡entales. La tabla 4

muestra la var¡ación de 4 med¡das del total realzadas. Este resultado concuerda con

documentos publicados donde se informa que OTC es fotosensible e inestable a

tiempos prolongados de exposición a temperatura amb¡ente (Oka y col. 2000).

Tabla 4.- Estabilidad de OTC en condiciones ambientales.

Tiempo de oxposic¡ón
(m¡n) tR (min) I de absorción (nm)

0 3,21 215,3-269,4-355,0
60 3,14

6,16

268,4 - 355,0

271.4 - 337.8

120

¿,cJ

3,07

6,08

229

210,3 - 290,3

233,7

4320 (3 días) 2,35 256,5

De acuerdo a la

condiciones ambientales.

Tabla 4 es posible afirmar que OTC se descompone en

Evidencia de este resuhado es la variación de los tiempos de
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retención y las longitudes de onda de absorción de OTC. Se aprecian nuevas señales

a distintos tiempos de retención, y un corrimiento y desaparición de bandas de

absorción en los 4 tiempos presentados, lo que explicaría la desaparición o

transformación de ciertos grupos cromóforos en la molécula OTC.

A continuación las Figuras '13 y 14 muestran los espectros de absorción

correspondientes a OTC en tiempo cero y después de 3 días de exposición.

F¡gura 13.- Espectro de absorción medido tiempo cero en condiciones ambientales.
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Figura 11.- Espectro de absorción med¡do 3 dlas después de la expos¡c¡ón en

cond ¡cion es a mb ie nta les

De acuerdo a estos espectros es posible apreciar que las bandas de absorción

de OTC son absolutamente diferentes después de 3 días de exposición, lo cual explica

la inestabilidad de OTC en estas condiciones.

El estudio a 4oC mostró que la estabilidad de OTC se mantiene en todo el

intervalo de t¡empo. Los tiempos de retención y longitudes de onda de absorción de

OTC revelaron que no hay descomposic¡ón en estas cond¡ciones. La tabla 5 muestra

los resultados de estab¡lidad a 4oC á 0, 60, 120 y 4320 min.
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Tabla 5.- Estabilidad de OTC a 4oC.

De acuerdo esta tabla, es pos¡ble apreciar la estabilidad de OTC, ya que tanto

las longitudes de onda de absorción como los tiempos de retenc¡ón no experimentan

variación-

Los leves corrim¡entos aprec¡ados tanto en las long¡tudes de onda como en los

tiempos de retención son atribuidos a pequeños cambios en la polaridad de solventes,

pH, o bien por detalles estructurales que contiene la molécula (Skoog y Leary, 1994).

A continuación las Figuras 15 y 16 muestran los espectros de absorción

corespond¡entes a OTC en tiempo cero y después de 3 días a 4oC, donde es pos¡ble

corroborar que el comportam¡ento de los tres máximos de absorción se mantuvo,

ind¡cando que los grupos cromóforos no sufren transformación alguna.

0 3,04 215.2-268.2-355,0

ou 3,13 217 .5 - 269.4 - 356.2

120 3,12 216.3-269.4-355.0

4320 (3 dias) 3.02 216.3-270.6-355.0
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F¡gun 15

Espectro de absorción

medido a tiempo cero a 4oC.

Figura 16

E9pectro de absorc¡ón

med¡do 3 dÍas deEpués, a 4oC

Las bandas de absorción aproximadas a216-27O y 355 nm, presentes en los

espectros de las figuras 13, 15 y 16, conesponden a los grupos cromóforos presentes

en la molécula de OTC. Siendo el pH de trabajo igual a 4 y de acuerdo a los valores de

pKa de OTC (Qiang y Adams ,2OO4), la especie predominante de OTC se presenta en

la f¡gura 17.
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Figun 17.- Espec¡e prcdominante de ATC a pH 4 (se mantiene la designación con letras A, B,

C y D de los anillos fundidos de OTC, de acuerdo a referencia Qiang y Adams, 2004)

De acuerdo a la figura 17, el aníllo D de OTC es un fenol cuya absorción en el

UV estaría próxima a los 216 nm. El sistema cetona cr, p insaturada entregaría una

banda de absorción próxima a los 270 nm. Ahora b¡en, la carga negativa en C4 - O-

puede sufrir deslocalización a los sistemas conjugados en el anillo A, formando tres

estruciuras resonantes, sistemas que desplazarían el máximo de absorción hacia una

longitud de onda mas larga, por lo tanto la banda a 355 es asignable a este sistema. La

figura l8 muestra las estructuras resonantes de OTC a pH 4.
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Figura 18.- Estructuraa resonantes de OTC a pH 4.

