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Resumen

RESUMEN

En los Ultimos 30 afios la industria salmonera, tanto nacional como mundial, ha
crecido aceleradamente transformandose en una de las experiencias bio-tecnolégicas
mas exitosas. Sin embargo, este rapido crecimiento ha traido consigo diversos
problemas de tipo sanitario. Para enfrentar enfermedades de origen bacteriano, se han
utilizado diversos farmacos antimicrobianos de uso veterinaric mezclados con el
alimento, produciendo una gran contaminacién en el medio acuédtico con grandes

cantidades de droga acfiva.

Tanto esta contaminacion, como la presencia de antibiGticos en el producto
final, trae asociado problemas para la salud humana. Es por ello que existen
normativas vigentes en Chile y en los principales paises exportadores e imporiadores
de salmdn, que normalizan la cantidad méxima permitida de algunos antibioticos en

carne y piel de pescado destinadas al consumo humano.

En este contexto, es necesario disponer de métodos de determinacién

cuantitativos simples y de baja sofisticacion instrumental.

Durante la realizacién de esta tesis, se desarrollaron metodologias por
espectrofotometria derivada de primer orden, para la determinacion individual o
simultdnea de pares de los tres antibiticos cominmente utilizados en la acuicuitura

chilena, oxitetraciclina, acido oxolinico y flumequina. La proyeccion de la aplicacién de
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estos métodos, seria en alimento de peces, porque las concentraciones de estos
antibiéticos en estas matrices son mayores a los limites de cuantificacion encontrados

de 5,0x10° mol/L.

Por otra parte, se desarrollé un método analitico basado en la formacién de par
idnico para la determinacion de oxitefraciclina en misculo de salmén, utilizando una
técnica de determinacion sencila y de bajo costo instrumental como es la
espectrofotometria derivada. Para ello, se incorpord un colorante de gran conjugacidn,
violeta cristal-que interactué con oxitetraciclina en medio amoniacal mediante una
interaccién de tipo electrostética. Luego el par idnico fue extraido en cloroformo y la
evaluacion de la seiial analitica se realizd en dicho solvente por espectrofotometria

derivada de segundo orden.

La formacién del par idnico VC-OTC, se confimd por técnicas

espectroscépicas, *H RMN, célculos de Ty, resonancia bidimensional y por FT-IR.

La optimizacion de las variables fisicoquimicas y de extraccion se realizaron por
las metodologias univariables y por disefio experimentai factorial, en un rango de
concentracién del antibiético entre 4,0x107 y 20,0x107. De estas optimizaciones, se
obtuvieron los siguientes resultadas: concentracion de VC 1,5x10° moll,
concentracion de NHi 2,0x10*moll. (pH 9,010,2), volumen de extractante 6 mL y
tiempo de extraccién 4 minutos. De esta manera, se logré preconcentrar al antibidtico
obteniéndose limites de cuantificacién en muisculo de salmaén de 71 pg/Kg, los cuales
se encuentran bajo los limites maximos residuales de 100 pg/Kg, para oxitetraciclina,

que estipula |2 norma chilena para este tipo de matrices.




Abstract

ABSTRACT

Over the past 30 years the salmon industry, both domestically and globally, has
grown rapidly, becoming one of the most successful bio-technological experiences.
However, this rapid growth has brought diverse problem of sanitary type. To deal with
diseases of bacterial origin, several antibiotics veterinary has been used mixed with
food. These facts produce pollution in the aquatic environment with large amounts of

active drug.

These contaminations, along with the presence of these antibiotics in the final
product, produce human health problems. It is for this reason that Chilean law regulates
the maximum concentration allowed of some of these antibiotics in fish meat and skin

destined for human consumption.

In this context, it becomes necessary to have quantitative methods of
determination for this type of antibiotics, considering that these need to be simple, of

low instrumental sophistication.

During the realization of this thesis, methodologies were developed by
spectrophotometry derivative of the first order, for determining individual or
simultaneous pairs of the three antibiotics commonly used in the Chilean aquaculture,
oxytetracycline, oxalinic acid and flumequine. The projection of the implementation of

these methods, it is in food fish, because the concentrations of these antibiotics in these
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matrices are higher than the limits of quantification found of 5.0x10° mol/L.

On the other hand, an analytical methodology was developed, based on ion-pair
formation for the determination of oxytetracycline (OTC) in salmon muscle, using a
simple and inexpensive instrumental such as derivative spectrophotometry. In this
methodology incorporates the use of the well known dye crystal violet (CV), which
interacts with oxytetracycline by electrostatic interactions in an ammonia medivm. Then
the ion-pair formed is extracted into chloroform. The analytical signals were evaluated

in the same solvent by second order derivative specirophotometric technique.

The formation of the ion-pair CV-OTC was confimed by spectroscopic

techniques which included 'H NMR, two dimensions spectroscopy and FT-IR.

The optimizations of the physical-chemical and extraction variables were
performed by univariate and methodolegies for experimental factorial design, in a range
of concentration of the antibiotic between 4.0x107 and 20.0x107 molL. The
optimizations given the following results: VC concentration of 1.5 x10° molL,
concentration of NH3 2.0x10™* moV/L (pH 9.0  0.2), extracting volume of 6 mL and time
extraction 4 minutes. [n this way, we were able to obtain the antibiotic preconcentration
limits of quantification in muscle of salmon of 71 pg/Kg, which is below the maximum
residual of 100 ug/Kg, for oxytetracycline, which stipulates the standard for this type of

Chilean matrixes.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. ASPECTOS GENERALES

En el curso de los dltimos 30 afios la industria salmonera, tanto nacional como
mundial, ha experimentado una acelerada expansién, en cuanto a tecnologfa,
produccién y comercializacion. Chile, al tener un amplio borde costero, se ha
constituido en un importante productor y exportador de salmones, lo que hace que este
recurso sea de gran relevancia para nuestra economia. En la actualidad, Chile es el
segundo productor mundial de salmones, sélo superado por Noruega. De acuerdo con
un informe elaborado por Salmén Chile, las exportaciones totales de salmén y trucha
en el perfodo enero a noviembre de 2007 acumularon 354.877 toneladas, volumen
mayor en 4,5 % veces, respecio del exportado en el mismo pericdo de 2006 (Salmén
Chile, 2008). Con lo que respecta a este afio, un informe reciente, sefiala que las
exportaciones de salmén y trucha aumentaron un 11% a febrero de 2008, respecio a
igual periodo del afo anterior, las cuales totalizaron 104.637 toneladas netas de

salmén y trucha durante los dos primeros meses del ario.

Las especies cultivadas en Chile son: salmén Cereza (oncorhynchus masou),
salmén Rey (oncorhynchus tshawyischa), salmén Rosado {oncorhynchus gorbusscha),
trucha Café (salmo trutta), trucha Arco iris (oncorhynchus mykiss), salmén Coho
(oncorhynchus kisutch) y salmén Atlantico (salmo salar), siendo las tres (ltimas las

mds comercializadas. De estas especies, el salmén Atlantico tiene particular
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importancia, debido a que se cosecha en todas las épocas del afio y es el de mayor
exportacion, siendo Jap6n el principal mercado de destino, seguido por Estados Unidos

y la Unién Europea (Aqua Noticias, 2008; Sernapesca, 1999).

El répido crecimiento de la industria salmonera, ha traido como consecuencia
diversos problemas de tipo sanitario que afectan la produccién de estas especies,
como es la presencia de enfermedades parasitarias, virales y bacterianas (Benbrook,
2002; Miranda y Zemelman, 2002%), siendo estas Ultimas las responsables del 40 al
45% de las mortalidades totales de peces salmonfdeos en cultivo (Cabello, 2004). En
este contexto, las medidas de prevencién y control de enfermedades bacterianas son
fundamentales, existiendo hoy en dia diversas soluciones. En este contexto, la
industria farmacéutica ha desarrollado productos quimicos biolégicamente activos
destinados al control de patégenos, permitiendo minimizar las pérdidas econémicas
generadas por estas enfermedades. Entre los productos farmacéuticos actualmente
disponibles se encuentran: vacunas, antibidticos y sulfas que pueden actuar en forma
individual y/o en conjunto, existiendo diferentes formas de administracion, entre ellas:

- Tratamiento via oral: E| antibiético es suministrado en el alimento.

- Tratamiento por bafio: El medicamento es adicionado al agua de iz unidad de cultivo
a tratar, cerrando previamente la entrada y salida de agua para lograr un volumen de
agua conocido y constante, por {o general dura 1 hora. Una vez finalizado el
tratamiento, se restaura el flujo normal de agua.

-Tratamiento por flujo: En este caso, se prepara una solucidn estandar del
medicamento, el cual es adicionado en la entrada de agua de la unidad de cultivo a
tratar, para que se diluya por un tiempo determinado (normalmente 1 hora).

- Tratamiento por inyeccién: Normalmente utilizado para tratar un niimero reducido de
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peces, generaimente adulios valiosos (reproductores). El medicamento puede ser

inyectado por diferentes vfas: subcutanea, intraperitoneal o intramuscular.

Debide a las caracteristicas farmacocinéticas de los antibiéticos, la dosis
efectiva varfa segin el farmaco antimicrobiano y de la via de administracién. A modo
de ejemplo, en trucha arcoiris, tras una administracién oral de una dosis de 75 mg/Kg
de oxitetraciclina el 5,6% es absorbido y tras una administracién intramuscular de una

dosis de 60 mg/Kg, el 85% es absorbido (USP, 2003).

En Chile y tal como ocurri6 en Noruega, los esfuerzos de disminuir los
volimenes de farmacos, estan orientados al desarrollo de vacunas mas efectivas para
el conirol de enfermedades, conscientes que la prevencion es la mejor estrategia

contra las enfermedades.

1.1.1. Control de residuos

Desde su descubrimiento, el uso de farmacos antimicrobianos se ha masificado
a nivel mundial, tanto en la medicina humana como veterinaria, utilizidndose
comuinmente como agentes terapéuticos para combatir enfermedades infecciosas de
tipo bacterianas. En el caso veterinario, éstos se utilizan también como profilacticos
para la prevencién de cuadros infecciosos derivados de un estado de estrés, o como
promotores de crecimiento para mejorar la eficacia de conversién de alimentos y
disminuir el tiempo de sacrificio. Su uso y abuso generalizado en salmonicultura
provoca distintos problemas, como es la aparicién de resistencia bacteriana tanto en

las especies cultivadas como en los entornos acuéticos donde se desarrolle Ia
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actividad, tema de bastante preccupacion a nivel mundial. La administracién de estas
drogas en general, se realiza integrandolas a la alimentacién (Cravedi y col., 1987).
Debido a la baja absorcion y digestibilidad de los fArmacos por esta via, se genera una
considerable contaminacion del medio acuédtico y sedimentos, debido al alto
conteniendo de fecas con altas dosis de antibiéticos y de grandes cantidades de

alimentos no consumidos por los salmones en cautiverio.

Los primeros intentos de conirol de infecciones bacterianas en peces, se
efectuaron a fines de los afios 30, mediante el empleo de sulfonamidas en
explotaciones acuicolas de los Estados Unidos. En forma paralela, se inici6 la
investigacion de los posibles efectos nocivos que implica la presencia de
concentraciones residuales de farmacos en los productos de origen animal destinados
al consumo humano (Burka y col., 1997). Actualmente, se conoce que la presencia de
concentraciones residuales de farmacos antimicrobianos en muisculo de salmén,
pueden desencadenar efectos adversos en la salud humana. Estos riesgos se centran
fundamentalmente en reacciones de hipersensibilidad en la piel, faringe y genitales;
efectos toxicos especificos; alteraciones en la flora intestinal humana y generacién de
cepas resistentes (Cabello, 2004). la cual ha avanzado en forma creciente y se ha
convertido en la actualidad, en la mayor amenaza para la salud piblica. La exposicién
a los farmacos antimicrobianos puede fundamentaimente alierar tanto la salud
humana, animal y la ecologfa microbiana del medio ambiente, asi como también todo

el ambiente que los rodea (tierra, aire y agua).

Es por esto que es de vital importancia detectar trazas de farmacos

antimicrobianos y disponer de un programa eficaz de control de residuos en tejidos de
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peces, ya que ademas de tener un beneficio directo sobre la proteccién a la salud,
permite que un pais pueda participar con mayor confianza en la comunidad de
naciones que comercializan estos alimentos. Es asf que, organismos internacionales
tales como la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) a través del Codex
Alimentarius, han normado sobre el uso racional de antibiéticos, antiparasitarios, entre
ofros, recomendando en materias de calidad y proteccion alimentaria, destinadas a
proteger la salud del consumidor y garantizar que el intercambio entre los paises se
base en préicticas conjuntas. Esto ha llevado a la actualizacién de [as reglamentaciones

existentes en Chile, de acuerdo a los nuevos criterios de armonizacion mundial.

En el caso de los farmacos antimicrobianos, la comisién del Codex Alimentarius
fila distintos parametros que permiten asegurar la inocuidad de los alimentos. Entre
ellos el Limite Maximo Residual (LMR), que se define como la concentracién méxima
de residuos resultantes del uso de un medicamento veterinario, (expresada en mg/Kg
del peso del producto fresco), que recomienda como legalmente permisible dentro de

un alimento o en la superficie del mismo (Sernapesca, 2005).

En Chile, el Servicio Nacional de Pesca (Sernapesca) tiene la misién de aplicar
y hacer cumplir las normas que rigen a las actividades pesqueras y cuenta con un
programa de aseguramiento de calidad (PAC) que contempla la presencia de residuos.
De acuerdo al programa de control de farmacos, los LMRs permitidos por mercados

regulados en carne y piel de pescados son presentados en la Tabla 1'.

1 Sernapesca, 2005, “Programa control de farmacos™.
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Tabla 1: Limites maximos residuales establecidos por mercados regulados en carne y piel de

pescado.
Productos Farmacéuticos USA Unién Europea | Japén Chile

Oxitetraciclina 2000 pg/Kg 100 pg/Kg 200 pg/Kg | 100 pg/Kg
Acido Oxolinico Ausencia 100 pg/Kg Ausencia | 100 pg/Kg
Flumequina | Ausencia 600 pg/Kg Ausencia | 600 ug/Kg

Sulfas (Sulfadoxina) Ausencia 100 pg/Kg . Ausencia | -

Trimetoprim Ausencia 50 pg/Kg Ausencia -
Florfenicol Ausencia 1000 pg/Kg Ausencia | 1000 pg/Kg
Eritromicina Ausencia 200 pg/Kg Ausencia | 200 pg/Kg

Enrofloxacino Ausencia 100 pg/Kg Ausencia -

Amoxicilina . Ausencia 50 pg/Kg Ausencia -

Espiramicina Ausencia Ausencia 200 pg/Kg -

lvermectina Ausencia Ausencia Ausencia -
Benzoato de Emamectina Ausencia 100 pg/Kg Ausencia | 100 ug/Kg

Los antimicrobianos utilizados para el control de las enfermedades en la
acuicultura chilena, principalmente en la industria del salmén, son los mismos que se
utilizan en otros paises donde el cultivo del salmén es una actividad econdémica
importante. Sin embargo, los LMRs para cada uno de los farmacos difieren entre los
paises productores de especies acuicolas. Para ello, los productores de estas especies
destinadas a exportacion, han debido cumplir con las normativas impuestas por los

paises importadores. Los antibiéticos comunmente utilizados en la acuicultura chilena y
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verificados por sus programas de aseguramiento de calidad en ia determinacién de
control de residuos en toda época del afio son oxitetraciclina, &cido oxolinico y

flumequina.

Oxitetraciclina (OTC), antibiético de amplio espectro perteneciente a la.familia
de las tefraciclinas (TCAs), fue estudiado para su potencial utilizacién en acuicultura
mucho después de que estuviese disponible para su uso en medicina humana (Oka y
col., 2000; Miranda y Zemelman, 2002%). Su mecanismo de accién es inhibir la sintesis
de las proteinas bacterianas por filarse a la subunidad 30s del ribosoma (Chopra y

Roberts, 2001).

En la Figura 1 se muestra la estruciura de OTC, la cual presenta un esqueleto
de hidronaftaceno que contiene cuatro anillos fundidos. En general, las tetraciclinas
son agentes quelantes y su actividad antibacteriana y sus propiedades
farmacocinéticas estén influenciadas por la quelacion de iones metdlicos. El sitio de
quelacion incluye el sistema B-dicetona (posicién 11y 12), y los grupos enol (posicién 1

y 3) y carboxamida (posicién 2) del anillo A (Chopra y Roberts, 2001).

Figura 1: Estructura de oxitetraciclina.
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OTC, es una molécula que posee propiedades &cido base, debido a la
presencia de grupos hidroxilos y amino, siendo la especie predominante dependiente
del pH. De acuerdo a la literatura OTC presenta tres valores de pKa, el primero
corresponde al C3-OH (pKa; 3,2), el segundo al C4-N (CHz)z (pKaz 7,5), y el tercero al

C10-OH {pKa3 8,9) (Qiang y Adams, 2004).

Ademsés, este compuesto es soluble en Aacidos, bases, alcoholes y solventes
orgénicos polares y es extraible con algunos solventes organicos tales como n-butanol
y etil acetato. No obstante, es inestable a pH aitamente 4cidos o basicos, cuando es
sometida a elevadas temperaturas por largos periodos de tiempo y en medios de alta
humedad. Bajo estas condiciones, OTC puede experimentar epimerizaciones y formar
mezclas de otras TCAs (Oka y col., 2000). Sin embargo, bajo un ajuste adecuado de
las condiciones de trabajo, este compuesto es estable entre 1 a 6 meses, lo que
permite realizar su determinacion analitica (Mulders y Van de Lagemaat 1989;

Cinquina y col., 2003; Lykkeberg y col., 2004; Fletouris y Papapanagiotou, 2008).

Como se mencioné anteriormente, las TCAs tienen gran capacidad de formar
complejos con cationes di y trivalentes (Zn®*, Ca®, Mg?, Cu®, Fe%*, Hg*, Ni*, Co*,
VO#, Eu™), (Brion y col., 1986; de Paula y col., 1999; Liu y col., 2002; Arias y col.,
2005) debido a la presencia de grupos cet6nicos y enoles. Estos complejos pueden
interactuar con los grupos silanoles de la silica gel durante una separacitn
cromatografica, provocando picos mal definidos de TCAs. Con el fin de eliminar esta
interferencia, al eluyente se han agregado agentes quelantes, tales como acido oxélico
y sales de EDTA para la formacién de complejos con cationes metélicos y asi evitar la

interaccion de éstos con la fase estacionaria (Stolker y Brinkman, 2005).
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Por otra parte, OTC ha sido determinada en diversas matrices, por ejemplo en
formulaciones farmacéuticas, miel, muestras de tejido animal, orina, plasma, leche,
huevos, (Oka y col., 2000), matrices medioambientales; aguas y suelos (Zhu y col.,
2001; Halling-Sgrensen y col., 2003; Pouliquen y col., 2007), por diferentes técnicas de
separacion cromatogréficas, entre ellas: capa fina (TLC) fase reversa, cromatografia
liguida de alta resolucién (HPLC) con detector de fiuorescencia, UV, arreglo de diodos,
masa (MS) y electroforesis capilar (CE), alcanzando limites de deteccién entre 0,05 y
0,1 mg/Kg (Croubels y col., 1994; Touraki y col. 1995; Pouliquen y col., 1997;
Blanchflowery col., 1997; Oka y col., 1998; Coyne y col., 2004; Wen y col., 2006).