Finalizado esie estudio es posible afirmar que la estabilidad de OTC se ve

afectada en condic¡ones amb¡entales, ya que las bandas de absorción fueron variando

en el tiempo, además de apreciar nuevas señales a distintos tiempos de retención. Sin

embargo, a 4 oC y proteg¡da de la luz la estabilidad se mantuvo al menos por tres días.

Por lo tanto es preciso ajustar estas condiciones para una determinación ópt¡ma

(muestras cubiertas con papel aluminio para evitar el contacto con la luz, manten¡endo

la temperatura lo más cercana a 4"C en cada etapa de extracción).
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3.2. Aiuste de fase móvil

Se realizaron pruebas con distintos solventes (orgánicos y acuosos) y en

distintas proporciones (Ver Tabla 6). Se utilizó como estándar de prueba una solución

OTC 3 mgil.

Tabla 6.- Fases móviles de prueba (% v/v)

De todas las pruebas realizadas, la fase móvil con mejores resultados fue la

No5, compuesta por una mezcla 15:85 de ACN/H2POa, mostrando un tiempo de

retención de 3 min y con una señal bien definida.

Fase
Móvil MeOH ACN

Ac¡do
Acét¡co
(0.01Mt Agua

Ac¡do Orto
fosfórico
(0,00,lM)

30 70

2 20 80

J 30 50

4 24 76

5 t5 85

6 50 1 49

7 70 1 29

I 65 1 34

I 75 I 24

10 50 48

11 40
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3.3. Metodología de análisis

3.3.1. Curvas de calibración

Se ensayaron curvas de cal¡bración en distintos solventes (MeOH,

MeOH/EDTA-Buffer pH 4, MeOH/Buffer, MeOH/H2O desionizada), las que no

mostraron un comportamiento lineal (R2 < 0,8). Sin embargo, utilizando fase móvil

seleccionada previamente para alorar los estándares se logró establecer la linealidad

de la curva (R'z < 0,996).

La curva de cal¡brac¡ón fue medida por triplicado, graficando los valores

promedio de áreas correspondientes a cada estándar. La tabla 7 presenta las áreas

promedio a cada concentración, el límite de detección y límite de cuantificación.

Tabla 7.- Datos de la curva de calibración de OTC

Concentrac¡ón fmo/LI A fuv/soo)

0,05 <LD

0,'r 3584

0,5 4682

10871

3 21226

35806

LD (mo/L) o,o77

LC (mq/L) 0.257

La ecuación de la curva de calibración es:

Y=6538,74X +2679,42

44
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donde m = pendiente = 6538,74; n = intercepto = 2679,42; y el factor de correlación es

de 0,996.

A continuación la figura 19 y 20 muestran el cromatograma y espec{ro de

absorción de un punto de la curva de calibración.

Figura 19.- Cromatograma estándar de OTC de 3 mg/L, obtenido a 260 nm.
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Figun 20.- Espectro de Absorción ejtándar de OTC 3 mg/L.

El cromatograma y espectro de absorción del estándar de OTC 3 mg/L de la

curva de calibración fueron presentados para describir el comportamiento de este

ant¡b¡ót¡co, el cual se mantuvo en todos los puntos de la curva-
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3.3.2. Eficiencia de la extracción de OTG desde sedimentos mafnos.

La eficiencia de la extracción se evaluó en base a la recuperac¡ón de OTG

desde muestras de sedimento marino. Las pruebas de extracción realizadas serán

presentadas en tres etapas de acuerdo al resumen de la Figura 21.

l------------r\
lr------------)li

I
- Mala recuperación

1' Etapa

(Muestra 26-l)
Sedimento marino

Condiciones Reduotoras
Matríz altamente contaminada

2'Etapa

Sedimento de Rio
Condiciones oxidantes

Contenido bajo de Cat2 y Mg*2

- Meior recuoerac ión..4>- - MuesÚa no representativa

- Determinm Ca+2 y Mg*2 en

sedimento ma¡ino

I Determinación de la

I concenrración de Ca-2 y Mg 2 
i

I en muestras de sedimento marino I

.-.,> - Crflculo del contenido
de Can2 yMgú

3'Etapa

(Muestra 67-l)
Sedimento ma¡ino

Condiciones Oxidantes
Contcnido alto de Ca+2 y Mg+2

F¡gura 21.- Resumen de etapas para optimización de la recuperación de OTC.
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. Primera Eta0a

En el transcurso de este trabajo se evaluaron tres extractantes, todos con

modos de acción diferente sobre el complejo de OTC en el sedimento. En primer lugar,

Naz EDTA-Buffer Mcllvaine pH 4, con la función específica de ocupar el lugar OTC en

el sedimento, formando un complejo de mayor estabilidad (Arias y Col., 2005;

Pouliquen y Col., '1992); en segundo lugar, Buffer Mcllva¡ne pH 4 para evaluar la

biodisponibilidad de OTC a este pH; y en tercer lugar, MeOH induciendo la ruptura de

las interacc¡ones de OTC en el sedimento por disolución en solvente orgánico-

En una primera instancia, los resultados mostraron porcentajes de recuperaiÍón

muy bajos, encontrando en algunos casos muestras sin recuperación. Los valores de

recuperación oscilaron entre 0 y 13o/o (ver Tabla 8), siendo estos valores inaceptables

para la propuesta de un método analítico.

Tabla 8.- Primeros resultados de % recuperación de OTC.

Utilizando como extractante solvente orgánico (MeOH), las recuperaciones

fueron inferiores al 1olo, por lo tanto no son considerados en este trabajo.

Sodimanto
enfiquec¡do

[ ] orc

26-1 200 '100
Na2EDTA

Buffer Mcllvaine pH4 12,3

26-1 200 5
Na2EDTA

Buffrer Mcllvaine pH4 8,1

26-1 200 Buffer Mcllvaine oH4 t.¿
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Las bajas recuperac¡ones, en este cáso, podrían estar altamente influenciadas

por las características reductoras (redox negativo) de esta muestra en particular. Esta

muestra fue escogida considerando que, para los estándares ac{uales de cumplimiento

ambiental de la industr¡a del salmón, un s¡t¡o con oondiciones reductoras es clasificado

como contaminado. Además, la concentración de Ca*2 y Mg*2 en la muestra 26-1 no

fue determinada.

. Sequnda Etapa

Considerando estos factores, se procedió a evaluar otra muestra con

condic¡ones oxidantes (redox positivo) y tomando en cuenta sus contenidos de Ca*2 y

Mg*2, considerando el rol de estas especies en la formación de complejos con

Na2EDTA.

Se dispuso de un sedimento de rio alternativo, no perteneciente a las zonas en

estudio y por lo tanto 100% seguros de la ausencia de antib¡ót¡co. La composición

química de este sedimento es presentada en la Tabla 9.

Tabla 9.- Composición química de sedimento alternativo

pll %M.O, Eh {mv) ca'? lmzlkzl lvls" (ms/ksl
Sedimento
alternat¡vo 7,4 0,5 147,7 24,6 1,4

Las pruebas de recuperación en esta ocasión mejoraron, llégando a una

recuperación de 35,6%. Sin embargo, estos resultados no aseguran representatividad

en las muestras, ya que la rñattiz de sedimento de río difiere bastante de una matriz de
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sed¡mento marino (geomorfología, clima, profundidad, caracteristicas ¡nternas de la

matriz, etc.). Es necesario probar la recuperación en un sed¡mento marino de

composición quÍmicas s¡milar al sedimento alternativo.

r Tercera Etapa

Considerando lo expuesto anteriormente, se escogió una muestra de sedimento

marino con condiciones oxidantes y con alta concentración de Ca*2 y Mg*2. La Tabla 10

muestra el resultado de las concentrac¡ones de Ca*2 y Mg*2 obten¡das en las muestras

de sedimento marino.

Tabla 10.- Concentración de Calcio y Magnesio en muestras de sedimentos marinos.

Reloncavi 'l'l _2
202

33,8

21.7

27,5

48,8

Calbuco 36-2
67-1

'12,3

55,9

27,4

60.81

Caslro 78-1

83-1

6,6

7.4

18,62

15.83

Quellón 126-1

144-'l

6,8

22,2

18,0'l

64.5

La muestra de sedimento marino seleccionada para las pruebas de

recuperación fue la 67-1. Sus características y composición química son presentadas

en la Tabla 1 1.
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Tabla l,l.* Parámetros de muestra de sedimento marino escog¡da.