Otro grupo de agentes antimicrobianos utilizados ampliamente en la industria
salmonera son las quinclonas. Estas, pertenecen a un grupo de antibiéticos gue tienen
en comun la presencia de un anillo 4-quinolona-3-carboxilato {anillo pirimidinico), cuyo
sitio de accidn es la enzima bacteriana ADN girasa o topoisomerasa Il. Las quinolonas
inhiben algunas de las actividades cataliticas de la ADN girasa bacteriana (Hooper,
1989). En este contexto, ias quinolonas ejercen su toxicidad sobre la célula bacteriana,
estabilizando el ADN de dable hebra que ha sido roto por la ADN girasa, de manera
que el posterior ligamiento no puede ocurrir. Entre las quinolonas utilizadas en la
industria salmonera se encuentran el 4cido oxolinico {OXO) (Figura 3-a) v la
flumequina (FLU) (Figura 3-b). Esta dltima corresponde al grupo de las
fluoroquinolonas, que contienen un atomo de fiior en la posicion 6 mejorando la
penetracion celular y la afinidad por la ADN girasa (Bryskier y Chantot, 1995;

Hernandez-Arteseros y col., 2002).
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Figura 2: Estructuras de quinolonas. a) Acido oxolinico. b) Flumequina.

Generalmente, la determinacién de estos antibitticos se ha realizado por
diversas técnicas a pH cercano a la neuiralidad, con el objeio de favorecer sus
estabilidades. (Bryskier y Chantot, 1995; Ramos y col., 2003). Estas quinolonas son
solubles en solventes organicos polares, en medios &cidos y bésicos acuosos.
Asimismo, presentan propiedades &cido base al poseer un grupo acido carboxilico, con

un pka cercano a 7,0 (Luetzhoft y col., 2000; Turiel y col., 2003).

De acuerdo al review de Hernandez-Arteseros y col., 2002, OXO y FLU han
sido determinadas generalmente en tejido muscular animal, ya sea en pescado, pollo,
cerdos, aves de corral, bovinos, pero también se ha reportado la presencia de estos
antibiéticos en huevos, leche y miel. La separacion cromatografica de quinolonas se ha
llevado a cabo mediante cromatograffa liquida (LC), utilizando detectores de UV-Vis,
fluorescencia (FI) o masa (MS), siendo la mas utilizada la determinacién con deteccién
Fl por ser mas sensible y selectiva que la deteccion UV y MS. La cromatografia
gaseosa con detector de masa (GC-MS) se ha utilizado como una herramienta de
confirmacién después de la determinacion por LC-Fl, asi como para la. cuantificacién de
quinolonas &cidas. Los limites de deteccién alcanzados por estas técnicas de

determinacién estan entre 10 y 100 pg/Kg, mientras que para TLC se encuentran en el




Introduccion 11

orden de! mg/Kg. También este grupo de antibiéticos han sido determinados por
métodos no cromatograficos tales como; técnicas de luminiscencia e inmunoensayos,

siendo mas bien utilizados como métodos de “screening”.

Otros antibiéticos utilizados periddicamente en la industria salmonera, son
florfenicol (FLOR) y eritromicina (ERY). Pese a que la determinacién de dichos
farmacos no son consideradas en esta tesis, se dard un breve resumen de su

utilizacién.

FLOR, es un antibidtico bacteriostatico sintético de amplio espectro (Figura 4),
con un rango de actividad ‘'similar a la de cloranfenicol, sin embargo, no conlleva el

rlesgo de inducir anemia aplastica en humanos, enfermedad asociada con

cloranfenicol.

El mecanismo de accién de FLOR es inhibir la sintesis proteica por unién al
ribosomas 708, como se demostré en un sistema libre de células. Esta es la base de la
toxicidad selectiva del florfenicol (Macorni y col., 1990). En Chile, se utiliza para el
tratamiento de enfermedades en salmén Atléntico (Hormazabal y col. 1996; Vue y col.,

2002; Stolker y Brinkman, 2005).

0 cl

HN——-—(IZ,[—CH/

O\\S/CHa/ \ a l CH,F \CI
0// — (I)H i

Flgura 3: Estructura de florfenicol.
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De acuerdo al articulo de Schwarz y col., 2004, esta molécula no es ionizable
entre pH 3,0 y 9,0 y es poco soluble en soluciones acuosas. Ademads, por ser una

molécula lipofflica FLOR presenta buena penetracién en tejidos.

FLOR ha sido determinada por GC, HPLC con deteccibn MS y UV, en
sedimentos, aguas superficiales, misculo y plasma de pescado, (Nagata y Oka, 1996;
Hormazabal y col. 1996; Vue y col., 2002; Sgrensen y Elbaek, 2004; Schwarz y col.

2004; Pouliquen y col., 2007).

El dltimo antibidtico autorizado en la salmonicultura chilena es ERY, farmaco
perteneciente al grupo terapéutico de los macrdlidos (Figura 5), cuyo mecanismo de
accion es inhibir la sintesis de proteinas (Leclercq y Courvalin, 2002). Efectiva contra
bacterias gram positivas. Es un antibidtico, que se utiliza extensamente en medicina
humana y veterinaria, para tratar enfermedades respiratorias, o como aditivos en la

alimentacion para promover el crecimiento.

ERY, es una molécula basica (pKa 8,9) v lipofilica constituida por un anillo de
lactona de 14 atomos y dos carbohidratos ligados via enlaces giucosidicos {Leclercq y

Courvalin, 2002; Qiang y Adams, 2004).
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Figura 4: Estructura de eritromicina.
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Diversos trabajos han sido reportados para la determinacién de ERY por HPLC
con deteccién electroquimica (Terespolsky y Kanfe, 1995) y por LC-MS, en medios
ligeramente &cidos y bésicos, (Dubois y col., 2001; Leclercq y Courvalin, 2002). La
determinacién de este antibidtico se ha realizado en diferentes matrices tales como:
sangre, orina, diversos tejidos de origen animal, huevos, leche en formulaciones
farmacéuticas (Horie y col., 1998; Dubois y cal., 2001) y en matrices medioambientales
(Hirscha y col., 1999; Schiusener y col., 2003; Yan'g y Carlson, 2004; Jacobsen y col.,,

2004;).

1.1.2. Determinacion de antibioticos

Disponer de métodos analiticos que permitan determinar antibidticos que
satisfagan los LMRs es de vital imporiancia para la salmonicultura. Actualmente,
existen diversas metodologias analiticas para la determinacién de concentraciones

residuales de antibidticos en alimentos de origen animal. Entre ellos, métodos
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microbiolégicos cuantitatives (Pearson e Inglis, 1993) y los mencionados anteriormente
(CE, GC, TLC, HPLC). No obstante, algunos de estos métodos no permiten alcanzar
los limites méaximos permitidos, requiriéndose de instrumentacién mds sofisticada y de
alto costo con detectores altamente especificos, con el fin de obtener bajos limites de
deteccién y alta selectividad. Para lograr las condiciones requeridas, a los
cromatografos liquidos se les han acoplado hasta dos detectores de masa (Aifredsson
y col., 2005; Sanderson y col., 2005). Sin embargo, la mayoria de estos métodos
pueden presentar interferencias especirales o sefales analiticas mal definidas. Es por
ello que las muestras a analizar requieren de tratamientos mas avanzados de
purificacién, tales como; técnicas de exiraccion en fase sdlida (SPE) o polfmeros

impresos moleculares (MIPS) (Diaz-Cruz y col., 2003).

En general, los métodos de determinacién de antibibticos en matrices
bioldgicas, utilizan un tratamiento de limpieza previo a la medicion instrumental. Estos
consisten en extracciones liquido-liquido (LLE) y/o extracciones en fase solida (SPE).
Sin embargo, los procedimientos de limpieza varian segun la matriz y el solvente
utilizado en la extraccién. Por ejemplo, para exiraccién de quinolonas desde muestras
de tejido animal, LLE es la técnica preferida de limpieza después de la extraccién con
solventes organicos de alic grado de pureza. Otros procedimientos de limpieza
empleados para la extraccion de quinolonas estan basados en SPE (Touraki y col.,
2001), utilizando cominmente cartuchos de fase reversa Cig 0 Cg, ¥ los eluyentes
comunes son una mezcla de metanol-agua basica o metanol puro. Estos
procedimientos se aplican principalmente después de la lixiviacién de quinolonas con
solventes orgdnicos polares. Ademas, en algunos casos los extractos se desengrasan

con un solvenie apolar. Un porcentaje menor de métodos cuantitativos, no realizan
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limpieza a la muestra (Roudaut y Yorke, 2002; Hernandez-Arteseros y col., 2002).

Para la extraccién de OTC desde musculo de salmén, diversos métodos han
sido publicados (Anderson y col., 2005). Sin embargo, el mas utilizado es aquel que
realiza la extraccion acuosa con amortiguador Mclivaine/EDTA pH 4,0 y la precipitacién
de proteinas con acido tricloroacético (TCA). Luego se agrega un pretratamiento de
limpieza en fase sdlida con cartucho C-18, acondicionado previamente con metanol y
amortiguador Mclivaine-EDTA pH 4,0 y la posterior percolacién de OTC con 4cido .
oxalico (Sokol y Matisova, 1998). Otras fases soélidas utilizadas en la etapa de limpieza
de la muestra son aquellas que contienen soportes poliméricos de: sephadex G-25,
hidrofilico-lipofilico (HLB), resina amberlita XAD-2, ciclohexil (CH), fenil y aminos
(Aoyama y col., 1991; Anderson y col., 2005). Por otro lado, Coyne y col., 2004,
eliminan la etapa de limpieza de la muestra, realizando la extraccién de OTC desde

musculo de salmén en un solo paso, siendo mas bien un método de “screening”.

El principio béasico de la extraccién sobre fase sdlida, es transferir al analito
desde ia fase acuosa a la fase sélida, para ser sorbido en los sitios activos presentes
en ésta. El uso de la extraccidn en fase sélida es una excelente via para lograr limites

de cuantificacion a niveles de fraza o ultra trazas.

A pesar de realizar dos extracciones de OTC desde musculo de salmén y de
incluir una etapa previa de limpieza a la muestra, los porcentajes de recuperacién de
OTC reportados varian entre un 75 y 90%. Estos resultados pueden ser atribuidos a la

reactividad de este antibiético {H. Oka y col., 2000; Instituto Salud Carlos Ili).
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Por otra parte, se han reportado trabajos en los cuales Ia extraccién de OTC
desde miusculo de salmén se realiza con solventes orgéanicos polares, como por
ejemplo, etil acetato y acetonitrilo que utilizan hexano para desengrasar la muestra

biolégica, se encuentran recuperaciones cercanas al 90% (Touraki y col., 1995; Cooper

y col. 1998).

En general, esios procedimientos junto con los métodos anteriormente
descritos, permiten Identificar y alcanzar niveles de sensibilidad adecuados a los
requerimientos del mercado, no obstante, su elevado costo en instrumentacién limita

su uso sélo a algunas instituciones.

Sobre la base de lo expuesto, es necesario disponer de métodos de deteccién
cuantitativos para este tipo de antibidticos, que sean simples, de bajo costo de
instrumentacion y que cumplan las condiciones de calidad analitica para que puedan

ser empleados en laboratorio de control.

En este contexto, el aporie de la presente tesis se centra en el desarrollo de
una nueva metodologia analitica basada en la formacién de pares Ii6nicos para la
determinacién de oxitetraciclina en midsculo de salmén, utilizando una técnica de
determinacion sencilla y de bajo costo instrumental como es la espectrofotomeiria
derivada. Para ello la incorporacién de un colorante de gran conjugacion que interactiie
con oxitetraciclina, permitira sensibilizar esta metodologfa y asf alcanzar los LMR que

estipula la norma chilena.
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1.2. COLORANTES, Y SU ACCION COMO CONTRAION EN LA
FORMACION DE PARES IONICOS

En general, los colorantes contienen grupos funcionales aniénicos, llamados
colorantes &cidos o grupos funcionales catidnicos denominados colorantes basicos.
Ejemplos de colorantes acidos son: azul &cido 78, azul de bromotimol, tartrazina, entre
otros, que contienen en su estructura grupos sulfénicos, y algunos ejemplos de
colorantes basicos son: rodamina B, azul de metileno, safranina O, azul basico 1 que
contienen sales de aminas derivadas. Dependiendo de las caracteristicas acido base
del colorante y del medio de pH en que se encuentre, éste actuara como contra ién, el
cual servira como cromdforo, para realizar determinaciones espectrofolométricas de

sustancias que carecen de estos grupos (Smith y col, 1977; Amin y Issa, 1996).

Muchos colorantes organicos han resultado ser efectivos agentes formadores
de pares i6nicos, para varios tipos de sustancias, incluyendo algunos antibiéticos.

(Bontchev y col., 1984; Shoukry y col., 1997).

La metodologia de formacién de pares idnicos, se utiliza generalmente para
extraer sustancias desde material bioldgico acuose, formulaciones farmacéuticas,
aguas residuales, entre otras. A modo de ejemplo, para la extraccion de un anestésico
pentacaina desde material biolégico, fue necesario utilizar esta metodologfa (Scasnéry

col., 1984\,

La mayoria de los trabajos que reporta ia formacion de pares idnicos realiza la

determinacién mediante métodos espectrofotométricos, debido a que al agregar un
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croméforo de gran conjugacién al sistema, la probabilidad de que ocurra la transicion
--- TT* aumenta y la absortividad molar se hace mayor. Amin e Issa, 2000° realizan la
determinacién espectrofotométrica de compuestos farmacéuticos basado en la
interaccién de las drogas activas con indicador para originar un compuesto coloreado.
Otra determinacién especirofotométrica basada en esta metodologia es la
determinacion de norfloxacino, ofloxacino y ciprofloxacino en formulaciones
farmacéuticas con sudan 1l en medio acuoso-acetona (Amin, 2000)°. Un trabajo
reciente que utiliza la técnica espectrofotoméirica, reporta la detecclén de trazas de
fluoxetina en tabletas a nivel de 0,17 mg/l. (Parham y col., 2008), donde el catién
fluoxetina® formado en solucién &cida puede formar par iénico con orange ll, un

colorante anidnico.

Cabe destacar que, la utilizacién de estas metodologias principalmente en la
industria farmacéutica, ofrece diversas ventaias sobre oiros métodos analiticos, en
cuanto a simplicidad, rapidez, precision y sensibilidad del orden de pg/mL. (Amin e

Issa, 1999).

' Otras matrices donde se aplica esta metodologia, son en la extraccion de iones
inorganicos desde aguas residuales (Taga y col., 1989; El-Shahawi y Aldhaheri, 1996;
Rezaei, 2006). Por ejemplo, la determinacion espectrofotométrica de cobre en aguas
residuales usando exiraccion liquido-liquido en un sistema de inyeccién en flujo ha
resultado ser una técnica sensible {0,4 mg/L), el procedimientc esta basado en la
formacién de par i6nico entre tetrabutil amonio y el anién tetratiocianato de cobre (II)
(Alonso y col., 2003). Por otro lado, se ha informado que la determinacion

espectrofotométrica de la extraccién de trazas de perclorato desde muestras de agua,
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basado en la formacién de par iénico con tionina, tiene un limite de deteccién de 23,0

ng/mL (Pourreza y Mousavi, 2005).

Para favorecer la formacion del parﬁ_iénico, es indispensable realizar un estudio
de variables quimicas tales como: conceniracién del contra i6n, pH, fuerza iénica y
constante dieléctrica, tomando ademds en consideracidn el posible impedimento

estérico que presente la formacién del par idnico.

Por ofra parte, la extraccion del par iénico desde medio acuoso, se realiza en
solventes orgénicos, para ello es indispensable incluir una etapa de preconcentracion
via extraccion liguido-liquido, la cual incrementa la sensibilidad-al menos en 20 veces
(Shahawi y Aldhaheri, 1996; Toral y col., 1999 Toral y col., 1999 Alonso y col.,

2003).

La caracterizacién de pares ionicos ha sido realizada por técnicas
espectroscopicas, tales como RMN, FT-IR, Raman (Chang e Irish, 1974; Reich y col.,

1993; Rudolph e Irmer, 1994; Phaechamud y col., 2000).

1.3. FUNDAMENTOS DE LA ESPECTROFOTOMETRIA DERIVADA

La espectrofotometria derivada es una técnica analitica moderna de gran
utilidad para obtener informacién tanto cualitativa como cuantitativa en la determinacion
de compuestos orgénicos e inorgénicos (Karpinska, 2004). Se introdujo en la década
de los cincuenta, para resolver sistemas cuyos analitos absorben en zonas cercanas,

permitiendo obtener la estructura fina de las bandas espectrales. Esta técnica consiste
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en la representacion gréfica del cuociente diferencial dA/dA para la primera derivada,
d®A/dA? para la segunda derivada, etc., en un intervalo determinado de longitud de
onda. Mas adelante en ila década de los ochenta, la espectrofotometria derivada
intensificé su uso, con la introduccién de la diferenciacién electronica. La modalidad
digital tuvo un mayor desarrollo, el cual consiste en utilizar los datos del espectro de
absorcién, aimacenéndolos en la memoria del microprocesador o en un computador en

linea, para luego obtener las diferentes derivadas del espectro.

En espectrofotometria derivada se mantienen todas las leyes de la
espectrofotometria cldsica, por ejemplo; la dependencia del valor derivado con la

concentracién de analito y Ia ley de aditividades. La diferenciacién consiste en derivar
la expresion de Lambert-Beer, con respecto a la longitud de onda (A), obteniendose la

ecuacion (1):

d"A de
D" = = b 1

a dr ()
donde D" es el valor de derivada de orden n a una determinada A (nm), € es el
coeficiente de absortividad molar (L/cm mol), ¢ la conceniracién (mol/L) y b el paso de

luz 6ptica (cm).

Como la ey de las aditividades se mantiene, los espectros derivados de una
mezcla son la suma de los especiros derivados de cada componente individual,
ecuacion (2):

D, =D +D;+---+D; (2)

donde el valor de derivada de orden n de la mezcla a una longitud de onda analitica,
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D%, D"%,.... , D" son los valores de derivadas de orden n a una longitud de onda
analftica del componente de la mezcla 1, 2,........ y X.

Para utilizar esta técnica, es requisito que los maximos de absorcién de los

componentes de la mezcla tengan una diferencia minima de 3 nm.

Es posible obtener espectros derivados de primt:;-r hasta cuarto orden del
espectro de absorcion, (A en funcidn de A). Estas representaciones graficas entregan
detalles especirales, los cuales no son observados en un espectro de orden cero o
clasico, y permite realizar medidas para determinar simultdneamente la concentracién

de dos o mas analitos o un analiio en presencia de interferentes.

En la resolucion de espectros solapados por espectrofotometria derivada se
debe considerar el orden de la derivada, ancho de las bandas adyacentes y la distancia
de separacién entre picos. Ademas, la seleccidon del orden de la derivada, depende de
la relacién sefnal/ruido, la cual debe ser alta. Para satisfacer esta condicién las
derivadas de orden inferior se ven privilegiadas frente a las de orden superior, siempre
y cuando presenten bajo ruido de fondo. En este aspecto, la primera y segunda
derivada (Figura 5) son de mayor interés para el presente trabajo, ya que perturban en
menor grado la sensibilidad. Por el contrario, derivadas de tercer y cuarto orden tienen
menor aplicacion analitica, debido a que disminuye la intensidad de la seiial, si bien

estdn mas resueltas presentan un alto ruido de fondo, disminuyendo la relacién

sefial/ruido.
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Espectro de segunda derivada: Los puntos de inflexion del

1 t espectro original, se convierten en maximos satélites, y el maximo
: i de absorcién en minimos. La segunda derivada, generalmente,
PR | LI _ ) ,
TN / “ I' proporciona mayor informacion de la estructura fina del espectro,
| . e . -
\ 'I, .i, sin embargo, la sensibilidad disminuye.
:1- b.. | I ...4 0.‘
S| j‘ . Espectro de primera derivada: Los puntos de inflexion del
: 5 & - . . . -
. 1% | espectro clasico dan origen a un maximo y a un minimo. El valor

| | cero corresponde a la posicién del maximo de absorcién del

espectro normal.