Por otra parte, la necesldad de optimizar el método de extracción, llevó a

aumentar los tiempos de agitación, sonicado y centrifugación en el proceso de

extracción, estableciendo finalmente las condiciones descritas en el punto 2.4.4.

La tabla 12 presenta un resumen con los resultados obtenidos con la muestra

67-1.

Tabla 12.- Resultados con la muestra 67-1.

* La concentración de las muestras fue calculada reemplazando las áreas en la

ecuación 3.3.1"a. de la recta de la curva de calibración.

Para calcular el % de recuperación se utilizó la ecuación 2.4.6.c. Los resultados

son presentados en la Tabla 13.

Muestra de
sedimento pH %M.O, Eh (mv) ca-'{mglkg} lr¡g-' (melks)

67 -L 7,4 ?,4 160 55,9 60,81

Sed¡mento
enriquec¡do

Volumon Estándar
OTC adicionado (uL)

[ ]deoTc
adic¡onado

(mo/L) Extractante
A

{mV/eeo)
tr

{mq/L}

o/- | 500 20

Na2EDTA-
Buffer

Mcllvaine pH4 62464.3 9,14

67-1 500 20
Buffer

Mcllvaine DH 4 27703,1 3,83
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Tabla 13.- Resultados de 7o recuperación con la muestra 67-1.

Este resultado deió en evidencia que tanto la composición química, como un

mayor tiempo en las etapas de extracción son determ¡nantes para mejorar la

recuperación. Una mayor concentración de cationes metálicos y un potencial redox

intermedio en el sedimento marino pueden estar favoreciendo la quelación de OTC,

evitando su pronta descomposición.

Por otra parte, es probable que la prolongac¡ón de los t¡empos en las etapas de

extracción haya permitido una mayor ¡nteracción del extractante con la matriz,

favoreciendo la liberación de OTC a la solución.

La Figura 22 y 23 muestran el cromatograma y espectro de absorción de la

muestra 67-1 extraída con Na2EDTA-Buffer Mcllvaine pH 4 (Ver tabla 13). El

cromatograma de la muestra recuperada (fi¡. 22) presenta una señal con tiempo de

retención 3,18 min; y el espectro de absorción (fig.23) presenta máximos en 216,3,

269,4 y 355,0 nm. Al comparar estos valores con los del estándar de OTC 3 mg/L

(tn =3,2 min; trn,o = 216,3 - 269,3 - 355,0) es posible afirmar que efectivamente la

muestra recuperada conesponde a OTC-

Sedimento enriquoc¡do Extractante % do Rccuperac¡ón

67-1 EDTAJBuffer Mcllvaine pH4 45.7

67-1 Buffer Mcllva¡ne pH 4 19,1
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Figura 22.- Cromatograma muestra 67-1 recuperada.

Figura 23.- Espectro de absorción muestra recuperada de OTC.
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3-3.3. Extracción de muestras de sedimentos marinos

Las cinco muestras de cada zona seleccionadas (Ver Anexo, tabla '17) fueron

extraídas y medidas siguiendo el procedimiento descrito en el punto 2.4.4.

Sabiendo que, el estándar de OTC tiene un tiempo de retención promedio de

3,1 min y su espectro de absorción muestra máximos aproximados en 216,27O y 355

nm, se hace un análisis comparativo de los datos en muestras de sedimento marino.

Los resultados de las muestras son presentados en las tablas a continuación.

Tabla l¿ta.- Muestras de sedimento marino en Reloncaví

Muestra tR (minl

0,97

2,S6

4,74

262,3

254

219,9 - 367,9

10-2

1,01

4,35

5,12

250,5
286,0 - 332,3 - 351,4 - 384,7

231 .6 - 276.5 - 307 .5

16-3

0,99

1 ,25
4,35

5.15

255,2

263,5 - 333,5 - 360,3 - 376,3

286,0 - 338,0 - 360,3 - 382,3

229.3-284.8-307.3

20-2

1 ,03
LÁ7

257 ,6

219,9 - 284,8 - 346,6 - 366,7

231.6 - 282.4 - 303,8 - 320.4

24-2 1 ,O2

4,36

255,2

284,8 - 337,1

OTC - 3 mc/t 3,r 216.3-269.3-355.0
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Tabla 14b.- Muestras de sedimento marino en Calbuco