Espectro clasico de una mezcla de dos analitos hipotéticos.

Figura 5: Espectro clasico de una mezcla de dos analitos hipotéticos y sus derivadas de primer

y segundo orden.

La cuantificaciéon de la sefial analitica puede realizarse por el método “zero
crossing” y por el método grafico.
a) Método “zero crossing”: Se utiliza el valor absoluto del eje y del espectro derivado de
un compuesto (A), a una longitud de onda donde el compuesto (B), o de una especie
que se requiera eliminar la interferencia, presente un valor igual a cero en el eje x. En
estas condiciones cuando ambos compuestos estén presentes, a tal A toda la sefial
analitica sera atribuida al compuesto (A). Las medidas realizadas a esa longitud de
onda en el espectro de la mezcla, podran ser funcién solamente de la concentracién
del compuesto que se analiza. Cabe destacar que todas estas distancias pueden ser
expresadas en unidades de longitud (cm 0 mm) o en unidades de derivadas (UD).

b) Método grafico. En este método uno de los analitos (A) presenta un rango de

22




Introduccidn 23

longitud de onda en que no presenta sefial, pudiendo evaluarse el otro analito (B) en
dicho rango. Para favorecer la sensibilidad debe seleccionarse la longitud de onda en

que la sefial de (B) sea mas alta (Figura 6).

a) Método “zero-crossing”. [I] Es posible
la determinacion de B cuando la derivada

de A pasa por cero.

b) Método grafico. [I] Es posible la
determinacion de A cuando la derivada de

B es cero en un rango de longitud de onda.

Figura 6: Métodos de cuantificacion de la sefial analitica.

En este trabajo de tesis se utilizan los dos métodos de cuantificaciéon y la
derivada es evaluada por la modalidad basada en el modelo matematico propuesto por
Savitzky y Golay. En este modelo matematico la diferenciacion y el suavizado se llevan
a cabo por la resolucién de minimos cuadrados de un polinomio, minimizando el ruido
de fondo asociado. Al utilizar esta modalidad se deben optimizar las siguientes
variables espectrales:

a) Orden de la derivada: Obtencién de maxima resolucién y sensibilidad, sin sacrificar
la relaciéon sefal/ruido. A medida que el orden de la derivada aumenta, disminuye la
sefial, pero la resolucion y el ruido aumentan.

b) Factor de suavizado: Corresponde al numero de puntos utilizados para la
diferenciacion. Si su valor aumenta disminuyen la sefial analitica, asi como el ruido de
fondo. Su seleccion debe comprometer maxima sensibilidad, alta relacion sefial/ruido y

ausencia de efectos de distorsiéon (deformacién de la banda).

23
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¢) Factor de escala: Amplifica la sefial entre 1 a 10" veces, aumenta la sefal analftica
y el ruido de fondo en la misma proporcion. Este factor sdlo incide en obtener una
buena lectura de la sefial analitica, ya que no aumenta sensibilidad. |

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

ordenada en unidades de derivadas (UD).

En general, todos los pardmetros se interrelacionan entre sf, por lo tanto,

debera buscarse un equilibrio entre ellos.

En lo referente a la resolucién de los espectros, la espectrofotometria derivada
presenta una gran ventaja ya que la estructura fina que normaimente es dificil de
observar en un espectro de orden cero, se resuelve mejor en espectros derivados. En
la practica, esta técnica presenta gran utilidad ya sea, para fines de identificacién y/o
de cuantificacién. Esta también es utilizada en espectroscopia IR, de absorcién
atomica, fotometria de llama y en fluorometria (Pandey, 1989; Ferndndez-Gonzélez y

col., 2002; Wang y col., 2005).
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1.4. HIPOTESIS DE TRABAJO

De acuerdo a los diferentes grupos croméforos que tienen en sus estructuras
oxitetraciclina, &cido oxolinico y flumequina, se esperaria que presentaran absorciones
en el UV-Vis. Frente a ello es posible establecer la determinacién simultdnea de pares

de ellos, por espectrofotometria derivada.

A través de la formacion de un par idnico entre la droga i6nica oxitetraciclina y
colorantes idnicos, se espera observar una modificacién espectral, lo cual serviria de
base para el desarrollo de nuevos métodos alternativos sensibles para ia
determinacion de este antibidtico en mﬂscdlo de salmén, para posteriormente evaluar

la sefial analitica por diferentes modalidades de espectrofotometria derivada UV-Vis.

Mediante una buena eleccion de colorantes es posible proponer nuevos
metodos analiticos, selectivos, sensibles, precisos, exactos y asi poder lograr la
determinacién a niveles de mg/L o pg/L, con instrumental de bajo costo y que ademas

puedan ser aplicados en muestras reales.
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1.5. OBJETIVOS
1.5.1. Objetivo General

El objetivo general de este trabajo es optimizar, desarrollar y validar nuevas
metodologias analiticas, utilizando espectrofotometria de absorcidon molecular y/o
diferentes modalidades de espectrofotometria derivada, para la determinacion de
antibiéticos utilizados cominmente en acuicultura chilena. Los métodos a desarrollar
se basan por un lado, en la determinacidn simultinea de pares o trios de
oxitetraciclina, acido oxolfnico y flumequina, aplicablés a matrices de alto contenido de
éstos, y en la formacion de par idnico de acuerdo a una interaccién de tipo

electrostética entre oxitetraciclina-colorante. Este método desarrollado se aplicaré en

musculo de salmén.

1.5.2. Objetivos Especificos

1.  Realizar ensayos preliminares.
+ Evaluar la factibilidad de determinacion simultinea de pares o trios por
espectrofotometria derivada, de oxitetraciclina, dcido oxolinico y flumequina.
¢ Evaluar las variables fisicoquimicas sobre la conducta espectral de los
antibidticos: pH, fuerza i6nica, constante dieléctrica, luz directa e indirecta, y
observar la posibilidad de formacién productos de degradacion.
¢ Evaluar la fotoestabilidad de los antibidticos.
+ Conocer la conducta espectral de colorantes, y factibilidad de ellos en la
formacién de pares idnicos con oxitetraciclina.
2.  Caracterizar la interaccion analito-colorante por RMN, FT-IR.

3. Desarrollar un método para la determinacién de OTC en muscuio de salmén.

o
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+ Seleccionar colorantes para la formacién de pares ionicos.

+ Optimizar la extraccién liquido-liquido de los pares i6nicos formados.

¢+ Determinar el coeficiente de reparto del colorante.

+ Opiimizar las variables propias de la técnica. (Longitud de onda analitica,
orden de la derivada, factor de suavizado y factor de escala)

+ Conocer el efecto de interferentes sobre la sefal analitica del par idnico, tales
como: interferentes bioldgicos propios de la matriz (proteinas y lipidos),
contaminantes organicos (aldrin, TDE, heptacloro, mirex, 2,4D, dieldrin, DDT,
DDE, PCB's), sustancias prohibidas (verde de malaquita y leuco violeta
cristal), ademas de otros antibiéticos utilizados en la acuicultura chilena (acido
oxolinico, flumequina, salfadoxina, trimetropin, florfenicol, eritromicina,
enrofloxacino y benzoato de emamectina) .

+ Optimizar las etapas de exiraccién y limpieza en el tratamiento de la muestra
de salmon.

4. Determinar parametros analiticos (limites de deteccién, de cuantificacion,
rango de determinacion, repetibilidad, exactitud)

5. Validacién de los métodos propuestos en muestras fortificadas.

6. Comparar los resultados con métodos de referencia.

7. Aplicar el método al andlisis de muestras sintéticas y de misculo de salmén.
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2.1.

2. PARTE EXPERIMENTAL

REACTIVOS

Tabla 2: Reactivos ulilizados para [a determinacion de antibiéticos.

Reactivos

Procedencia

Oxitetraciclina clorhidrato

Acido oxolinico

Flumequina

Sigma - Aldrich p.a.
Sigma -~ Aldrich p.a.

Sigma - Aldrich p.a.

Tabla 3: Reactivos utilizados para el estudio de colorantes.

Reactivos

Procedencia

Violeta cristal clorhidrato
Azul de metileno

Raojo neutral
Rodamina B

Amarillo de alizarina G
Azul eriocromo
Anaranjado de bencilo
Anaranjado IV
Anaranjado de xilencl
Anaranjado de metilo
Rojo de metilo

Azul de bromofenol

Azul de bromotimol

Merck p.a.
Merck p.a.
Merck p.a.
Merck p.a.
Merck p.a.
Merck p.a.
Sigma - Aldrich p.a.
Sigma - Aldrich p.a.
Sigma - Aldrich p.a.
Merck p.a.
Merck p.a.
Merck p.a.
Merck p.a.
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Reactivos Procedencia

Acido clorhidrico 37% Merck p.a.

Acido acético glacial 100% Merck p.a.

Acido ortofosférico 85% Merck p.a. ‘

Acido tricloroacético Merck p.a. ‘
| Acido bérico Merck p.a. |

Acido barbitdrico Merck p.a. ;

Acido citrico monohidratado Merck p.a.

Acido oxalico Merck p.a.

Hidrdxido de sodio " Merck p.a.

Amonfaco 25% Merck p.a.

Cloruro de amonio Merck p.a.

Fosfato disédico anhidro Merck p.a.

Acido etilendiamina tetraacetato disédico ~ Merck p.a.

Carbonato de sodio Metrck p.a.
Bicarbonato de sodio Merck p.a.
Tiosulfato de sodio Merck p.a.
Tetraborato de sodio Merck p.a.

Tabla 5: Solventes utilizados para el desarrollo de esta tesis.

Reactivos Procedencia

Agua destilada Lab. quimica analitica \
Agua deuterada (D;0) 99,8% Merck p.a.

Etanol 89,5% Merck p.a.

Metanol Merck p.a.
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Acetonitrilo

Cloroformo

Cloroformo deuterado 99,8%
Diclorometano

1,2 Dicloroetano

Tetraclouro de carbono
Acetona

Dimetilsulfoxido

Etilacetato

Merck p.a.
Merck p.a.
Merck p.a.
Merck p.a.
Merck p.a.
Merck p.a.
Merck p.a.
Merck p.a.
Merck p.a.

Tabla 6: Reactivos utilizados para el estudio dé interferentes.

Reactivos Procedencia
Sulfadoxina Sigma - Aldrich p.a
Trimetropin Sigma - Aldrich p.a.
Eritromicina Sigma - Aldrich p.a.

Enrofloxacino

Florfenicol

Aldrin

Heptacloro

Mirex

2,4-D, (2,4- 4cido acético diclorofenoxi);
Dieldrin;

(4,4)DDT

(4,4) DDE, (Dicloro difenildicloroetileno);

TDE

PCB'S (1254 y 1260)

Sigma - Aldrich p.a.

Sigma - Aldrich p.a.

Riedel-de Haén Pestanal
Riedel-de Haén Pestanal
Riedel-de Haén Pestanal
Riedel-de Haén Pestanal
Riedel-de Haén Pestanal
Riedel-de Haén Pestanal
Riedel-de Haén Pestanal

Poliscience Corp.

-
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Benzoato de emamectina Riedel-de Haén Pestanal -
Leuco violeta cristal Sigma - Aldrich p.a.
Verde de malaquita Sigrna - Aldrich p.a.

*Solucion metandlica 1.000 mg/Kg, proporcionada por Laboratorio de Quimica Ambiental de la Facultad

Ciencias Quimicas y Faimacéuticas.

Muestras de salmén: Se obtuvieron muestras de salmdn Atlantico de siete individuos
diferentes. Las muestras entregadas por la empresa Technical Laboratory Viamed S.A
estaban molidas, homogenizadas y liofilizadas con una masa aproximadamente de

20+0,1 g. Estas muestras de salmén provenian de una salmonera de la Regién de los

Lagos.

2.2. MATERIALES

Material de vidrio (vasos, pipetas parcial y total, matraces, embudos de
decantacion)

Celdas de cuarzo 1 cm de paso optico

Micro pipetas Labopette® [10 - 100 p L, 100 - 1000 pi]

Puntas Labopette® [10- 100 n L, 100 - 1000 pL]

Magnetos

Cartuchos C-18, 500 mg; Varian

23. APARATOS E INSTRUMENTOS

Agitadores magnéticos, HANNA HI 190M
pH-metro, HANNA Checker
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Centrifuga ROTOFIX 32, Hettich
Estufa de secado con control de temperatura, Memmert
Balanza analitica Sartorius GMBH, Gottinnhen tipo R-200D

Destilador de agua, GFL 2001/4

L

Rotavapor, Heidolph VV1

Bomba peristaltica, Masterfex® 45 TM modelo 7519-20

Vortex V1 plus, BOECO Germany

Bafio Ulirasénico, Branson ® 2210

Espectrofotémetro UV-Vis, SHIMADZU 1603, con {ampara de D, y W, conectado
en linea a un computador marca Hewlett Packard, que dispone de un software de
operacion incorporado Kit versioén 3.7 (P/N 206-80570-04) que permite realizar la
derivacién de los espectros; por lo tanto, las unidades de derivadas son
entregadas directamenie por el software. Todos los espectros de absorcion fugron
obtenidos en el rango de longitud de onda de 190 a 800 nm, con un intervalo de
muestreo de 0,5 nm.

Espectrofotometro FT-IR, Perkin Elmer System 2000. Los espectros fueron
obtenidos en un rango de 600 a 4000 cm™. Los datos fueron procesados con el
software Grams 386 ® versién 3.01 C.

Espectrémetro de resonancia magnética nuclear (RMN), Bruker Avance 400 MHz.

Los datos fueron procesados con el software MestReC V4 [1].8.6.
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2.4. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

2.4.1. Preparacion de soluciones

> Solucién esténdar de &cido oxolinico y flumequina 1,0x10° mol/L. Se prepard
disolviendo 0,013 g del reactivo en agua destilada desmineralizada, iuego se
agregd 1 mL de NaOH 0,1 mol/L, y se enrasd en un matraz de aforo de 50 mL.

> Solucién estandar de clorhidrato de oxitetraciclina 1,0x10° mol/L. Se prepard

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

50 mL.
> Preparacién soluciones patrones de OTC. Fortificado muestra salmén.

(a) Solucién patrén 1,0 mg/mL. Se preparo disolviendo 25 mg de OTC estandar en
metanol y se enrasd en un matraz aforo de 25 ml. La solucién resultante se guardé
en el refrigerador enire 0°y 5°C.

(b) Solucion diluida 80,0 pg/mL. Se preparé tomando una alicuota de 2 mL de la
solucién patrén madre y se enrasé en un matraz de aforo de 25 mL con metanol.

(c) Soluciones de trabajo. Se prepararon midiendo alicuotas entre 75 y 435 pl. de
la solucidn patrén diluida (b) y se enrasaron con metanol en matraces de aforo de
10 mL. Las soluciones resultantes corresponden a concentraciones entre 0,6 y 3,5
Hg/mL respectivamente.

> Solucién estandar de violeta cristal 1,0x10° mol/lL. Se prepard disolviendo 0,020 g
del reactivo en metanol p.a y se enrasé en un matraz de aforo 50 mL.

> Soluciones esténdares 1,0x10° mol/lL destinadas al estudio de colorantes. Se
prepararon disolviendo la cantidad necesaria en agua destilada desmineralizada y

luego se enrasaron en un matraz de aforo de 50 mL. Soluciones de colorantes

catiénicos: azul de metileno (AzM), violeta cristal (VC), rojo neutral (RN) y rodamina
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B (RDB) y soluciones de colorantes anidnicos: amarille de alizarina G {AAG), azul
eriocromo (AE), anaranjado de bencilo (AB), anaranjado [V (AlV), anaranjado de
xilenol (AX), anaranjado de metilo (AM), rojo de metilo (RM), azui de bromofenol
(ABF) y azul de bromotimol (ABT).

> Solucién amortiguadora Britton-Robinson pH 2,0 hasta pH 12,0. Se preparo una

mezcla de solucion de acido bdrico, acido acético y acido fosférico, cada uno de
ellos 0,1 mol/L (solucién A), y una solucién de NaOH 0,2 mollL {solucién B).
Posteriormente, a una fraccion de la solucion A se agregd una fraccién de la
solucién B hasta obtener el pH requerido.

> Solucién amortiguador 4cido acético/acetato de sodio pH 5,0. Se prepard
disolviendo 14,585 g de acetato de sodio en agua destilada desmineralizada,
posteriormente se agregaron 5,78 mL de Acido acético glacial y se enrasé en un
matraz de aforo de 1000 mL.

> Solucién amortiguador fosfato didcido de sodio/fosfato monodcido de sodio pH 8,0.
Se prepard disolviendo 6,702 g de Na,HPO, en agua destilada desmineralizada,
posteriormente se agregaron 500 UL de HCI ) ¥ Se enrasé en un matraz de
aforo de 250 mL.

> Solucién amortiguador dcido bdrico/borato de sodio pH 8,0. Se utilizé un esténdar
Merck.

> Solucion amortiguador dcido barbitirico/barbiturato de sodio pH 9,0. Se prepard
disolviendo 0,925 g de Acido dietilbarbitdrico en agua destilada desmineralizada,
luego se agregaron 5,5 mL de NaOH 1,0 mol/L, y se enras6 en un matraz de aforo
de 100 mL.

> Solucién amortiguador cloruro de amonio/amoniaco pH 10,0. Se prepard

disolviendo 0,268 g de cloruro de amonio en agua destilada desmineralizada, luego
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se agregaron 3,3 mL de amoniacoenc), ¥ se enrasd en un matraz de aforo de 500
mL.

> Solucién amortiguador carbonato de sodio/bicarbonato de sodio pH 10,0. Se
preparé disolviendo 5,300 g de Na,CO; y 4,200 g de NaHCO;, en agua destilada
desmineralizada, y se enras6 en un matraz de aforo 500 mL.

> Soluciones de tetraborato de sodio o reactivo de Bérax y tiosulafato de sodio 0,1
mol/L. Se prepararon de manera independiente, disolviendo 9,534 g y 6,205 g
respectivamente en agua destilada desmineralizada, y se enrasé en un matraz de
aforo de 250 mL.

> Solucién amortiguador Mc livaine: Se preparé disolviendo 28,400 g de fosfato
disddico anhidro en agua destilada y se enrasé hasta 1000 mL. Por otro lado, se
disolvié 21,000 g de &cido citrico monohidratado en agua y se enrasd hasta 1000
mL. Ambas solucionas se mezclaron con 625 mL de fosfato dis6dico con 1000 mL
de la solucién de 4cido citrico y se comprobé que el pH fuese 4,0 + 0,1.

» Solucion amortiguador Mc livaine/EDTA: Se prepard homogenizando 1.625 mL del
amortiguador Mc ilvaine con 3,720 g de &cido etilendiamina tetraacetato disédico
(EDTA).

> Solucién 4cido oxdlico 1,0x10? molf.: Se prepard disolviendo 1,260 g de acido
oxdlico dihidratado y se enras6 en un matraz de 1000 mL con metanol.

» Solucion de &cido tricloroacético 20% (v/v): Se prepard tomando una alicuota de 50
mL de &cido tricloroacético 3,0 mol/L y se enrasé en un matraz de 100 mL con agua
destilada.

> Soluciones destinadas al estudio de interferentes. Se prepararon disolviendo la
cantidad necesaria para que en un matraz de aforoc de 25 mL se obtuviera una

concentracion de 100,0 mg/l. para los siguientes productos farmacéuticos:
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sulfadoxina, trimetropin, eritromicina, enrofloxacino, benzoatoc de emamectina,
florfenicol, flumequina, &cido oxolinico, verde de malaquita y leuco violeta cristal.
Para interferentes tipo contaminantes de aguas de cultivo de salmones la solucion
estandar fue de 80,0 mg/L. de los siguientes interferentes: aldrin, heptacloro, mirex,

2,4-D, dieldrin, DDT, DDE, TDE, PCB'S (1254 y 1260).