Tabla l4c.- Muestras de sedimento marino en Castro

Muestra tn (min)

30-1

0,989

1 ,553

4.424

256,4

256,4

275.3-352.6-365.5

36-2 1,014

1 .291

249,3

265.8 -320.4 - 350.2 - 371,5

48-2 4,586 223.4 -271.7 - 287.1 -345.4-371.5

oJ- ¡ 1,008 255,2

o/- t 1 ,424 255,2

OTC - 3 ms/t 3,t 216,s-259,3-355,0

Muestaa tn (min) L., de absorción (nml

78-2 1 ,3'15 211.6 - 324.0 - 339,5 - 356,4

83-'t 1,035 256,1

96-2 1 ,O24

1.148

254,0

256,4

101-3 1 ,024

1.374

254

264,6 - 376,3

116-1

4,825

5,845

6,308

223,4 -280,0 - 341,9 - 370,3

256,1 - 333,2

226.9 -270.6 - 322.8 -373,9

OTC - 3 mc/t 3,1 2f6,3-269,3-355,0
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Muestra tn (min) L., de absorción {nm}

126-1 0,978

1,505

259,9

258,7

133-1

1 ,O41

3,758

4,794

5.529

259,9

255,2

254,0 - 286,0 - 344,3 - 370,3

221.0 - ?U.8 - 37 1.5 - 384,0

144-1

1,014

1,328

3,054

3,277

5,354

256,4

212,48 - 264,8 - U9,0 - 371,5

255,2

223,4 -276,5

221 ,O - 282,4 - 366,7

152-1 1,032

4,947

255

223.4 - 286.0 - 369.1

160-1 1 ,036 254

OTC - 3 mclL 3,1 216,3-269,3-355,0

Tabla 14d.- Muestras de sedimento marino en Quellón

De acuerdo a los resultados expuestos en las 4 tablas anteriores, fue posible

af¡rmar, por comparac¡ón de datos de 4,,. y tR, que ninguna de las muestras presenta

OTC en su forma act¡va.

Es probable que debido a la inestab¡lidad de OTC, esta se encuentre

mod¡ficada estrucf uralmente o como antibiótico descompuesto, lo gue explicaría la

presencia de máximos de absorción similares a los de OTC en algunas muestras (16-3,

144-1 y 152-1; tablas 14a y 14d); y en otros casos bandas que no s¡guen este patrón,

pero muestran al menos un máx¡mo bien def¡nido (muestras 24-2 y 101-3; tabla 14a y

14c).
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Por otra parte, debido a que la matriz del sedimento marino es muy compleja,

existe la posib¡l¡dad de extraer otro tipo de compuestos orgánicos (por ejemplo,

sustancias húmicas), que absorben en el UV. Una forma de afirmar o descartar la

presencia de antibiótico en otro estado es analizando los compuestos de degradación o

bien especies estructuralmente modificadas, prueba que no fue realizada en este

trabajo,

Las figuras 24, 25, 26 y 27 muestran un cromatograma de una muestra de

sedimento marino de cada zona, donde se comprueba la ausencia de OTC. Además,

para mayor claridad de lo expuesto en el párrafo anterior, se realizaron coinyecciones

de 500 pL de estándar de OTC 3 mg/L a las muestras.
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Figura 24.- Cromatogramas comparativos; 16-3 v/s 16-3/coinyección 3 mg/L OTC.

,i ';;:

an¡. i
6,H!
nHi
aúil-
q.fl,1l

to" ,

e,aE

e¡¡c.:

á#-
!&-
táta--

6.ffi:

*e:-: _.

4.i

OTE
I

El cromatograma inferior presenta 2 señales en 4,3 y 5,1 min. Al comparar los

máximos de absorción y los tiempos de retención de ambas señales con los datos de

un estándar de OTC de 3 mg/L (Tabla 14a) es posible confirmar la ausencia de OTC

en su forma activa en el sed¡mento marino. Este resultado es corroborado mediante la

coinyecc¡ón de un estándar de OTC 3 mg/L a la muestra 16-3 (cromatograma super¡or)

donde aparece la señal de OTC a un tn de 3,8 min.

d.úl{ l

é {*t ,

á8tá

í.Éll¿.

s.árE

ir|t
É écr

at&

4Éér

fcÉ¿

58

¿fi ¡,rt !,{E



Figura 25.- Cromatogramas comparat¡vos; 67-3 v/s 67-3lcoinyecc¡ón 3 mgil OTC

El cromatograma inferior no presenta señal correspondiente a OTC y ningún

otro tipo de señal. Para confirmar la ausencia de OTC en la muestra se coinyectó un

estándar de OTC 3 mg/L, cuya señal se observó claramente en el cromatograma

superior-
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Figura 26.- Cromatogramas comparat¡vos; 116-3 v/s 1 16-3/coinyección 3 mg/L OTC.