2.4.2. Efecto de la naturaleza del solvente sobre la solubilidad de cada

antibiético

Se agregaron individualmente alicuotas entre 0,25 y 2,5 mL de OTC, OXO o
FLU, de modo de obtener un rango de concentracién final entre 1,0x10° moliL y
10,0x10™° mol/L. Luego se llevé a un volumen final de 25 mL en un matraz de aforo con
diferentes solventes, entre ellos: agua, metanol, etanol, acetonitrilo, HCI, NaOH, NHj,
cloroformo, diclorometano, acetona, dimetilsulféxido y etilacetato. Posteriormente, se
procedio a la lectura espectrofotométrica en el UV-Vis, en celdas de paso 6ptico de 1

cm, contra un blanco de reactivos, correspondiente al solvente utilizado.

2.4.3. Efecto del pH sobre la conducta espectral de los antibiéticos en
estudio

El efecto del pH se realiz6 con amortiguador Britton-Robinson en un rango de
pH entre 2,0 y 12,0, para ello se agregaron individualmente alicuotas entre 0,5 y 2,5
mL de solucion de OTC, OXO o FLU de modo de obtener un rango de concentracién
final entre 2,0x10° y 10,0x10° mol/L. Luego se adicioné 10 mL de la solucidn

amortiguadora Britton-Robinson y se llevé a un volumen de aforo 25 mL con agua
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destilada desmineralizada. Finalmente, se obtuvieron ios espectros en la zona UV-Vis,
contra un blanco de reactivos.

2.4.4. Ensayos preliminares en la formacion de pares i6nicos en solucién.

H
acuosa

En matraces de aforo independientes de 25 mL, se agregaron alicuotas entre
20 y 250 pL de la solucién estandar de colorante para obtener una concentracion final
entre 8,0x107 y 1,0x10° mol/L. Luego se agregaron alicuotas de la solucion estandar
de OTC entre 50 y 200 puL de modo de obtener un rango de concentracion final entre
2,0x10"®y 8,0x10" mol/L y 10 mL del amortiguador Britton Robinson, con la finalidad de
formar pares ibnicos en solucién.
Colorantes catiénicos utilizados: azul de metileno (AzM), violeta cristal (VC), rojo
neutral (RN) y rodamina B (RDB). El estudio se realizé entre pH 8,0 y 10,0.
Colorantes anidnicos utilizados: amarillo de alizarina G (AAG), azul eriocromo (AE),
anaranjado de bencilo (AB), anaranjaéo IV (AlV), anaranjado de xilenol (AX),
anaranjado de metilo (AM), rojo de metilo (RM), azui de bromofenol (ABF) y azul de

bromotimol (ABT). El estudio se realiz6 entre pH 4,0 y 7,0.

2.4.5. Efecto de la luz del laboratorio sobre la estabilidad en el tiempo de
VCyOTC
Se expusieron frente a la luz ambiental, soluciones acuosas independientes de
VC 4,0x10° mollL y de OTC 6,0x10° mol/L, medio amoniacal pH 9,0:0,2. Las
mediciones espectrofotométricas se realizaron cada una hora, a partir del tiempo cero

durante 8 horas. También se estudi6 la estabilidad de OTC, OXO y FLU en acetonitrilo.




Parte Experimental , 38

~

2.4.6. Procedimiento general para la determinacion de pares iénicos via
preconcentracién liquido-liquido

En diferentes matraces Erlenmeyer de 250 mL, se agregaron alicuotas de
antibiético individual entre 20 y 100 pL de la solucién estandar 1,0x1 0° mol/L, para
obtener rangos de concentracion final entre 4,0x10"mol/L y 20,0x10"mol/L. Ademas,
se agregd 400 pL de la solucién estandar de VC 1,0x10° mol/L, y 100 pl. NH; 0,1
mol/L, pH 9,0+0,2 a ‘modo de cbtener .una concentracién final de 8,0x10° mol/lL vy
2,0x10™* mol/L respectivamente. Luego, se completé con agua destilada a un volumen
final de 50 mL. Esta solucibn se homogenizé por un minuto en un agitador y
posteriormente se agregd 5 mL de extractante y se agité por 5 minutos para Ia
formacién del par iénico. Posteriormente, cada solucién acuosa y orgénica se transfirio
a un embudo de decantacién de 100 mL y se dej6 en reposo hasta la separacién de las
fases. Finalmente, el extracto orgénico se recogid en tubos de vidrio con tapa y una

fraccién del extracto organico, se llevé a medicién en la zona UV- Visible, contra aire.

2.4.7. Optimizaciones preliminares de las variables fisicoquimicas y de
extraccion liquido-liquido, en la determinacién de pares iénicos.
Metodologia univariables
Para evaluar las variables fisicoquimicas y de exiraccién liquido-liquido, se

siguié el procedimiento experimental 2.4.6, modificando la variable en estudio.

> Optimizacion de/ tipo de extractante. Se utilizaron como extractante, los siguientes

solventes organicos: diclorometano, 1,2-dicloroetano, cloroformo y tetracloruro de

carbono.
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> Efecto del medio de pH basico. Se estudid el efecto del pH entre 7,0 y 10,0, para
evaluar la formacion y determinacion del par idnico en diferentes medios basicos
con 20 mL de los siguientes amortiguadores: Britton Robinson, fosfato didcido de
sodio/fosfato monoédcido de sodio, &cido bérico/borato de sodio, Acido
barbitdrico/barbiturato de sodio, cloruro de amonio/famoniaco y carbonato de
sodio/bicarbonato de sodio. Luego se estudiaron como medio de pH, soluciones por
separados de amoniaco e hidroxido de sodio 0,1 mol/L y soluciones de las sales
tiosulfato y tetraborato de sodio 0,1 mol/L, a modo de obtener concentraciones
finales de 2,0x10* mol/L.

> Efecto de la concentracion del colorante. Se uiilizd una concentracion final en el
embudo de decantacion, entre 4,0x10°mol/L.y 8,0x10° mol/L de coniraién.

» Efecto de la concentracion de NH;. Se utilizaron alicuotas de NH; 0,1 mol/L entre
20 y 150 pL, correspondientes a concentraciones finales entre 4,0x10” y 3,0x10*
mol/L.

> FEfecto del nimero de elapas de exiraccion. Se realizaron dos extracciones
independientes de 5 mL con cloroformo.

> Efecto del tiempo de extraccion. Se vari6 el tiempo de exiraccién entre 0,5 y 8
minutos.

> Efecto del volumen fase acuosa. Se varié el volumen acuoso entre 50 y 150 mL.

2.4.8. Optimizacidn de las variables fisicoquimicas y de extraccién liquido-
liquido en la formacién de pares i6nicos. Metodologia multivariables

Mediante un disefio experimental estadistico, se optimizaron las condiciones

experimentales para esta dsterminacién. Esta optimizacion se realizé con el disefio
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experimental factorial utilizando el programa computacional STATGRAPHICS Plus 5.
Las variables optimizadas fueron: concentracién VC entre 1,0x10° y 1,5x10°° mol/L,
volumen NH; 0,1 mol/L entre 10 y 190 pL (conceniracién entre 2,0x10° y 3,8x10™
mol/L), volumen fase organica éntre 4 y 6 mL y tiempo de extraccion entre 2 y 4
minutos. El volumen de la fase acuosa se mantuvo constante en 50 mL y la
concentracién de OTG fue de 8,0x107 mol/L. El disefio consisti en el modelo factorial

2", siendo “n” el nimero de variables, (n=4) con tres réplicas, resultando un total de 51

experimentos.

2.4.9. Curva de calibracion del par iéﬁico VC-OTC. Muestras sintéticas

La curva de calibracién del par i6nico se realizé con 750 pL de la solucién de
VC 1,0x10° mol/L a concentracion final de 1,0x10° mol/L, 100 pL NH; 0,1 mol/L pH
9,010,2, con alicuotas de una solucién estdndar de OTC entre 20 y 100 ul, para
obtener rangos de concentraciones finales entre 4,0x107 y 20,0x107 mol/L. El
pracedimiento de extraccién del par idnico fue expuesto en la seccién 2.4.6, utilizando

& mL de extractante y agitando por 4 minutos para la formacién del par iénico.

2.4.10. Estudio de interferentes

Este estudio se realizb en primera instancia registrando el espectro clasico de
todos los interferentes estudiados a una concentracion de 6,0x10”° mol/L. Luego, se
realizé el procedimiento de exiraccién de pares i6nicos en solvente orgénico, de
acuerdo al procedimiento experimental 2.4.9, a dos conceniraciones constantes de

OTC de 4,0x107 y 16,0107 mol/L, equivalente a 200 y 795 pg/L, respectivamente.
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Las concentraciones de los interferentes estudiados fueron de acuerdo a los
limites méximos residuales, establecidos por mercados regulados en carne y piel de
pescado (Sernapesca, 2005) y a concentraciones superiores. Los productos
farmacéuticos estudiados como interferentes.son: 4cido oxolinico 100,0 y 1.044 pg/L,
flumequina 600,0 y 1.045 g/, sulfadoxina 100,0 y 1.000 pg/L, trimetropin 50,0 y 1.161
Hg/L, florfenicol 100,0 y 1.432 wg/L, eritromicina 200,0 y 2.935 pg/L, enrofloxacino
100,0 y 1.420 ug/L, benzoato de émamecﬁna 100,0 y 1.040 pg/l; sustancias no
autorizadas: verde malaquita 50,0 y 1.385 pg/L y leuco violeta cristal 50,0 y 1.494 pg/L
y contaminantes: aldrin 0,3 y 14,5 mg/L; heptacloro 0,3 y 15,0 mg/L; mirex 0,1 y 22,0
mg/L; 2,4 D 1,0 y 8,85 mg/L; dieldrin 0,3 y 15,2 mg/L; DDT 5,0 y 14,2 mg/L; DDE 5,0 y

12,7 mg/L; TDE 5,0 y 12,8 mg/L; PCB’s 2,0 mg/L.

2.4.11. Extraccion de OTC desde muestras de salmén

La determinacién de OTC en musculo de salmén se realizé de acuerdo al método
3.9 del Instituto de Salud Carlos lll, con algunas modificaciones.
> Preparacion de la muestra y construccion curva calibracion;
Se realizd una curva de calibracion en muestras de salmén Atlantico enriquecidas con
OTC. Paralelamente con las muestras individuales de salmén, se preparé un blanco de
reactivos, en tubos de centrffuga FALCON de 50 mL y se realizd el proceso de
extraccion de la siguiente forma:
(a) La muestra de salmén molida y homogenizada se dejé descongelar y se pesaron

50x0,1¢g.

(b) Ala muestra blanco de reactivos se agregé 0,5 mL de agua destilada.
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(c) A las muestras enriquecidas se agregaron 0,5 mL de la solucién patrén de trabajo
de la seccién 2.4.1 (c) y se esperé como minimo 20 minutos anies de comenzar la
extraccion.

{(d) Luego, se afadié 20 mL de amortiguador Mc llvaine/EDTA y se homogeniz6 en un
agitador por 20 minutos.

(e) Posteriormente, se agregd 2 mL de acido tricloroacético 20% y se agité en Vortex.
(f) Finalmente, se centrifugd a 4.000 rpm por 15 minutos.

(g) El sobrenadante se transfirié a un matraz de 50 mL a través de papei filtro de 70
pm de poro.

(h} Por dlitimo se repiti6 la extraccion con ofros 20 mL de amortiguador Mc
livaine/EDTA, se centrifugd, el sobrenadante se filtré en el mismo matraz, y finalmente,
se mezclaron los 40 mL en el matraz.

» Purificacion:

La purificacién de la muestra se realizé de acuerdo a la cita de Fedeniuk y col., 1996.
(a) Se acondicioné un cartucho sep-Pak C-18 pasando 6 mL de metanol y 4 mL de
agua destilada, a través de una bomba peristaltica con manguera Cole- Parmer N°13 6
14, a una velocidad no superior @ 4 mL/min. Luego la muestra se aspird y se lavé con
4,0 mL de agua destilada. Finalmente OTC se percolé del cartucho con 4 ml de Acido
oxélico metanélico 1,0x102 mol/L.

{b) Luego, a este extracto de OTC se le realizd el protocolo de formacién del par idnico
VC-OTC de acuerdo a la seccidn experimental 2.4.9, ajustando el pH de la extraccién

liquido-liquido a pH 9,0+0,2 con amoniaco 0,1 mol/L.
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2.4.12. Aplicacion y validacion del método en muestras de salmén
Atlantico

La validacién del método, se realizé fortificando con 0,5 mL de solucién de OTC
1,0 mg/L, correspondiente a una:concentracion de 100 pg/Kg en el miisculo de ocho
muestras de salmén Atléntico de cinco individuos, evaluadas en diferentes dias. El

tratamiento de la muestra es descrito en la seccién 2.4.11.

La aplicacién del método se realizé con tres muestras independientes de una
muestra de salmén Atlantico proporcionada por un laboratorio externo (CEPEDEQ),
conteniendo una concentracién de OTC de 305 pg/Kg. Esta concentracion fue

determinada por HPLC con detector de arreglo diodos.

Para evaluar esta muestra, fue necesario realizar una dilucién sdlido-sélido,
utifizando 1,6 g de la muesira diluida en 3,4 g de blanco, obteniendo mediante esta
dilucién una concentracién de OTC de 100 pg/Kg. El tratamiento de la muestra es

descrito en la seccion 2.4.11.

2.4.13. Determinacién del coeficiente de distribucién (Kp) de VC

La determinacién de Kp, fue realizada a partir de una curva de calibracién de VC
en CHCI; y ofra curva en agua destilada utilizando como medio NH; 0,1 mol/L en un
rango de concentracion entre 2,0x10° mol/L y 10,0x10° mol/L a 25°C. Se realizaron

tres réplicas independientes para cada caso.

! Centro de Estudios Para el Desanollo de la Quimica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas - U. de Chile.
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2.4.14. Obtencidn de espectros de RMN y preparacion de ias muestras VC,
OTC y VC-OTC

Se prepararon muestras a partir de los estandares sélidos, disolviendo 10 mg
de VG en CDCl; y 10 mg de OTGC en D,0O. Los solventes deuterados se utilizan como

referencia interna.

La preparacién de las muesiras exiraidas de VC, consistié en disolver 10 mg
del sélido en 50 mL de agua destilada utilizando medio amoniacal pH 9,0+0,2, luego se
realizaron tres exiracciones de 20 mL con CHCI;. Posteriormente la muestra se
concentrd en el rotavapor, y el concentrddo se disolvi6 en 1 mL CDCls, para ser

analizada por espectroscopia de 'H RMN.

La preparacidn de las muestras extraidas de VC-OTC, se llevd a cabo
disolviendo 10 mg de VC y 12 mg de OTC en 50 mL de agua destilada medio
amoniacal pH 9,00,2, para luego ser extraidos en un embudo de decantacién de 100
mL tres veces con fracciones de 20 mL con CHCl;. Los respectivos exiractos
cloroférmicos se evaporaron hasta sequedad y luego fueron disueltos en 1 mL de

CDCl; para luego ser analizada por espectroscopia de *H RMN.

Las muestras de OTC en CDCl;, se prepararon disolviendo 10 mg del sélido en
1 mL de agua destilada, medio amoniacal, luego se evaporé el sclvente bajo una
corriente de N, y finalmente el residuo sdlido se disolvié en CDCls, con gotas de
dimetilsulféxido deuterado (DMSO d6), para ser analizado por espectroscopia de 'H

RMN. Del mismo modo se prepard una muestra de OTC medio agua destilada.
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Las muestras que fueron llevadas a medicion de ios tiempos de relajacion (T4)
de protones fue necesario eliminar el O,. Para ello, las muestras fueron congeladas en
N, liquido y luego se les aplicé vacio. La medicion de T, se realizé tres veces, para

luego calcular un promedio y la desviacién estandar de la medicién.

2.4.15. Obtencién de espectros de IR y preparacién de las muestras VC,
OTCy VC-OTC

Se obtuvieron espectros IR de los s6lidos VG y OTC en pastillas de KBr, y de
VC y VC-OTC en celdas desmontables de NaCl hasta evaporacién del solvente. La
preparacion del VC y del par ibnico consistié en tomar una alicuota de 10 mL de VC y
de OTC de la soluci6n estandar 1,0x10° mol/L, para obtener una concentracién final de
2,0x10™ mol/L en 50 mL de agua destilada con 1 mL NH; 0,1 mol/L para alcanzar pH
9,0£0,2. Luego se realizaron tres extracciones de 20 mL con CHCl, y posteriormente
se evapord el solvente hasta dejar aproximadamente 1 mL de muestra, para luego ser

llevada a la celda de medicidn.

B bt =




Resultados y Discusion

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El trabajo de esta tesis se cenird en el desarrollo de métodos analiticos para la
determinacién de antibiéticos utllizados en acuicultura. En primera instancia, se
desarrollaron métodos para la determinacidén simultanea de pares de los ires
antibidticos cominmente utilizados en la acuicultura chilena: OTC, OXO y FLU. Estos
métodos consistieron en determinarlos por espectrofotometria derivada UV-Vis, donde
se proyecta aplicarlos en alimento de peces, en que las concentraciones de estos

antibidticos se encuentran a nivel de 0,1 mg'/Kg. (Toral y col., 2007; Toral y col., 2006)

En ia segunda parte de esta tesis se desarroll6 de una metodologia analitica
para la determinacion de OTC por formacién de pares idnicos, utilizando Ia técnica de
espectrofotometria derivada UV-Vis de segundo orden. Esta metodologia se aplict en

muestras de misculo de salmaén.

3.1. EFECTOS DE LA NATURALEZA DEL SOLVENTE SOBRE LA
SOLUBILIDAD DE CADA ANTIBIOTICO

Para disponer de una informacion global de la solubilidad de cada antibi6tico, se
estudid el efecto de la naturaleza del solvente sobre la solubilidad de cada antibiético a
una concentracién de 1,0x10® mol/L, concentracion que es utilizada como solucion
inicial en los diferentes ensayos realizados. Para ello se evalué cualitativamente la

solubilidad de cada antibi6tico por separado en solventes de diferentes polaridades con

constantes dieléctrica (E) entre 78,5 y 4,0 (Tabla 7), en soluciones &cidas, bésicas y

45
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neutras, de acuerdo a las condiciones experimentales del punto 2.4.2.

La OTC posee diferentes grupos funcionales que le confieren caracteristicas

polares y acido base. Estas propiedades le permiten a este compuesto ser soluble en

la mayoria de las soluciones acuosas y solventes organicos polares con £ sobre 20.

Por el contrario, ia preparacién de una solucion de OXO en agua, metanol,
etanol, acetona, diclorometano y etilacetato presenté baja solubilidad. No obstante, en
acetonitrilo y en dimetilsulféxido no mostré dificultad para solubilizar en estos solventes
apréticos a temperatura ambiente. En orden de mejorar la solubilidad de OXO en
solventes acuosos, se agregé 1 mL de NaOH 0,1 mol/L. en 50 mL de solucion, lo cual

increment6 notablemente la solubilidad debido a la ionizacion de la molécula.