Este caso muestra un resultado similar a la muestra 16-3. El cromatograma de

la muestra 116-3 (inferior), presenta 3 señales en 4,8, 5,8 y 6,3 min respectivamente.

Al comparar tiempos de retención y máximos de absorción con un estándar de OTC 3

mg/L es posible conf¡rmar la ausencia de OTC en su forma ac{iva. La coinyección de

un estándar de OTC (cromatograma super¡or) conoboró la ausencia de antibiót¡co en la

muestra 1 16-3.
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F¡gura 27.- Cromatogramas comparativos; 1 33-1 v/s 133-1/coinyección 3 mg/L OTC.
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El cromatograma de la muestra 133-1 muestra 3 señales claras en 3,7 , 4,7, 5,5

min respectivamente. A simple vista la señal en 3,7 min podría corresponder a OTC,

pero esta posibilidad es descartada al comparar los máximos de absorción de esta

señal con los valores de OTC coinyectada en la muestra 133-1 (Cromatograma

superior), donde se confirmó que no son equivalentes.
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3.3.4. Detección de OTC por TLC-RP

Para verificar si era posible detectar OTC por TLC-RP se utilizó un estándar de

OTC 1000 mg/L (Solución Stock A; vet 2.4.1), prueba usada tamb¡én para ajustar el

solvente de eluc¡ón, en la obtenc¡ón de un buen Rf.

Una vez desarrolladas las placas el revelado fue hecho bajo lámpara UV a 260

nm y el análisis comparativo fue llevado a cabo med¡ante los valores de Rf de cada una

de las muestras. El resultado de esta prueba es presentado en la figura 28.

Figura 28.- Placa cromatográftca de estándar de OTC 1000 mg/L.

De acuerdo a la f¡gura 28 se confirmó que es posible detectar OTC a través de

este método. Ahora bien, el uso de MeOH como eluyente para el desarrollo de las

placas cromatográficas, entregó un buen resultado de Rf (Rf aproximado a 0,5).
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Suponiendo que la cantidad de OTC presente en los sedimentos fuera mucho

menor a 1000 mg/L, es necesario establecer qué tan sensible es este método y definir

hasta que e¡ncentración será posible detectar. Para esto se desarrolló una placa con

estándares de OTC en 5 concentraciones d¡stintas (100, 50, 30, 20 y 10 mg/L). Los

resultados de esta prueba se presentan en la figura 29.

ltll

Figura 29-- Placa cromatográfica de estándares de OTC 100, 50, 30, 20 y 10 mg/l-

El Rf que presentan las muestras de OTC es de 0,5. Ahora b¡en, esie análisis

permit¡ó establecer que mediante este método solo será posible detectar

concentraciones ¡guales o superiores a 20 mg/L-
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A continuación se llevó a cabo el análisis de 20 muestras seleccionadas de

sedimento marino (Ver Anexo, tabla 17). En las placas cromatográficas fue agregado

también un estándar de 20 ms/L de OTC, para el análisis por comparación de Rf' Esta

prueba se realizó por duplicado, estud¡ando en segunda instancia las 13 muestras que

en la primera prueba revelaron compuesto. Los resultados son presentados en la

figura 30 y 31.

;:.-" aE É n

Nlúestras R€abs

Figura 3O.- Placa cromatográf¡ca de 20 muestras de sedimento marino y

estándar de OTC 20 ng/L.

2ü
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37.- Placas cromatografica de 13 muesfras de sedimento marino y Estándares de OTC

10, 50, 30 y 20 ng/L.

La Tabla 15 presenta los valores de Rf de las 13 muestras que revelaron un

determinado compuesto, además de los valores de Rfde cada uno de los estándares.
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Tabla 15.- Valores de Rf en muestras de sedimento marino y estándares de OTC.

Muestra Rf

tlt-1 0,48

16-2 0,49

24-1 0,48

30-1 0,48

48-2 0,48

67-1 0,48

83-1 0,48

101-3 0,48

116-3 0,48

126-1 0,48

133-1 0,48

144-1 0,48

152-1 0,48

OTC-100 ms/L 0,55

OTC-50 ms/L 0,55

OTC-30 msrl 0,55

OTC-20 mo/L 0,55

En primer lugar, al observar las placas (Figura 30 y 3l) fue pos¡ble notar que las

manchas correspondientes a los estándares de OTC se encontraban sobre el resto de

las manchas reveladas, por ¡o tanto el compuesto detectado en las muestras no

conesponde a OTC. Este resultado fue corroborado al comparar los valores de Rf de

OTC con el resto de muestras, los cuales difieren notablemente.

Es muy probable que el compuesto desconocido detectado conesponda a una

espec¡e descompuesta de OTC, o b¡en a un compuesto orgánico propio del sedimento

marino.
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F¡nalmente el Screening por placa fina permitió detectar y descartar, de manera

cualitativa la presencia y ausencia de OTC en concentración mayor o igual a 20 ppm,

en las 20 muestras de sedimento marino seleccionadas.
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IV, CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este trabajo mostraron que los objetivos

planteados en un comienzo, fueron logrados prácticamente en su totalidad. De acuerdo

a esto, es posible plantear las siguientes conclusiones:

1) Las pruebas de estabilidad de OTC, en condiciones ambientales (Luz de día a

20"C) y bajo refrigerac¡ón (4"C), mostraron que OTC es ¡nestable en

condiciones ambientales, sin embargo mantiene su estabilidad a 4oC y cubierta

de la luz. Esta prueba permitió establecer condiciones óptimas de trabajo.

2) El estudio previo de fase móvil permitió definir la composición y los tipos de

solventes que entregaron los mejores resultados en los cromatogramas

(H3POy'ACN - 85:15 v/v), es deeir una señal en un tiempo de retención

razonable, sin ¡nterferentes y con buena resolución.

3) El estudio de recuperación de OTC mostró que, entre los 3 sistemas de

extracc¡ón probados (Na2EDTA,/Buffer Mcllvaine pH 4; MeOH y Buffer Mcllvaine

pH 4) el de mejor resultados fue Na2EDTA con amortiguador Mcllva¡ne pH 4.

Sin embargo, al final del trabajo se comprobó que el método no es altamente

efectivo, ya que la recuperación de OTC llegó a un 45,7%.
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4) El análisis a las muestras de sedimento marino reveló que, n¡nguna de ellas

presentaba OTC en su forma activa. Sin embargo, fueron detectadas otras

señales en el cromatograma, las cuales pueden corresponder a OTC

degradada, modificada estructuralmente, o bien a otro tipo de antibiótico.

5) De acuerdo a las características físicas y químicas medidas al momento del

muestreo, es posible afirmar que las muestras presentan un alto grado de

descomposición (fuerte olor a H2S, Bajo conten¡do de M.O. y potenciales redox

extremos), lo cual favorecería la degradación de OTC.

6) La ausencia de OTC en los sedimentos marinos no sólo debe atribuirse a la

posible degradación de la molécula; la baja recuperación mostró que el método

no fue el más adecuado, por lo tanto la detección de OTC en pequeñas

concentraciones estará limitada por la baia efectividad del método.

7) A través de un Screening por TLC-RP fue posible establecer que, si existiera

OTC en los sedimentos marinos, la concentración debe ser inferior a los 20

mg/L, pues la sensibilidad de este método perm¡tía detectar sólo

concentraciones de OTC iguales o superiores a los 20 mg/L. Sin embargo, este

método permitió detectar un compuesto desconocido de menor polaridad que

OTC, el cual debiera ser detectado por HPLC-PDA.
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8) Considerando las enormes cantidades de antibiótico adicionados cada año

(4OO.771 toneladas el año 2008) en CES y que aproximadamente un 70% del

fármaco termina depositado en los sedimentos marinos, descartar que si

existiera OTC como droga activa su concentración debe ser inferior a los 20

mgll, podría considerarse un resultado positivo en térm¡nos Ambientales.

9) Finalmente debido a los riesgos que @nlleva el uso ¡ntensivo de fármacos es

necesario que se determine, mediante estudios amplios y detallados, la

relevancia de los hallazgos presentados, tanto para la salud humana, como

también para el medioambiente.
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V. RECOMENDACIONES

Para el futuro desarrollo de un método cromatográfico analítico, capaz de

cuantificar OTC en sedimentos marinos, es fundamental obtener una buena

recuperación y asegurar que el método sea representativo. Para la optimización del

método es pert¡nente hacer las siguientes recomendaciones:

Realizar pruebas prolongando los tiempos en cada etapa de extracción.