FLU, presenta solubilidad en la mayoria de los solventes organicos polares,
debido a que en su estructura presenta un atomo de fitior, el que podria formar puentes
de hidrégenos con solventes proticos, pero al igual que con OXO ésta mejord al
agregar 1 mL de NaOH 0,1 mol/L. en 50 mL de solucién. En consecuencia, para
trabajar con los antibidticos de la familia de las quinolonas en soluciones acuosas, es
necesario trabajar con la forma basica de la molécula o con solventes orgénicos
aproticos. Un andlisis de las solubilidades cualitativas en diferentes solventes para

cada antibiético, se presenta en la Tabia 7.
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Tabla 7: Andlisis cualitativo de las solubilidades para cada antibiético a concentracion 1,0x10°

mol/L.
Cte. dieléctrica

Solventes g, 25°C oTC OXOo FLU
Agua destilada 78,5 Soluble No soluble No soluble
Dimnetilsulfoxido 48,9 Soluble Soluble Soluble
Acetonitrilo 37,5 Soluble Soluble Soluble
Metanol 32,7 Soluble No soluble Soluble
Etanol 24,6 Soluble No soluble Poco Soluble
Acetona 20,7 Soluble Poco soluble Soluble
Diclorometano 8,9 Poco Soluble Poco soluble Soluble
Etilacetato 6,0 Paoco Soluble Poco soluble Soluble
Cloroformo 47 No soluble Poco Soluble Soluble
HCI 1,0x102 moliL e Solukle No soluble No soluble
NaOH 1,0x102 moliL — Soluble Soluble Saluble
NHa 1,010 molfL — Soluble Solubte Soluble
Metanol en NaOH 1,0x10°% mol/L. —_ — Soluble Soluble
Etanof en NaOH 1,0x10 mol/L. — — Soluble Soluble

Poco soluble= necesita de un hafno ultrasonido, para seolubilizar.

A partir de las soluciones estandares de los diferentes antibiotico, se prepararon

soluciones entre 2,0 y 10,0x10® mol/L en cada solvente, con el objeto de conocer las

conductas espectrales de cada antibictico en diferentes solventes. (Figuras 7 a 9).
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Figura 7: Espectros de absorcion de oxitetraciclina 6,0x10° mol/L. a) Solventes organicos. b)
Solventes acuosos.
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Figura 8: Espectros de absorcion de acido oxolinico 6,0x10°° mol/L. a) Solventes organicos. b)
Solventes acuosos.
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Figura 9: Espectros de absorcién de flumequina 6,0x10° mol/L. a) Solventes organicos. b)
Solventes acuosos.

De acuerdo a las Figuras 7, 8 y 9, se observan cambios espectrales al utilizar
solventes organicos o acuosos en la region UV-Vis. Para OTC, se encuentran las
bandas atribuibles a grupos cetonas, amida y fenol entre 190,0 y 400,0 nm y para OXO
y FLU se observan entre 190,0 y 350,0 nm, las bandas caracteristicas a cetonas, acido

carboxilico y benceno (Skoog y col. 2001).

Debido a que acetonitrilo (ACN) posee una £ de 37,5 tiene la capacidad de
disociar cada antibiotico logrando solubilizar a cada uno de ellos. Tomando en
consideracion estos resultados y el solapamiento de las bandas de absorcién de los
tres antibidticos en ACN (Figura 10), se seleccioné6 ACN como solvente para

desarrollar métodos para la determinacion individual y/o simultdnea de pares de

antibiéticos en muestras sintéticas por espectrofotometria derivada.
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Figura 10: Espectros de absorcion de OTC, OXO y FLU 6,0x10°mol/L en ACN.

Considerando las conductas espectrales de los tres antibioticos, se tiene como
primer método por espectrofotometria derivada de primer orden (Figura 11), la
determinacion de OTC a 382,2 nm utilizando el método gréfico, en presencia de OXO y
FLU, debido a que en esta zona estas drogas no absorben. Por otro lado, se tiene la
determinacion simultanea de OXO a 274,0 nm y FLU a 288,9 nm en ausencia de OTC

mediante el método “zero crossing”.

Finalmente, se tiene que en presencia de FLU es posible realizar un “screening”
a 274,4 nm para detectar la presencia de OXO y/o OTC, sin embargo, si en el rango
entre 362,0 y 414,0 nm no se presenta absorcion indicaria que no hay presencia de
OTC en el rango de concentracion estudiado y la sefal a 274,4 nm puede ser atribuida

exclusivamente a OXO.

.
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En todos los casos las variables espectrales seleccionadas fueron: primera
derivada, por presentar mayor sensibilidad y alta relacién sefal/ruido, un factor de
suavizado de 16.000, donde se minimiza el ruido de fondo y un factor de amplificacion
de 10.000 para facilitar la lectura de la sefial analitica. A modo de ejemplo en la
determinacion de OTC, OXO y FLU, las longitudes de onda analitica seleccionadas
fueron: 382,2 nm para OTC, 274,4 nm para OXO y 288,9 nm para FLU (Figura 11). Los

parametros analiticos determinados, se resumen en la Tabla 8.

1000 -
2744 nm OXO0

500

uD

-1000

Longitud de onda [nm]

Figura 11: Espectros derivados de primer orden de OTC, OXO, FLU. Concentracién entre
4,0x107 y 8,0x10° mol/L.
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Tabla 8: Parametros analiticos. Determinacién individual de OTC, y determinacién simultanea
de OXO y FLU en ausencia de OTC.

o71C

ox0o

FLU

Longitud de onda

analitica {nm)

382,2

2744

288,9

Ecuacidn curva

de calibracién

UD=(41,0+2,6)x 10°*C
-82%186

UD=(1500 % 1) x 10**C +

UD=(350 + 2) x 10**C -

1821

Coeficiente de

correlacién {r)

0,598

0,998

Limite de

deteccién (molf)"

1,5 x10°

2,8 x107

Limite de
cuantificacién

{mol/Ly"

4,9 x10°

1,4 x10°

8,5 x107

Rango de
determinacion

(mol/L)

4,9 x10%-2,0 x10™

1,4x10%-1,2x10*

8,5 x107-1,2 x10"

Cabe destacar que, la aplicaciéon de estos métodos, es para matrices en que

estos antibidticos se encuentren en aiias concentraciones a nivel de mg/Kg, situacién

que pudiera suceder en musculo de salmoén con alta acumulacion de antibidtico o bien

en alimento de peces, siempre y cuando no se presente interferencia de la matriz.

* Criterio Limite de deteccidn: 36/S y Limite de cuantificacién: 100/S, donde S es la pendiente de la ecuacién lineal.
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Por lo tanto, en primera instancia las muestras podran ser evaluadas por los
métodos descritos anteriormente y todas aquellas muestras que estén bajo el limite de
cuantificacion seran evaluadas por un método mas sensible. En este contexto, se
tiende a reducir el nimero de muestras en que se aplique un método que requiera

mayor tiempo, otorgando una mayor eficiencia.

Con el solvente ya seleccionado, se realizé un estudio de estabilidad en el
tiempo de los tres antibiéticos en ACN a temperatura ambiente, sometidos a la luz del
laboratorio. Los resultados muestran que ellos son fotoestables en las condiciones de
trabajo seleccionadas, ya que no se observan corrimientos de los maximos de
absorcion ni variacion en la altura de las bandas de absorcion, en el rango de tiempo
estudiado. A modo de ejemplo en la Figura 12, se observa la estabilidad en el tiempo
de OTC. También se obtuvieron los espectros de absorcion al quinto dia y no se

presentaron diferencias espectrales.

0,70 4
a) 1-2«1 OTC 0 hrs b)
OTC 1 hrs 65 -
1‘9_! OTC 2 hrs
_»l QOTC 3 hrs. 0,60
e -‘.I 055
9 \ o ] " -
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€ 1w /! 800
.00 N 3
0.4 ! .
< | \ < 0%
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004 0,35 4
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Figura 12: a) Espectros de absorcion OTC 6,0x10° mol/L en ACN, a diferentes tiempos de

exposicion a la luz ambiental. b) Efecto del tiempo sobre la estabilidad de OTC en ACN, a Jnax
360,0 nm.
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3.2. EFECTO DEL pH SOBRE LA CONDUCTA ESPECTRAL DE LOS
ANTIBIOTICOS EN ESTUDIO

El efecio del pH sobre la conducta espectral de OTC, OXO y FLU, se realizé
con la finalidad de obtener las bandas espectrales de cada uno de ellos en un rango de
pH 2,0 a 12,0, debido a que estos antibidticos presentan caracteristicas acido base.

Las condiciones experimentales son las referidas en el punto 2.4.3.

3.2.1. Efecto del pH en el comportamiento espectral de OTC

Es conocido por literatura las caracteristicas acido base y los valores de pKa de
OTC (Qiang y Adams, 2004). En la Figura 13, se presenta un esquema de los
equilibrios acido base de este antibiotico, [0 que explica el variado comportamiento
espectral en sus principales bandas de absorcion, en la escala de pH utilizada. Es por
ello que resulta de gran imporiancia conocer el tipo de banda y la especie con que se
trabajara en el desarrollo de esta tesis. Los espectros de absorcién a diferentes pH, se

muestran en la Figura 14.
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[HsA]” [H2A]

pKa

Figura 13: Equilibrios acido - base del antibiético oxitetraciclina.
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Figura 14: Espectros de absorcién oxitetraciclina 6,0x10° mollL a diferentes pH, en
amortiguador Britton Robinson.
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La Figura 14 muestra que, entre pH 0,0 y 3,0 la especie predominante es HaA",
cargada positivamente, la cual en principio podria formar una interaccion electrostatica
con colorantes anionicos. En tanto que en las cercanias del pKa, existe una mezcla de
H3A"/ H.A por lo cual su espectro en dicha zona de pH, corresponde a la absorcién de
ambas especies. No obstante, debido a la alta acidez del protén del C;-OH (pka,) la
carga negativa de la especie H,A es capaz de distribuirse tanto en el oxigeno del C,
como del C, de la amida, formando tres especies resonantes de OTC. Es por esta
razén que en las cercanias del pKa,, no se favoreceria algun tipo de interaccién con
colorantes cationicos, debido a la deslocalizacién de la carga negativa, Figura 15. No

obstante, en el transcurso de esta tesis se seguira usando la estructura de la especie

H.A de OTC para esquematizar interacciones.

Figura 15: Estructuras resonantes de la especie H,A de OTC.
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Entre pH 4,0 y 6,5 hay un predominio de HA, la cual dado que presenta tanto
carga positiva como negativa podria formar par iénico con colorantes cationicos o
anionicos, y su espectro en este rango de pH corresponde a la especie H,A. En la
cercania del pKa; la absorcién corresponde tanto a H,A como a HA". Entre pH 8,0y 8,5
predomina la especie anidénica HA" de modo que el espectro obtenido en dicho rango
pueda ser atribuido a HA". En las cercanias del tercer pKa se tiene una mezcla de
HA/A?, lo cual también se refleja en el espectro de absorcién. Sobre pH 9,5 hay un
predominio de A?, de modo que el espectro de absorcién puede ser atribuido a dicha
especie. La carga negativa quedaria estable en el oxigeno del C4o, debido a que el
anillo D es un aromatico. La Figura 16 esquematiza las especies predominantes en los
valores de pKa de OTC. Ademas, al tener esta especie cargada negativamente, la
interaccion electrostatica con colorantes cationicos se ve favorecida, debido a que en
esa zona la molécula no presentaria impedimento estérico en la formacion del par
ionico; como lo seria en la zona del pKa;. Sobre pH 11,0 la estabilidad de la droga es
afectada como se observa en el espectro de absorcion a pH 12,0, debido a que la

especie es inestable.

H.A* H.A HA A
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Figura 16: Esquema de los valores de pKa del antibiético OTC.

Por otro lado, para completar este estudio de pH, se realizé6 un experimento

referido a la recuperacion de OTC desde valores pH extremadamente alcalinos a pH
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cercano a la neutralidad, donde ésta es mas estable. Este experimento consistio en
obtener el espectro de absorcion de OTC a pH 5,0 y 12,0 y posteriormente la solucion
de pH 12,0 se ajusté a pH 5,0 (Figura 17). El pH se regulé con el amortiguador Britton

Robinson.

pH 5,0
pH 12,0

Absorbancia

Longitud de onda [nm]

Figura 17: Espectros de absorcién oxitetraciclina 6,0x10° mol/lL a pH 5,0; 12,0 y de la forma
basica a neutra, en amortiguador Britton Robinson.

De acuerdo a la Figura 17, se observan diferencias espectrales a pH 50y 12,0
produciéndose desplazamientos de los maximos de absorcion, acompanado de un
cambio de forma de la banda de absorcion. A pH 12,0 OTC es inestable quimicamente
y cuando el antibiético ha permanecido a este pH y es llevado a un pH cercano a la
neutralidad se observan decaimientos en las bandas de absorcion y desplazamiento de
los maximos de absorcion, comparado con el espectro de absorcion registrado a pH
5,0. Esto indicaria que OTC es inestable a valores de pH muy alcalinos y que no es

posible recuperarla cuando ha sido sometida en este medio, debido a que
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probablemente se producen cambios estructurales o de descomposicion.

3.2.2. Efecto del pH en el comportamiento espectral de OXO y FLU

También se estudio el efecto del pH en el comportamiento espectral de OXO y
FLU. De acuerdo a la literatura OXO y FLU, presentan un valor de pKa cercano a 7
(Turiel y col, 2003), atribuible a la desprotonacion del acido carboxilico. Los espectros

de absorcion de OXO y FLU a diferentes pH se muestran en las Figuras 18.

a) b)
. : pH 7,0 ] A

pHE.0

pH 12,0

Absorbancia
Absorbancia

Figura 18: Espectros de absorcién quinolonas 6,0x1 0° mol/L a diferentes pH, en amortiguador
Britton Robinson. a) Acido oxolinico. b) Flumequina.

Debido a que OXO presenta baja solubilidad entre pH 2,0 y 6,0 no es posible
trabajar con la especie protonada. Por el contrario, desde pH cercanos a la neutralidad
a basicos OXO es soluble y de acuerdo a lo observado en la Figura 18-a, las bandas
espectrales no presentan cambios, manteniendo la forma y altura, debido a que en

este rango de pH, predomina la especie desprotonada del grupo acido carboxilico.
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Con FLU, es posible obtener bandas espectrales a pH &cidos, por lo tanto, el
unico cambio de forma en las bandas espectrales principales, se produce en las
cercanias del pKa donde se obtiene la mezcla del acido carboxilico protonado y
desprotonado entre pH 6,0 y 8,0. Esta forma de banda especiral se mantiene sobre pH

8,0 donde predomina la especie anidnica, Figura 18-b.

3.3. ENSAYOS PRELIMINARES EN LA FORMACION DE PARES IONICOS
EN SOLUCION ACUOSA

Este ensayo se realizé con la finalidad de observar modificaciones espectrales
que indiquen una posible formacién de par idnico de OTC con colorantes. Las

condiciones experimentales fueron las citadas en el punto 2.4.4.

De gcuerdo a las caracteristicas estructurales y valores de pKa de OTC, se
espera que a pH 5,0 OTC se encuentre cargada positiva y negativamente. A pH 5.0 la
especie predominante es H.A, por lo tanto para la formacién de pares idnicos en
solucién acuosa se probaron diferentes colorantes anignicos que poadrian actuar como
contraién: AAG, AE, AB, AlV, AX, AM, RM, ABF y ABT y colorantes catidnicos: VC,
AzM, RDB y RN, los cuales podrian actuar como confraiones catibnicos. Se trabajd
cada colomante individualmente, de ellos ninguno moshd forrnacion de par idnico en
solucidn a pH 5,0, detectable por espechofotometria LN Vis. Esin puede debersa a
que las zonas idnicas de OTC que probablemente pudieran formar una interaccién

elechrostitica con estos colorantes, estén impedidas estéricomentn

Ofro estudio, fue trabajar a pH 9,0 con colorantes catiGnicos, para evitar un
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medio muy alcalino. En estas condiciones las especies predominantes de OTC son HA
y A?, sin embargo, la interaccién con colorantes catiénicos, pudiese formarse a través
del OH fendlico, por estar menos impedida estéricamente que la especie HA,
desplazando el equilibrio cuantitativamente hacia una interaccion de tipo electrostatica.
En la Figura 19, se observa que la forma y la altura de la banda de OTC en la zona
donde ella absorbe, cambia cuando esta en presencia de VC a pH 9,0 debido a que
probablemente esta ocurriendo un tipo de interaccion que ensancha la banda y hace
aumentar la sensibilidad de la banda espectral de OTC en solucién acuosa. Este tipo
de interaccién no esta favorecida en solucién acuosa, por lo tanto se plantea realizar la
extraccion liquido-liquido y lectura espectral del par i6nico en un solvente organico no

miscible con el agua.

A, Ve
T ! \\ oTC ]
' VC-OTC

LA 2

4550
Wavelengh frun |

Figura 19: Espectros de absorcion de VC 8,0x10° mol/L, OTC 6,0x10° mol/L y de la mezcla
VC-OTC 8,0x10°® mol/L- 6,0x10° mol/L, en amortiguador Britton Robinson pH 9,0.
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3.4. DETERMINACION DE PARES IONICOS ViA PRECONCENTRACION
LIQUIDA-LIQUIDA

En la preconcentracion liquida-liquida, se deben optimizar diversos parametros,
para permitir incrementar la sensibilidad y precision del método a desarrollar, sin perder

la exactitud y representatividad de los resultados.

Esta determinacion esta basada de los ensayos preliminares en solucion
acuosa, utilizando extraccion liquida liquida, en el sentido de lograr desarrollar un
método sensible y de calidad analitica. Esta modalidad se basa en la preconcentracion
de OTC, mediante una interaccion con colorantes cromoéforos por formacion de pares

idnicos y la posterior extraccion de este par i6nico en un solvente organico.

3.4.1. Ensayos preliminares en la extraccion del par iénico OTC-

colorantes anionicos

El ensayo con colorantes anionicos, se realizé con la finalidad de ampliar la
informacion sobre la formaciéon de pares iénicos con OTC. De acuerdo al articulo de
Mishra y col., 1985 “las tetraciclinas forman pares iénicos con colorantes anionicos
ente pH 8,0 y 9,0 con amortiguador barbital”. Ensayos preliminares de extraccion con
colorantes anionicos, suponen que OTC estaria formando par iénico con anaranjado de
metilo (AM) en NaOH y amortiguador Britton-Robinson pH 6,0, Figura 20. También este
tipo de interaccion ocurre con azul de bromotimol (ABT), sin amortiguacion, en NaOH y

NH3, Figura 21.
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AM 8,0x10° mol/L
AM-OTC 8,0x10° mol/L

Absorbancia

Longitud de onda [nm]

Figura 20: Espectros de absorcion del par iénico AM-OTC en amorﬁgruador Britton Robinson
pH 6,0. Concentracién AM: 8,0x10® mol/L. y de OTC: 8,0x10” y 16,0x10” mol/L.

En la Figura 20, se observa una posible formacion de AM-OTC con
amortiguador Britton Robinson pH 6,0, presentando una banda centrada en 450,0 nm,
pero este colorante fue descartado para formar par iénico con OTC, debido a que para
fines analiticos las sefales tienen baja absorbancia. Resultados similares se

encontraron en medio basico de NaOH.

Por otro lado, al trabajar con otro colorante aniénico ABT, éste estaria formando
par iénico con OTC en medio basico de NaOH y NH,. Esta posible formacion presenta
un maximo de absorcion a 420,0 nm que incrementa con la cantidad de OTC
agregada. A 280,0 nm ABT presenta una banda mal definida que varia su forma en
presencia de OTC, corroborando por espectrofotometria UV-Vis la formacion del par
ibnico (Figura 21-a). Con NH; los resultados son similares, pero la sefial es

aproximadamente 10 veces mas baja y presenta mayor ruido de fondo. Ademas,
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cuando se realiza la extraccién sin amortiguacion, (Figura 21-b), se observa una nueva
banda en 600,0 nm, aunque bastante mas baja que con NaOH. Esta nueva banda
seria atribuible a la formacién de un par i6nico debido a que en esta zona el colorante
no absorbe. Sin embargo, este colorante present6 problemas experimentales debido a
que en la etapa de separacion de las fases, éstas demoraban bastante tiempo (~ 20
min), por la formacion de una interfase. Esto dificultaba la separacion, no teniendo la
certeza de que la extracciéon fuese cuantitativa. Por esta razon este colorante fue

descartado para fines analiticos cuantitativos.

b) o
ABT 8,0x10°° moiiL

ABT-OTC 8,0x10” moiiL 0.07 445 ABT 8,0x10° mollL

ABT-OTC 8.0x107 mol.

oos I

0,05 44

Figura 21: Espectros de absorcion del par ibnico ABT-OTC. (a) Medio NaOH. (b) Sin
amortiguacion. Concentracién ABT: 8,0x10° mol/L y de OTC: 8,0x10” y 16,0x10” mol/L.

En la Tabla 9 se presenta un resumen de diferentes amortiguadores y especies
quimicas a modo de obtener diferentes valores de pH, utilizados en la extraccion de

OTC con los colorantes aniénicos AM y ABT.




Resuitados y Discusion 66

Tabla 9: Resultados preliminares en la formacion de par iénico OTC con colorantes aniénicos.

Medios de pH ) AM ABT
Sin amortiguador X i
Amortiguador 4cido acético/acetato, pH 5,0 X X
Amortiguador acido barbitdrico/barbiturato, pH 9,0 X X
Amortiguador Britton-Robinson pH 4,0 X X
Amortiguador Britton-Robinson pH 5,0 X X
Amortiguador Britton-Robinson pH 6,0 + X
Amorfiguador Britton-Robinson pH 7,0 X X
Amortiguador Britton-Robinson pH 8,0 X X
Amortiguador Mc llvaine pH 4,0 X X
Amortiguador Mc livaine pH 6,0 X X
Amortiguador Mc llvaine pH 8,0 X X
Amortiguador fosfato discidoffosfato monoécido, pH 7,0 X X
Amortiguador fosfato didcido/fosfato monoécido, pH 8,0 X X
NaOH, pH9,0 £0,2 ) 4
NHz, pH9,0£0,2 X +

~: posible formacitn par iénico, X: no se forma par iGnico.

3.4.2. Ensayos preliminares en la formacion de pares ionicos OTC-
colorantes catiénicos, medios ligeramente basicos

De los resultados preliminares de formacién pares iénicos en solucién acuosa
presentados en la seccion 3.3, se realizaron ensayos con diferentes colorantes
cationicos en distintos medios ligeramente b#sicos, de acuerdo al procedimiento

experimental del punto 2.4.6. Los experimentos realizados se resumen en la Tabla 10.
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Tabla 10: Diferentes colorantes catidnicos en diferentes medips ligeramente basicos.

Medios de pH Ve RN RDB AzM
Amortiguador Britton-Robinson, pH 9,0 ¥ X X X
Amortiguador fosfato diacidoffosfato monoécido, pH 8,0 X X X X
Amortiguador acido bérico/borato, pH 9,0 X X X X
Amortiguador acido barbitirico/barbiturate, pH 9,0 X X . X X
Amortiguador carbonato/bicarbonato, pH 10,0 X X X X
NaOH,pH 8,0£0,2 4 X X X
NHz, pH 8,0 £0,2 ¥ X X X
Tiosuifato sodio, pH 9,0 £ 0,2 X X X X
Tetraborato sodio, pH 9,3 v X X X

~: posible formacion par idnico, X: no se forma par iénico.

En cuanto a los resultados obtenidos, es posible que el par iénico de OTC, se
esté formando con el colorante cationico VC, a pH cercano a 9,0, utilizande como
medio, amorfiguador Britton-Robinson, NaOH, NH; y tetraborato de sodio (Figura 22).
Esta formacién se atribuye al hecho, que en la zona de 590,0 nm se observa una
banda ancha que incrementa su absorbancia con la canfidad de droga agregada.
Igualmente ocurre en medio de fetraborato de sodio, ademés de la zona de longitud de

onda entre 250,0 y 400,0 nm.

Los amortiguadores fueron descartados como medio de pH para realizar la
extraccién liquido-liquido del par idnico, debido a que las absorbancias de VC eran
altas en la zona de 590,0 nm. Esto se atribuye posiblemente a una interaccién mas

fuerte entre colorante-anion correspondiente al anién de! amortiguador o al contraién
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de las sales de sodio, que a una interaccién colorante-antibiético, lo que dificulta la

lectura espectral de una posible formacion de VC-OTC.

Longitud de onda [nm]

a) .. b) .
% VC 8,0x10° moliL
VC 8,0x10™ mol/lL 4 VC-OTC 4,0x10” moliL
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Figura 22: Espectros de absorcion del par iénico VC-OTC, leidos contra blanco VC en
diferentes medios de pH bésicos. a) Amortiguador Britton-Robinson. b) Medio NaOH 2,0x10
mol/L. ¢) Medio NH3 2,0x10 mol/L. d) Medio tetraborato de sodio 2,0x10 mol/L. Concentracién

VC:8,0x10° mol/L y OTC: 4,0x107, 8,0x107, 12,0x107 y 16,0x10” mol/L.

Frente a los resultados de ensayos preliminares, el colorante que estaria

presentando una mejor respuesta como contraion para extraer OTC desde medio

acuoso por formacion de par idnico es VC, en medio basico.
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3.4.3. Seleccion de extractante

Una variable fundamental para la LLE del par i6nico, es la eleccion del solvente
utilizado como extractante. Estos solventes organicos, deben ser inmiscibles con el
agua, para que se produzca la separacion de las fases y posteriormente se pueda
obtener la sefial analitica en el solvente organico. La Figura 23 presentan los espectros
de absorcion de este estudio bajo las condiciones experimentales del punto

experimental 2.4.7.

a
) b) VC 8,0x10° moliL
VC 8,0x10° mol/L 4 VC-OTC 4.0x10" moli

4 VC-OTC 4,0x10" mollL
VC-OTC 12.0x10" " mol/L

VC-OTC 12,0x10 mol/L
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Figura 23: Espectros de absorcion del par i6nico VC-OTC leidas contra blanco VC, en
diferentes extractantes organicos en medio amoniacal pH 9,0£0,2. a) cloroformo, b)
diclorometano, c) 1,2 dicloroetano, d) tetracloruro de carbono. Concentracién VC: 8,0x10° mol/L
y OTC: 4,0x107, 8,0x107, 12,0x107 y 16,0x10” mol/L.
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Como se muestra en la Figura‘23. el par idnico es extraido en solventes que
presentan baja polaridad, también llamados solventes no disociadores por presentar
baja £ (entre 10,4 y 4,7). Por el contrario el par idnico no se exirae en solventes
apolares como CCly (& = 2,8), concluyendo con estos resultados que el par idnico
presenta caracteristicas medianamente polares. De los tres solvenies orgér.xicos en que
se extrae e! par ionico, el que mostré un mejor comportamiento espectral fue
cloroformo, esto se debe, a que las sefiales de absorcién presentan menos distorsion
comparados con [os ofros dos solventes organicos empleados como exiractantes, por

lo cual CHCI; fue seleccionado para futuras determinaciones.

Antes de realizar un ensayo de las variables ﬁsicoquimic_as de extraccion, se
comprueba que OTC no se extrae en CHCI;, por lo que necesita de un contraidén para
ser extraida a la fase organica. La Figura 24 muestra los espectros de absorcion de
OTC (color rojo), VC (color negro) y VC-OTC (color azul) extraidos en CHCl,
cbservandose que el antibiético no es extraido en el solvente organico a menos que

esté en presencia de VC.
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VvC
VC-OTC
oTC

Figura 24: Espectros de absorcion de la extraccion de VC 8,0x1 0®°mol/L, OTC 16,0x10 mol/L y
VC-OTC: 8,0x10°mol/L -8,0x10” mol/L en cloroformo en medio amoniacal pH 9,0+0,2.

3.4.4. Caracteristicas del violeta cristal

El colorante violeta cristal perteneciente al grupo trifenilmetano, es utilizado
ampliamente en medicina como agente antiséptico, indicado para infecciones
bacterianas y como colorante en la industria textil (Oliveira y col. 2002). También se ha
encontrado un amplio uso como aditivo para inhibir mohos y hongos en el tratamiento
de infecciones flingicas. Como resultado de estas propiedades anti-hongos existe un
serio potencial de la mala utilizacion de estos farmacos en acuicultura. Recientemente
se han construido varios informes que indican el uso de VC en acuicultura (Dowling y

col., 2006).

En abril de 2007, violeta cristal y su metabolito leuco violeta cristal fueron

incluidos en el programa de control de sustancias no autorizadas en came y piel de
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pescado, segin el programa de control de farmacos de Semapesca Chile

(Sernapesca, noticias 2007).

El solido del violeta cristal contiene un protén muy acido pKa 1,0 Figura 25 (da
'Silva y col., 2005), confiriéndole a la molécula neutra un caracter apolar, esto permite
que VC sea soluble en solventes organicos. Sin embargo, cuando este colorante es
disuelto en agua, la estructura de la molécula se reordena liberando ese protén y se
forma una molécula estable con la carga positiva deslocalizada en los tres grupos

aminos. Estas propiedadas son consideradas en la discusion de esta tesis.

o HE

pKa
= (J
|
0. T O
'!:H: i“: ‘Lb ‘!'H;

Figura 25: Estructura del colorante violeta cristal, y equilibrio acido-base.
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3.5. ASIGNACION DE LAS SENALES DE VC Y OTC POR RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR DE PROTONES

Sobre la base de ios resultados obtenidos, la determinacién de OTC basada en
la formacién de pares idnicos, se realizara con el colorante violeta cristal (VC), utilizado
como contraion en medio basico, debido a que este colorante presenta una mejor

respuesta espectral para fines analiticos.

Para demostrar dicha formacion se utilizara la técnica de espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de protones ('H RMN), tomando .como criferio la
comparacion de las sefiales de los compuestos individuales con las sefiales de la
mezcla VC-OTC. La obtencién de sefiales o corrimientos quimicos permitira corroborar
la formacién del par iénico. Las muestras fueron preparadas segin el procedimiento

experimental 2.4.14.

3.5.1. Asignacion de las sefiales de OTC por 'H RMN

Se obtuvo el espectro '"H RMN de OTC sdlido estandar, utilizando como
solvente agua deuterada (D,0), Figura 26. Se identificaron las seiiales caracteristicas
del antibiético de acuerdo al articulo de Schach von Witienau y Blackwood, 1966, entre
eilas se destacan las correspondientes a los protones del anillo aromatico entre 6.90 y
7.51 ppm; un singlete en 4.25 ppm, 2.95 ppm y en 1.75 ppm, correspendientes al

H C-5; al N(CH3;); y al CH; C-6 respectivamente, de la Figura 1.
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OTC, solido Sigma
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Figura 26: Espectro de 'H RMN en DO de OTC-sélido Sigma

3.5.2. Asignacion de las sefiales de VC por 'H RMN

Se obtuvo el espectro 'H RMN de VC solido estandar Merck, utilizando como

solvente cloroformo deuterado (CDCly), Figura 27.

Las sefiales identificadas fueron: dos sefiales dobletes a 6.88 y 7.32 ppm,
correspondientes a las sefiales de protones aromaticos, ademas de una sefial singlete
en 3.23 ppm correspondientes a los grupos N-Me equivalentes. Estas sefiales sirvieron
de base para estudiar el comportamiento de VC a diferentes pH basicos, medio en que

se realiza la extraccion liquido-liquido.
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Figura 27: Espectro de 'H RMN en CDCl; de VC-sdlido Merck.

3.5.3. Asignacion sefiales VC y OTC en medios basicos. NaOH

De acuerdo a la Tabla 10, la posible formacion del par iénico, estaria ocurriendo
a pH basico con amortiguador Britton Robinson, medio de NaOH, amoniacal y de

tetraborafo de sodio.

Las sefiales proténicas de ambos compuestos fueron comoboradas en estos
medios de pH, con excepcion del amortiguador Britton Robinson debido a la

complejidad de su solucidn.

En una primera instancia se obtuvieron los espectros de resonancia de VC en
medio de hidréxido de sodio pH 9,010,2. Los resultados se muestran en la Figura 28,
encontrandose una gran diferencia con las principales sefiales aromaticas del VC
solido estandar. La aparicién de nuevas sefiales de menor intensidad asignables a

protones aromaticos (entre 6.80 y 7.20 ppm), ademas de nuevas sefiales alifiticas
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entre 2.50 y 3.20 ppm, sugieren la descomposicion o formacion de una nueva especie
en menor proporcion. (Figura 29). El nuevo compuesto podria ser formado por una
especie resonante del VG que sugiere un déficit de electrones en el carbono terciario y
que podria ser atacado por €l idn hidroxilo, generando una nueva especie en menor
proporcion. Esto llevd a descartar este medio de pH, el que seria muy agresivo para

realizar la formacion del par idnico VC-OTC.

Figura 28: Espectra de 'H RMN en CDCl; de VC-medio NaOH extraido en cloroformo.
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InoH VC-sofids

Figura 29: Comparacién de los espectros de 'H RMN VC-sdlido Merck y de VC-medio NaOH.

Luego, se obtuvo el espectro de resonancia de OTC disuelto en D,O con una
pequeiia cantidad de NaOH (Figura 30), y también se observaron nuevas sefiales con
diferente corrimiento quimico, en comparacion con el espectro del sélido OTC disuelto
en D,O (Figura 26), sugiriendo cambios estructurales del antibiético en este medio. Por
lo tanto, de acuerdo a los resultados obtenidos por 'H RMN la utilizacién de NaOH
como medio de pH para la formacién de par iénico VC-OTC, estaria produciendo en
estas condiciones la formacién de nuevas especies o descomposicion de ambos

compuestos, y no tendria utilidad analitica.
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-OTG/NaOH, sofido Sigma
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Figura 30: Espectros de 'H RMN en D,0/NaGH de OTC-sélido Sigma.

3.5.4. Asignacion seiiales VC en medios basicos. Tetraborato de sodio

Posteriommente se realizd la identificacion de seﬁales‘de VC por 'H RMN, en
medio de tefraborato de sodio pH 9,3, para luego identificar 1a formacion del posible par
ionico. Los resultados obtenidos en la Figura 31, muesfran un comportamiento
espectral similar al enconirado en medio de NaOH (Figura 28), con la aparicién de
nuevas sefiales atribuibles a una nueva especie en menor proporcion o a una posible
interaccion entre el medio y colorante, dificuliando la identificacion de las sefiales de
protones aromaticos del colorante VC en este medio y de las nuevas seiiales que se
encuentran entre 1.00 y 4.00 ppm (Figura 32). Esto dificulta la identificacion de las
sefiales del par i6nico VC-OTC, debido a que OTC también presenta sefiales de
protones aromaticos y sus intensidades son de menor proporcion con respecto a las
intensidades de VC y llevaria a confusion. Por esta razén se descarta tefraborato de
sodio, a pesar de que es posible mantener constante la fuerza idnica y el pH en todo el

procesa de extraccion.




Resultados y Discusion 79

Figura 31: Espectros de 'H RMN en CDCl; de VC-medio tetraborato extraido en cloroformo.

VC-soliga

Figura 32: Comparacién de los espectros de 'H RMN VC-sélido Merck y de VC-medio
tetraborato extraido en cloroformo.
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3.5.5. Asignacién seifiales VC y OTC en medios basicos. NH;

De acuerdo a los resultados anteriores, se siguid con la bisqueda de un medio
adecuado de pH que permita la formacién del par idnico, sin la produccién de
cQompuestos'adicionales. Para ello se registraron espectros de ‘H RMN en medio
amoniacal pH 9,010,2. Los resultados presentados en la Figura 33, muestran que al
realizar la extraccion de VC medio amoniacal, éste presentd las mismas sefiales de
protones aromaticos de VC sdlido Merck disuelio en CDCl; en todo el rango de
medicidn. Asegurando que en medio amoniacal se estaria trabajando con la especie de
VC que favorece la interaccién con OTC, ya que al realizar la comparacién espectral,

no se observan cammimientos quimicos, Figura 34.

com it

Figura 33: Espectros de 'H RMN en CDClzde VC medio amoniacal extraido en cloroformo.
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VC-giide C/NHS

S

Figura 34: Comparacién de los espectros de 'H RMN VC-sélido Merck y de VC-medio
amoniacal.

Para obtener los espectros de RMN del antibidtico en el mismo solvente
deuterado que VC y el par iénico, fue necesario preparar las muestras de acuerdo al
procedimiento experimental 2.4.14, debido a que OTC no es soluble en el solvente
organico cloroformo. En primera instancia se obtuvieron los espectros de OTC disuelto
en agua destilada y luego en medio amoniacal para verificar las sefales de OTC en la
forma anibnica. Los resultados se presentan en las Figuras 35, observandose que la
sefial en 5.11 ppm atribuible al protén fendlico de la muestra disuelta en agua
destilada, no se observa cuando la muestra se disuelve en solucién acuosa amoniacal
pH 9,04+0,2, corroborando que en estas condiciones de pH el antibidtico ya ha perdido
su tercer protén (pKas), dejando de esta forma a OTC con exceso de electrones, en

condiciones de formar una interaccion tipo electrostatica con VC.
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a) b)

Figura 35: Espectros de 'H RMN en CDCl=-DMSO-d6 de OTC stlido Sigma. a) ‘Medio agua
destilada. b) Medio agua destilada/NHs".

Luego de comaborar por 'H RMN, que en medio amoniacal VC y OTC, se
obtienen en la forma deseada para poder formar un par i6nico, se realizd el espectro
de resonancia de VC-OTC e.i que posteriormente se cotmparé con las sefales de VC.
La Figura 36-a, muesira la comparacion de dichos espectros, presentandose
desplazamientos en los cormimientos quimicos de las sefiales de protones aromaticos
en [a mezcla, indicando una posible interaccion del VC cuando esta en presencia de
OTC. Bajo el mismo criterio, se compararon las sefiales de OTC con las de VC-OTC
(Figura 36-b), encontrandose también desplazamientos en los corrimientos quimicos

de la mezcla.

3 Preparacitn de la muestra descrita en la seccién 2.4.14.
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a’ I

Vo

Figura 36: Espectros de 'H RMN en CDCl;. a) VC y VC-OTC. b) OTC y VC-OTC. Medio
amoniacal.

Por lo tanto, y teniendo en cuenta estos desplazamientos en los corrimientos
quimicos de la mezcla de VC y OTC en medio amoniacal, se postula que estaria

ocurriendo una interaccion de tipo electrostatica entre VC y OTC.

Para corroborar este postulado, se realizé un experimento basado en la
medicion de los tiempos de relajacion (T,) de VC, de los protones que podrian estar
afectados por la presencia de OTC y se compararon con los T; de la mezcla VC-OTC
(Tabla 11). De igual forma se obtuvieron los Ty de OTC y se compararon con los de la

mezcla.