Probar la recuperación a distintas concentraciones de Na2EDTA,/Buffer

Mcllvaine pH 4.

Probar el método en pH cercano a la neutralidad (pH medido en aguas en cada

punto de muestreo) y así estudiar la b¡odisponibilidad de OTC en estas

condiciones.

Optar por un extractante altemativo, que presente características similares a

Na2EDTA.

Disponer de compuestos derivados de OTC y estar en conocimiento de sus

productos de degradación, para un mejor análisis comparativo.

Por otra parte, además de suponer que, la ausencia de OTC se debe a

descompos¡ción o bien transformaciones estructurales en el sedimento marino, es

importante no descartar otros procesos físicos como solub¡lizac¡ón en la columna de

agua o dispersión por corrientes, los cuales pueden explicar la total ausencia en

estudios posteriores-

1.

2.

3.

4.

t
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VII. ANEXOS
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Tabla 16.- Parámetros medidos en terrenos en la columna de agua.

Zona
luluestra y

Centro Profundidad (m) T fc) pH

O: medido

(mqlL)

Potencial Rx (mV)

Corfes v/s ENH

ReloncavÍ

5-2 I C-2

10-2 I C-4

16-3 I C-7

20-1 I C-8

24-1 I C-9

48,3

41,4

17,g

43,9

42,9

11

11,1

11,6

11,5

10,9

/,o

7,5

7,6

7,7

7.2

0,8

ó,c

2,8

0,5

416

475

441

494

-5

Calbuco

30-l / ct0
36-2 I C-12

48-2 I C-15

63-1 I C-20

a7-1 I C-21

47 ,7

39,7

31,7

4,9

32.8

4,t a

1 1,6

12,1

13,6

11,9

7,6

7,8

7,8

7ó

7,9

2,9

4,1

4,3

4,8

4.1

165

380

314

330

363

Castro

78-2 I C-24

84-1 I C-25

96-2 I C-29

101-3/ C-30

116-3 t C-34

34,2

50

46,7

45

45

12,2

11,9

1 1,9

11,8

11,9

7,9

7,9

7,9

7,9

'?o

4,4

4,2

3,7

a^

3,2

391

u5
371

274

317

Quellón

126-1 I C-36

133-1 / C-38

144-1 I C41

152-1 I C-43

160-1 I C45

29,6

¿c,,)

36,7

23,7

28,5

11,6

11,4

12,3

12,3

11,8

7,9

10

'70

70

8

3,8

4,4

4,4

4,4

251

127

250

250

350

77



Tabla 17.- Parámetros medidos en terrenos en el sedimento marino.

Zona Toc pH Potencial Rx (mV)

Correq v/s ENH

%ú.o. Aparienc¡a

Reloncaví

5-2 I C-2

10-2 I C4
16-3 t C-7

20-1 I C-8

24-1 I C-9

48,3

41 ,4

17 ,9

43,9

42,9

't1

11,1

11,6

11,5

10,9

7,6

7,6

7,7

0,8

3,5

3,7

2,8

0,5

4't6

475

441

494

Calbuco

30-1 / C-10

36-2 I C-12

48-2 I C-15

63-1 I C-20

67-1

47,7
.1.O 7

31,7

4,9

32.8

11,4

1 1,6

12,1

13,6

11,9

7,6

7,8

7,8

7,9

7,9

2,9

4,1

4,3

4,8

4,1

165

380

314

330

363

Castro

78-2 I C-24

84-1 I C-25

96-2 I C-29

101-3 / C-30

116-3 t C-34

34,2

50

46,7

45

45

12,2

11,9

11,9

1'1,8

11,9

'70

7,9
70

7,9
10

4,4

4,2

3,7

3,4

1)

391

345

Jt I

274

317

Quellón

126-1 t C-36

133-1 / C-38

144-1 I C41
152-1 I C-43

'160-1 / C45

,OA

36,7

¿ó,I

28,5

11,6

11,4

12,3

12,3

'1r1,,8

7,9

7,9
'70

70

I

3,8

2,2

4,4

4,4

4,4

251

127

250

250

350
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