Este experimento consiste en medir el tiempo que demora el sistema (spin) en
volver al equilibrio luego de haber sido excitado con radiofrecuencia, la medicion es de
un proton con respecto a su entorno. A este proceso se le denomina tiempo de

relajacion o relajacion longitudinal T; (Fufkushima y Roeder, 1981).




|
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Tabla 11: Tiempos de relajacién de VC, comparados con los tiempos de relajacién del par
idnico VC-OTC.

fPeak 1| Peak 2 | Peak 3 | Peak 4 | Peak 5 | Peak 6

vC
Sefial ppmi 7.34 687 | 665 | 329 | 293
Ti (8) 1,26 0,92 1,26 0,78 1,34
VvC/OTC Peak 1 | Peak 2 | Peak 3| Peak 4 | Peak 5| Peak 6 | Peak 7 | Peak 8

Sefalppm;: 777 | 699 | 682 | 669 | 322 | 306 | 290 | 283

Ty (s) 2,89 1,09 0,24 1,24 0,19 141 1,59 1,29
ATy Peak1:-1,64 (s) AT; Peak 5: 0,59 (s)
ATy Peak 3: 0,68 (s) AT, Peak6: 0,07 (s)

ATy Peak 4: 0,02 (s)

— —

Sefiales de protones aromatices Sefiales de protones metilos

De acuerdo a los resultados de A T,, el peak 3 muestra una gran diferencia de
Ti, ya que ia sefial de 6.87 ppm, tiene un desplazamiento quimico y disminuye
considerablemente su T,, cuando estd en presencia de OTC, indicando que los
protones arométicos del VC relajan en menor tiempo que cuando esté solamente VC,
delbido a que esta impedido para poder relajar por la interaccién que tiene con OTC.
Resultados similares se encontraron con la sefial de 3.29 ppm correspondiente a
grupos N-Me equivalentes. En todos los casos, se evidencia una disminucion de Ty,
con excepcion al peak 1 que presenta un leve aumento en su relajacion, debido a que
probablemente son los protones (Hyp} del anillo aromatico-A (Figura 37). Tomando en

consideracion los resultados obtenidos, es posible concluir que la interaccién de tipo
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electrostatica estaria ocurriendo por la parte del anillo aromatico-A del VC, donde la
carga positiva se localiza en el nitrégeno y por lo tanto también se ven afectados los
protones de metilos enlazados a ese nitrégeno. La Figura 37 muestra un esquema en

que se corrobora el postulado de la interaccion.

oTC

NH; 0,1 mol/L
pH90+0,2

VC-OTC

Figura 37: Esquema de la posible formacién del par iénico VC-OTC.
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Del mismo modo se compararon las sefales de protones arométicos de OTC,

con las del par idnico VC-OTC, los resultados se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12; Tiempos de relajacién de OTC, comparados con los tiempos de relajacién del par
iénico VC-OTC.

oTC Peak 1| Peak 2 | Peak 3 | Peak 4 VC/OTC Peak 1| Peak 2| Peak 3 | Peak 4
Senal ppm 715 | 684 | 655 Sefialppm| 777 | 699 | 6.82 | 669
Tq(s) 156 | 0,88 | 248 Ti (s) 289 | 1,09 | 0,24 | 1,24

Sefiales de protones aromaticos

AT, Peak 2: 0,47 (s)
A T; Peak 3: 0,63 (s) }

AT, Peak 4: 1,24 (s)

En la Tabla 12 se informan sdélo las sefiales de los protones aromaticos de
OTC, (anillo D, Figura 36), debido a que son las sefiales del fenol las que evidencian
una méyor diferencia de T,. Los resultados de A Ty, muestran una notoria diferencia del
peak 4, debido a la disminuciéon de T,, correspondiente al protén fenélico Hi, del
esquema de la Figura 37. En todos los casos se muestra una significativa disminucién
de T4, concluyendo de esta manera que es el anillo D de OTC el que interactia con
VC. Del mismo modo, queda descartada la interaccién por parte de! anillo A de OTC
con VC debido a la deslocalizacién de la carga negativa, como se discutié en la
seccién 3.2.1, ademas que probablemente en dicha zona exista impedimento estérico.
Por lo tanto, por esta técnica queda confirmada la formacién del par i6nico VC-OTC,
mediante un tipo de interaccion que podria ser electrostatica. En todas las mediciones

la desviacion estandar fue entre 3,0x10° y 9,0x10.
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3.5.6. Experimentos de RVN bidimensionales

La espectroscopia de RMN bidimensjonal es una poderosa técnica que se
utiliza para determinar interaccicnes inter e intra-moleculares. Con el fin de verificar Ia
interaccidn entre el VC y OTC, se obtuvo 2D-COSY del par i6nico. El espectro
bidimensional demuestra que hay una interaccion a través del enlace H-H de los

protones arométicos del VC (Figura 38).

Para aumentar la informacién conformacional, se obtuvo el espectro 2D-ROESY
del par idnico (Figura 39), donde es posible observar la interaccion de los protones Ha
del VC con H3 de OTC, Figura 40, Esta interaccion no es observada en el espectro 2D-
COSY del par idnico debido a que 2D-ROESY es capaz de relacionar las sefiales a
través del espacio a una distancia menor que 5A; esta distancia es necesaria para
confirmar estas interacciones. Mediante estos experimentos bidimensionales se verifica

la existencia de la inferaccion electrostatica entre VC-OTC.

Por lo tanto, a través de estas técnicas fue posible confirmar que la formacion

del par iénico ocurre de acuerdo al esquema de la Figura 37.
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8]
VC-QTC CDCI3 COSY g

Figura 38: Espectro bidimesional COSY del par iénico VC-OTC en CDCl,. Medio amoniacal.

VC-OTC CDCI3 ROESY

Figura 39: Espectro bidimesional ROESY del par iénico VC-OTC en CDCls. Medio amoniacal.
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Figura 40: Espectros bidimesionales ROESY del par idnico VC-OTC en CDCl;. Medio
amoniacal. a) Grafico entre 6.0 a 7.33 ppm. b) Grafico entre 7.0 a 7.6 ppm

3.6. ASIGNACION DE SENALES POR ESPECTROSCOPIA INFRAROJA

Se realizaron mediciones por espectroscopia IR para poder identificar el par
i6nico, bajo el criterio de comparacion de las sefales de los compuestos por separado
con las sefiales de la mezcla VC-OTC. Estas mediciones se realizaron de acuerdo al
procedimiento experimental 2.4.15, en que se detalla la preparaciéon y medicion de las
muestras para sélidos y para los extractos organicos. En primera instancia se
obtuvieron los espectros IR de los sélidos estandares de VC y de OTC asignando las
sefiales caracteristicas de los grupos funcionales de cada uno de ellos. (Silverstein y

Webster, 1998). Los resultados son presentados en la Tabla 13.




Resultados y Discusion 90

Tabla 13: Principales sefiales de VC y OTC.

IR
KBr(vem™)

Ar-CH 3.450; N-Me 2.854-2.923; Ar-C=C 1.586; N-Ar 1.365;
VC
Ar-deformaciones angulares fuera del plano bajo 900;

Ar-deformaciones angulares en el plano 1.225-850.

O-H 3.440-3.330; N-Me 2.854-2.923; O=C-NH,, C=0 1.672-
oTC 1.587; Ar-C=C 1.587; Ar-OH 1.250:1.150;
Ar-deformaciones angulares fuera del plano bajo 900;

Ar-deformaciones angulares en el plano 1.225-950.

Para hacer la comparacion de las sefiales espectrales enfre VC y VC-OTC, fue
necesario obtener los espectros en las mismas condiciones experimentales, esto
implica realizar la extraccion de VC y VC-OTC medio amoniacal en CHCI,, y luego
flevar a medicién hasta evaporacion del solvente. La Figura 41, muestra los espectros
IR, en que se comparan las principales sefiales de VC con ias de VC-OTC,
observandose que las bandas principales se mantienen, debido a que VC no es una
especie dependiente del pH. No obstanie, se observa un desplazamiento de
frecuencias en la zona asociada a deformaciones angulares en el plano del anillo
aromatico, entre 1.225-950 cm™, en la solucidn mezcla. Entre ellas se destaca la banda
de 828 cm™ debido al desplazamiento que presenta cuando OTC esta presente, ya que

! el espectro de VC muestra esta misma banda, pero a 816 cm™, indicando que es una

banda sensible a la interaccion de tipo electrostatica entre VC y OTC.
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A través de esta técnica espectroscopica, se confirma la formacion del par
ibnico VC-OTC, ya que las bandas vibracionales asociadas al anillo-A del VC (Figura
36), se desplazan cuando estd presente OTC de forma anidnica, presentando un

espectro vibracional diferente, produciéndose una redistribucion electrénica, Figura 41.
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Figura 41: Espectros IR medio amoniacal. (a) Par iénico VC-OTC (b) VC

Una vez confirmada la formaciéon del par iénico por diferentes técnicas
espectroscopicas, entre ellas: espectrofotometria UV-Vis, 'H RMN, calculos de los
tiempos de relajacion (T;) mediante '"H RMN, y espectroscopia IR, se prosiguié con las
optimizaciones del método analitico en la formaciéon del par ibnico VC-OTC medio

amoniacal.
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3.7. DESARROLLO DEL NMETODO ANALITICO EN LA FORMACION DEL
PAR IONICO VC-OTC

Se obtuvieron los espectros de absorcion de VC y VC-OTC en medio amoniacal
pH 9,010,2, leidos contra aire (Figura 42). Anteriormente las muestras de par idnico
fueron leidas contra blanco VC, sin embargo, desde ahora en adelante los extractos
organicos de VC-OTC son registrados mediante una novedosa forma de medicion que
es contra aire. Esto debid realizarse porque VC se extrae en la fase organica y cuando
el par idnico es leido contra este blanco de reactivos, la resta que debiera ser del
blanco no se produce de manera reproducible ya que el par idnico tiene una mezcla VC
con VC-OTC. Esta mezcla se debe, a que no es posible tener un exceso de VC por
limitaciones instrumentales, en orden de evaluar cuantitativamente al VC-OTC. En la
Figura 42, es posible observar la formacion del par i6nico VC-OTC bajo esta nueva
modalidad. Esta formacion se asocia al hecho que la banda elecfrénica del VC de
590,0 nm, cambia su forma e incrementa su absorcion linealmente con la cantidad de
antibiético agregado. Ademas, se observa otra zona lineal atribuible a la formacién del
par iénico entre 360,0 y 380,0 nm, donde la banda de! colorante presenta una baja
ahsorcian, pero cuando estad en presencia de OTC, esta banda aumenta lineaimente
produciende un cambio en la forma de la banda, asociado a un nuevo ordenamiento
electrénico. Estos cambios en las bandas de absorcion, confirman la existencia del par
ionico VC-OTC en medio amoniacal por espectrofotometria UV-Vis (El-Brashy y col.,

2004; Antanov y col., 1999).
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| VC 8,0x10° mollL
* /\ VC-OTC 4,0x107 moliL

| VC-OTC 12,0x10" mol/L
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Figura 42: Espectros clasicos del par idnico VC-OTC en medio amoniacal pH 9,0+0,2 a
diferentes concentraciones de OTC. Concentracion VC: 8,0x10° mol/L y OTC: 4,0x107, 8,0x10”
12,0x107, 16,0x10” y 20,0x10” mol/L.

Por otra parte, se realizé un seguimiento del pH en el transcurso de la
extraccion VC-OTC. Se comparo el pH de la fase acuosa antes de la extraccion con el
pH de la fase acuosa después de la extraccion liquido-liquido y en todos los casos su

valor se mantuvo en 9,0+0,4.

3.7.1. Calculo de la constante de distribucion para el colorante VC

Debido a que el VC se distribuye tanto en la fase organica como en la fase
acuosa, se determino el coeficiente de distribucion o reparto, Kp. Esto se debe a que
VC con el grupo amino que posee, es capaz de asociarse con el agua a través de
puente de hidrégeno siendo soluble en la fase acuosa. Por otro lado VC es capaz de

formar par iénico con el cloruro en solventes organicos (Oliveira y col., 2002), siendo
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parcialmente soluble en estas fases.

La relacidn de [as concentraciones en ambas fases (C, ¥ Cac) €8 proporcicnal a
las respectivas solubilidades (S, ¥ Sac). Cuando el equilibrio es alcanzado a una
temperatura determinada, se denomina coeficiente de distribucién o reparto, ecuacién
K

_ Cor_ Sor
P Cac Sac

@)

Se realizaron curvas de calibracién independientes en cloroformo y en agua
destilada a 25 °C para VC en rangos de concentraciones enire 2,0x10° y 10,0x10®
mol/L en medio amoniacal. Con el caiculo de la relacion Cqf Ca:, Se obtiene un valor de
Kp = 2,2 £ 0,2, Este valor, indica que VC es extraido mayoritatiamente en la fase
organica. Ademas, asi lo demuestran los espectros de absorcion de VC, ya que en
cloroformo la pendiente de la curva de calibracidon es mayor que la pendiente de la

curva construida en solvente agua.

3.7.2. Efecto de la luz del laboratorio sobre la estabilidad en el tiempo de
VCyOTC

En soluciones acuosas independientes de OTC y VC en medic amoniacal, se
estudio el efecto de la luz del laboratorio sobre la estabilidad en el tiempo. En las
Figuras 43 y 44 se muestran los espectros de absorcién de una solucién de OTC

6,0x10 y VC 4,0x10® mol/L, registrando su sefial en el tiempo frente a la luz directa.
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Figura 43: a) Espectros de absorcion de OTC 6,0x1 0 mol/L en medio amoniacal pH 9,0+0,2 a
diferentes tiempos de exposicidn a la luz ambiental. b) Efecto del tiempo sobre la estabilidad de

OTC, a Amax 364,0 nm.
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Figura 44: a) Espectros de absorcién de VC 4,0x10° mol/L en medio amoniacal pH 9,0£0,2 a
diferentes tiempos de exposicion a la luz ambiental. b) Efecto del tiempo sobre la estabilidad de

VC, @ Amax 380,0 nm.

Como se observa en la Figura 43, OTC en el rango de tiempo estudiado es

fotoestable, debido a que no presenta corrimiento en sus bandas de absorcion, al igual

que VC, en la Figura 44. También se obtuvieron los espectros de absorcion de VC y

OTC al quinto dia y no hubo diferencias espectrales.
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t

3.8. OPTIMIZACIONES PRELIMINARES DE LAS VARIABLES
FISICOQUIMICAS Y DE EXTRACION LiQUIDO-LIQUIDO EN LA
FORMACION DEL PAR IONICO VC-OTC. METODOLOGIA
UNIVARIABLES

Con el objeto de seleccionar una Aanamca donde la absorcién corresponda sélo al
par iénico VC-OTC y no a una mezcla de par idnico con colorante, se utilizé la técnica
de espectrofotometria derivada para seleccionar un “zero crossing” del blanco VC, en

el cual la absorcién de VC-OTC permita la evaluacion y la cuantificacién del antibiotico.

Los espectros de absorcién de VC y VC-OTC se registraron contra aire, y luego
bajo un fratamiento con el software UV-PC se obtuvieron los espectros derivados. Esta
nueva modalidad, se realizé con el objeto de asegurar que a la Aaanica del “zero
crossing” la sefial analitica corresponda sélo al par iénico. En la Figura 45, se muestran

‘ los espectros obtenidos bajo esta nueva modalidad, en que una vez registrados los
espectros de absorcion del par idnico, se evaluaron las segundas derivadas con un
factor de suavizado 20.000 y un factor de escala 10.000, encontrandose con estas
condiciones un “zero crossing” del blanco a una Aaaica de 380,0 nm, donde es

cuantificable la sefial del par idnico.

Al utilizar esta nueva modalidad de evaluacién del par iénico se trabaja con la
zona menos sensible del espectro clésico, entre 360,0 y 380,0 nm, comparado con la
absorcion de 590 nm, sin embargo, se optd por sacrificar este parametro analitico con
el fin de asegurar !a evaluacién sélo del par iénico y asi evitar una mezcla de colorante
con colorante-anfibiético. Ademés, en 590 nm se producen absorciones poco

reproducibles tanto para VC como para VC-OTC.
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Figura 45: Espectros derivados de segundo orden del par iénico VC-OTC en medio amoniacal
pH 9,0+0,2 a) Espectros derivados en rango de longitud de onda 190-800 nm. b) Zoom de
espectros derivados entre 300 y 550 nm. Concentracion VC: 8,0x10° mol/lL y OTC: 4,0x107,
8,0x107, 12,0x107, 16,0x107 y 20,0x107 mol/L.

3.8.1. Efecto de la concentracion de NH; en la formacion del par iénico
VC-OTC

Se estudio el efecto de la cantidad de NH; agregado, ésta varié entre 20 y 150
uL correspondientes a concentraciones finales entre 4,0x1 0° y 3,0x10* mollL; la
formacién del par iénico se realizé de acuerdo al procedimiento experimental 2.4.7. Los
resultados demuestran que la formacion del par i6nico se favorece, cuando las
condiciones de pH para realizar la extraccion se mantienen en 9,0+0,4 correspondiente
a una concentracion de NH cercana a 2,0x10™ mol/L, ya que bajo estas condiciones
se presenté una mejor linealidad de las concentraciones de VC-OTC con respecto a las
unidades de derivadas (UD). Esto puede ser atribuido a que, para producir la formacion
de este par i6nico, el antibiético OTC debe encontrarse formando la especie anionica

A?, ya que en estas condiciones, OTC ha perdido su tercer protén (pKas), y de esta
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forma pueda interaccionar con el colorante cationico. Al utilizar cantidades superiores
de NHs, la linealidad del par iénico se ve afectada, debido probablemente a que ocurre

una descomposicion parcial del antibiotico.

3.8.2. Efecto de la concentracion del colorante utilizado como contraiéon

La concentracion del contraién es un paso determinante en la preconcentracion
de antibidticos. Para favorecer la interaccion del grupo amino del VC con la zona
negativa de OTC es de importancia controlar las variables de pH y concentracion del
colorante para un rango de determinacion del antibiético. Estas concentraciones deben
ser optimas, para que los chogues efectivos sean los necesarios y se produzca una

interaccion tipo electrostatica, a modo de favorecer la formacién del par iénico.

Este estudio se realizd6 a una concentracién variable de VC entre 4,0x10° y
10,0x10°® mol/L, manteniendo constante la concentraciéon de OTC a 4,0x10" mol/L, de
acuerdo al procedimiento experimental 2.4.7. Estos resultados muestran que, a medida
que aumenta la cantidad de VC, la formacion del par iénico se ve favorecida en cuanto
a la sensibilidad, debido a que la absorcion de éste aumenta. Por lo tanto, como la
zona de medicion es a una Aanaiica de 380,0 nm (“zero crossing”), no se produce
limitacion instrumental a pesar que la concentracion de VC siga aumentando, ya que a
esta Aanaiica SU sefial es independiente de la concentracion. Ademas, que en el
espectro clasico del VC, la sefial del maximo de absorcion a 380,0 nm no es la banda

principal.
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3.8.3. Efecto del niimero de etapas de extraccion sobre la sefial analitica
de VC-OTC

Se realizaron dos extracciones sucesivas de 5 mL de cloroformo con un tiempo
de agitaciéh de 5 min cada una. En cada extracto se evalud la sefial del par iénico a
380,0 nm por derivada de segundo orden, con un factor de suavizado 20.000 y factor
de escala 10.000. Al evaluar las sefiales del par idnico de la segunda extraccién, se
observa que estéan fuera de los limites de deteccién. Por lo tanto, en primera instancia

se trabajd con una extraccion para cuantificar la seftal atribuible al par ignico.

3.8.4. Efecto del tiempo de extraccién sobre la seiial analitica de VC-OTC

En una extraccion liquido-liquido, el tiempo de extraccién es una variable
relevante, debido a que es necesario conocer el tiempo en que se alcanza el equilibrio
de formacion del par i6nico y de esta manera lograr que dicha formacion sea
cuantitativa para ser utilizado para fines analiticos. El efecto del tiempo de extraccidn
se realizé con 5 mL de cloroformo variando el tiempo de agitacion entre 0,5 y 8 min. En
las Figuras 46 y 47 se muestran los especiros de las segundas derivadas de VC-OTC y
VC con un factor de suavizado 20.000 y factor de escala 10.000. De este estudio, se

concluye que la extraccién alcanza el equilibrio en la formacion del par iénico entre 3 y

5 minutos.
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Figura 46: a) Espectros de segundas derivadas de VC-OTC 8,0x10° - 8,0x10” mol/L en medio
amoniacal pH 9,0+0,2, a diferentes tiempos de extraccion. b) Efecto del tiempo de extraccién

sobre la sefial analitica a Az, 380,0 nm.
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Figura 47: a) Espectros de segundas derivadas de VC 8,0x10° mol/L en medio amoniacal pH
9,0+0,2, a diferentes tiempos de extraccion. b) Efecto del tiempo de extraccion sobre la sefal

analitica a Ana 380,0 nm.

3.8.5. Efecto del volumen fase acuosa sobre la sefnal analitica de VC-OTC

El efecto del volumen de fase acuosa se realizd variando el volumen entre 50 y

150 mL, con todas las otras variables constantes, entre ellas la cantidad de OTC
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agregada a la fase acuosa, y volumen de la fase organica, para observar el efecto de la
preconcentracién. Las condiciones experimentales son las referidas en el punto 2.4.7
de la parte experimental. Los resultados obtenidos en la Figura 48, muestra el efecto
de preconcentracion esperado, debido a que la concentracién en 100 mL es la mitad
que al utilizar 50 mL de fase acuosa. Sin embargo, la concentracion en la fase orgénica
se mantiene, incrementandose la sensibilidad del método en un factor de 2. Este
resultado esta en concordancia con el incremento de la relacion fase acuosa/fase
organica de 10 a 20. Sin embargo, se seguira trabajando con un volumen acuoso de 50

mL para facilitar la etapa de agitacion y homogenizacion en el matraz Erlenmeyer.

VC 4,0x10° moliL

VC-OTC 4.0x10" moliL

up

8 i T 1 ¥ T T 5 T M T
300 330 360 390 420 450 480

Longitud de onda [nm]

Figura 48: Espectros derivados de segundo orden del par iénico VC-OTC en medio amoniacal
pH 9,04£0,2, volumen acuoso de 100 mL. Concentracién VC: 4,0x10° mol/L y OTC: 4,0x107 y

6,0x10” mol/L.
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3.9. OPTIMIZACION DE LAS VARIABLES FISICOQUIMICAS Y DE
EXTRACION LiQUIDO-LIQUIDO EN LA FORMACION PAR IONICO
VC-OTC. METODOLOGIA MULTIVARIABLES. DISENO
EXPERIMENTAL FACTORIAL.

Sobre [a base de la optimizacién univariable y consideraciones teoricas, se
disefid un conjunto de experimentos con [a finalidad de seleccionar las variables
analiticas 6ptimas, para esta determinacién. El disefio experimental se bas6é en
optimizar aleatoriamente cuatro variables de acuerdo a la seccién 2.4.8, para la
formacién del par ibnico VC-OTC, éstas son: concentracion de VC, concentracion NH.3
0,1 mol/L, volumen de extractante y tiempo de extraccion, en el rango ya estudiado por
optimizacidn univariable. Este disefio consistié en realizar 17 experimentos (bloque),
con tres réplicas cada uno, es decir 51 experimentos en total. Los resultados fuercn
evaluados por derivada de segundo orden, factor de suavizado 20.000 y de escala
10.000 a una Aaamica de 380,0 nm. Las unidades de derivada (UD) registradas para

cada experimento se muestran en la Tabla 14.
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Tabla 14: Disefio Experimental y respuesta en unidades de derivada (UD).

Experi- i Conc. VC | Conc. NHa | Volumen Volumen Tiempo up
mento ¢ ({mol/L) {moalL) NH: (uL) | orgénico (mL) | extrac. {min) VCOTC
1§ 10x10° | 38x10* 190 6 2 0,083 | 0,103 | 0,112
2 10x10° | 20010°| 10 4 4 0,083 | 0,059 | 0,103
3 1,5x10° [ 2,0x10° 10 4 2 0,838 | 0,744 | 0,696
4 115x10°| 3.8x10" 190 4 4 0,387 | 0,417 | 0,510
5 §15x10° | 3,8x10" 190 4 2 0,333 | 0,304 | 0,348
6 §10x10° | 38x10* 190 4 4 0,078 | 0,074 | 0,088
7 1 1,0x10° | 38¢10° | 190 4 2 0426 | 0,328 | 0,382
8 i 15x10° | 2,0x10° 10 6 2 0,500 | 0,310 | 0,470
9 |80x10% | 20x10% | 100 5 3 0,676 | 0,710 | 0,735
10 § 1,5x10° | 2,0x10° 10 4 4 1,303 | 1,348 | 1,215
11 §1,0x10% | 2,0x10° 10 4 2 0,098 | 0,132 | 0,142
*12 i{*1,5x10° | *2,0x10° 10 "6 *4 1,254 | 1,362 1,137
13 | 1,5x10° | 3,8x10™ 190 6 2 0,916 | 0,818 | 0,745
14 i 1,0x10° | 3.8x10* | 190 6 4 0,113 | 0,157 | 0,123
15 1 1,0x10% | 2,0x10° 10 6 2 0,113 | 0,113 | 0,206
16 § 1,0x10° | 2,0x10° 10 6 4 0,200 | 0,167 | 0,176
17 | 1,5x10° | 38x10* | 190 6 4 1,200 | 1,288 | 1,250

{*) Corresponde a los valores seleccionados como dptimos dende fas UD son maximas.
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A partir de un andlisis estadistico que considera los resultados de UD
correspondiente a cada punto del disefio experimental propuesto, se obtuvieron los

siguientes resultados:

a) Grafico de Pareto: El grafico de Pareto Figura 49, muestra las variables o
combinaciones de ellas que presenten mayor efecto sobre la sefal analitica. La linea
vertical se usa para establecer qué efectos son estadisticamente significativos. En este

caso hay siete efectos significativos, siendo el mas importante la concentracion de VC.

Grafico de Pareto estandarizado para UD

A:Conc. VC ] =3
AD ] [ -
D:Tiempo =
BC
BD
AB
AC
cD ]
>:Vol. extractante
B: Conc. NH3 | [
0 3 6 9 12 15

Efectos estandarizados

Figura 49: Gréfico de Pareto para VC-OTC

b) Superficie de respuesta estimada: El grafico de superficie muestra las ub
estimadas como una funcién de concentraciéon de VC y volumen de amoniaco (ul). La
altura de la superficie representa el valor de UD mientras los otros factores se
mantienen constantes, al igual que para el grafico de superficie 50-b en que muestran
las UD estimadas como una funcién del volumen de extractante y tiempo de extraccion.

Para la grafica 50-a, la méaxima sefial de UD se presenta a una mayor concentracion de
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VC y menor cantidad de amoniaco y para la grafica 50-b a un volumen de extractante

de 6 mL y 4 minutos de tiempo de extraccion.

a) Superficie de respuesta estimada b) Superficie de Respuesta estima
Vol. extractante 5,0 mL Tiempo 3 min Conc.VC 0,000008 Conc. NH3 0,0002

ubD
o
®

0
25

6
9 1 ;
Bonc, VG o ninesh 15 Tiempo

Figura 50: Superficie de respuesta estimada para VC-OTC. (a) Variables: concentracion VC y
cantidad de NH; agregado. (b) Variables: volumen extractante y tiempo de extraccion.

c) Graficos de efectos principales: Este grafico muestra las UD estimadas como
una funcién de cada factor experimental. En cada grafico, el factor de interés varia
desde su nivel mas bajo a su nivel mas alto, mientras que todos los demas factores se
mantienen constantes a sus valores centrales. Al igual que en el grafico de Pareto
(Figura 49), la variable mas significativa es la concentracion de VC, porque es la que

presenta una mayor pendiente, Figura 51.
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Grafico de efectos principales para UD
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Figura 51: Gréfico de efectos principales para VC-OTC.

De acuerdo al analisis estadistico, los resultados encontrados como 6ptimos por
el disefio experimental son: concentracién de VC 1,5x10° mol/L, concentracion de
NH; 2,0x10°mol/L (10 pL 0,1 mol/L), volumen de extractante 6 mL, tiempo de
extraccion 4 minutos. Sin embargo, este disefio encontr6 que la variable,
concentracion de NHs; no era significativa para que se formase el par idnico, no
obstante, la cantidad de amoniaco agregada es importante para que ocurra la
interaccién entre VC y OTC, ya que bajo condiciones alcalinas predomina la especie
totalmente desprotonada del antibidtico (pKas), facilitando la interaccién con VC que se
encuentra con carga positiva. Por estos motivos, se opté por trabajar con una
concentracion de NH; 2,0x10™ mol/L, cercana a pH 9,0, para asegurar la Optima

formacion de VC-OTC.
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Por lo tanto, las condiciones encontradas como Gptimas por uni y multivariable,
en la formacion del par iénico VC-OTC son: “Concentracién de VC 1,5x10°° mol/L,
concentracién de NH; 2,0x10°*mol/L (100 ulL. 0,1 mol/L), volumen de extractante 6
mL, tiempo de extraccién 4 minutos”. Con las cuales se optimizaron las variables

espectrales y se obtuvieron los parametros analiticos.
3.10. OPTIMIZACION DE LAS VARIABLES ESPECTRALES

3.10.1. Seleccion de orden de la derivada

Con el objeto de seleccionar el orden de la derivada se obtuvieron desde la

primera hasta la cuarta derivada para VC-OTC, (Figuras 52 a 55).

En el espectro de primera derivada, se encuentra un “zero crossing” a  Aanaiitica
408,0 nm para la determinacion del par iénico VC-OTC, sin- embargo, en esta zona hp
se presenta una buena linealida{d. En el espectro de segunda derivada se encuentra un
“zero crossing” del VC @ Aananica 380,0 nm, donde es posible cuantificar el par idnico

VC-OTC.

Ademdés, en las Figuras 52 a 55, es posible apreciar que a medida que aumenta
el orden de la derivada, la sefial analitica disminuye, y el ruido instrumental aumenta, o
que hace mas dificil la identificacion de un “zero crossing” y cuantificacion del par
i6nico. En este contexto, se selecciond la segunda derivada por presentar zonas més

definidas de cuantificacién del par iénico.
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a) VC 1,5210° molL
400 - VC-OTC 4.0x10° moll 20
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Figura 52: a) Espectros derivados de primer orden del par iénico VC-OTC en medio amoniacal
pH 9,00,2. b) Zoom de la Figura 48. Concentracion VC: 1,5x10° mol/L y OTC: 4,0x107, 8,0x10°

. 12,0x107, 16,0x10” y 20,0x107 mol/L. Factor de escala 10.000 y factor de suavizado de
20.000.

‘a) 40, VC 1,5¢10° molL. b) 12 i
: VC-OTC 4.0x10 malil \
0 s
l VC-OTC 12,0010 molL. |
[ ! 8
6 -
44
o
D 24
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Figura 53: a) Espectros derivados de segundo orden del par ibnico VC-OTC en medio
amoniacal pH 9,04+0,2. b) Zoom de la Figura 49. Concentracién VC: 1,5x10° mollL y OTC:
4.0x107, 8,0x107, 12,0x107, 16,0x107 y 20,0x10” mol/L. Factor de escala 10.000 y factor de

suavizado de 20.000.
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Figura 54: Espectros derivados de tercer orden del par iénico VC-OTC en medio amoniacal EH

9,0+0,2. Concentracion VC: 1,5x10
20,0x107 mol/L. Factor de escala 10.

5 mol/L y OTC: 4,0x10”7, 8,0x107, 12,0x107,
000 y factor de suavizado de 20.000.

VC 1,5x10° moliL
VC-OTC 4,0x107 moliL

VC-OTC 12,0x107 moliL

vL-UTL 2Z0.UxT0 - movL

T b T T

400 500 600 ’ 750 " 800
Longitud de onda [nm]

Figura 55: Espectros derivados de cuarto orden del par iénico VC-OTC en medio amoniacal PH
9.0+02. Concentracion VC: 1,5x10° mol/lL y OTC: 4,0x107, 8,0x107, 12,0x107, 16,0x10" y

20,0x107 mol/L. Factor de escala 10.000 y factor de suavizado de 20.000.

16,0x10" y
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3.10.2. Seleccion del factor de suavizado

Los valores del factor de suavizado son definidos por defecto, por el software
“UVPC version 3.7 , que se utiliza para la derivacion. Estos valores estan definidos de
acuerdo al rango de longitud de onda, en el cual se realiza el barido del espectro,
éstos varian entre 5.000 y 40.000, los cuales corresponden al niimero de punfos
utilizados para la derivacién y suavizado del espectro clasico. En los espectros
derivados de las Figuras 56 (a-d), se observa que a medida que aumenta el factor de
suavizado, la sefial analitica y el ruido instrumental disminuye mientras que la relacién
sefialfruido aumenta. Con el fin de encontrar un equilibrio entre la sensibilidad de [a
sefial analitica, el ruido de fondo y una buena seleccion del “zero-crossing™ para la

determinacion de VC-OTC, se selecciond un factor de suavizado de 10.000.
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Figura 56: Zoom espectros derivados de segundo orden del par iénico VC-OTC en medio
amoniacal pH 9,0+0,2. (a) Factor de suavizado de 5.000. (b) Factor de suavizado de 10.000. (cg
Factor de suavizado de 20.000. (d) Factor de suavizado de 40.000. Concentracion VC: 1,5x10°
mol/L y OTC: 4,0x107, 8,0x107, 12,0x107, 16,0x10” y 20,0x10” mol/L. Factor de escala 10.000.

3.10.3. Seleccion del factor de escala

Se obtuvieron los especiros de segundas derivadas, utilizando factores de

escala de 1.000, 10.000, 100.000, 1.000.000, en las Figuras 57 (a-d). Estos valores

estan definidos por el software del espectrofotémetro, y puede variar de 10°a 10"".
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Figura 57: Zoom espectros derivados de segundo orden del par ionico VC-OTC en medio
amoniacal pH 9,040,2. (a) Factor de escala 1.000. (b) Factor de escala 10. 000 (c) Factor de
escala 100 000. (d) Factor de escala 1.000. 000 Concentracién VC: 1,5x10”° mol/L y OTC:
4,0x107, 8,0x107, 12,0x107, 16,0x10” y 20, 0x10” mol/L. Factor de suavizado de 20.000.

Se observa que cuando el factor de escala aumenta, la sefial analitica aumenta
en relacion al factor de amplificacion aplicado. Este factor solo favorece la lectura,
disminuyendo el error que se pueda producirse en ésta. Se seleccioné un factor de
escala de 10.000, ya que, es posible favorecer la lectura de la sefial analitica, lo que se

evidencia en que el “zero crossing” se mantiene al igual que las formas de las bandas
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derivadas y las sefiales se amplifican en forma proporcional. En la Tabla 15 se

resumen las variables espectrales seleccionadas para esta determinacién.

Tabla 15: Variables especirales seleccicriadas.

Variables espectrales

Agnatisea [NMN] 380,0
Orden de la derivada Segundo orden
Método de cuantificacion *Zero crossing”
Factor de suavizado 10.000
Factor de escala 10.000

3.10.4. Cuantificacién de VC-OTC mediante “zero-crossing”

Luego de seleccionar los pardmetros necesarios para [a determinacion
cuantitativa de VC-OTC, se realizé una curva de calibracién de acuerdo a la seccion
2.4.9 y se graficaron a A 380,0 nm las UD v/s concentracion de OTC, (Figura 58), con
el objetivo de obtener los parametros analiticos instrumentales del par i6nico. La
desviacién estandar del blanco fue calculada a partir de 11 blancos independientes,
evaluando su sefial a la A seleccionada. En la Tabla 16 se presentan estos

parametros.




Resultados y Discusién

114

Curva Calibracion VC-OTC -

Paramete Value  Emor

A 0,0071 0,11324

- B 1,40775E6 B5358,43544
R sD N P
0,99453 030797 5 4,B5194E4

104
30
8 4
380,0 nm VC 1,5%10° moliL
VC-OTC 4.0x107 moliL
[:] A 254
Q/ VC-OTC 12,0x10” moliL
\ 204
TC 20,1 ok
[=}
=
- 15
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Longitud de onda [nm]

T
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B.0x107 1.2010* 16010°  2.0x10°
Concentracion OTC [moliL]

Figura 58: a) Zoom espectros derivados de segundo orden del par idnico VC-OTC en medio
amoniacal pH 9,0£0,2. Concentracion VC: 1,5x10”° mol/L y OTC: 4,0x107, 8,0x107, 12,0x107,
16,0x107 y 20,0x10™ mol/L. Factor de escala 10.000 y factor de suavizado de 10.000. b) Grafica

de la curva de calibracion del par iénico VC-OTC.

Como es posible observar en la Figura 58-b, existe una relacion lineal entre la

concentracion de OTC agregada y las unidades de derivada del par i6nico.




Resultados y Discusion 115

Tabla 16: Parametros analiticos instrumentales. Determinacién de OTC a través de VC-OTC a
2 380,0 nm.

Parametros analiticos instrumentales Par iénico: VC-OTC

Desviacion del blanco (0;,4) * 0,008 U.D.

UD= (140 8) x10° *C (mol/L) + 0,007 £ 0,11
Ecuacion, curva de calibracién
(UD=695x10" £ 8x10% *C (ugiL) + 0,007 £0,11)

Coeficiente de correlacion 0,995
1,7x10° mol/L
Limite de deteccién”
(8.5 pg/L)
5,7x10°® mol/L
Limite de cuantificacion”
(28,4 pgiL)

5,7x10%- 3,0x10™° mol/L
Rango de determinacion
(28,4~ 15000 pg/L)

*n=11.

De acuerdo a los limites de deteccion presentadas en la Tabla 16 comparados
con la Tabla 8, la preconcentracidon del antibidtico OTC incrementd en 87 veces por
efecto de introducir una LLE previa a la medicion instrumental, y a la formacién del par
iénico. Bajo estas condiciones de preconcentracion, es posible alcanzar los LMRs del

antibistico oxitetraciclina, establecidos en misculo de pescado por Sermapesca, Chile.

* Criterio Limite de deteccitn: 3a/S y Limite de cuantificacion: 100/S, donde S es la pendiente de la ecuacion lineal.
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Con el objeto de evaluar la exactitud del método en que OTC puede ser
determinado por formacién de VC-OTC ufilizando el método propuesto, se
determinaron los porceniajes de recuperacién de soluciones de OTC en diferentes
concentraciones (2,0x107, 1,0x10° y 4,0x10° moVL). Los resultados obtenidos se
presentan en la Tabla 17, encontrdndose recuperaciones entre 95 y 103 %, los cuales

representan una buena exactitud del método.

La precisién del método analitico se evallo a través de la desviacion estandar
relativa (DER). Para ello, se realizaron cinco réplicas individuales de las tres
concentraciones de OTC sefialadas anteriormente, las cuales se evaluaron en cinco
dias diferentes. Cada dia se preparé y midid una réplica de cada concentracién,
encontrandose en todos los casos una DER < 2,0 %. Este resultado demuestra una

buena reproducibilidad del método propuesto.

Tabla 17: Determinacion de OTC a través de VC-OTC a diferentes concentraciones.

Agregado[moll] |  Encontrado [moliL] Recuperacion [%]
*2,0x107 (1,96 £0,02) x107 98 11
*1,0x10°® (1,03 +0,02) x10° 103 2
*4,0x10° (3,98 £ 0,03) x10° 95 31

*n=5.




Resultados y Discusion 117

3.11. ESTUDIO DE INTERFERENTES

Este estudio es necesario para el desarrollo de metodologias analiticas que
permitan determinar los analitos de interés en matrices que contienen otras especies
quimicas. Razén por la cual, se llevé a cabo un estudio del efecto de interferencia
causada sobre la sefial analifica del par idnico, de algunos de los productos
farmacéuticos de uso veterinario destinados a la prevencion, tratamiento y atenuacion
de las enfermedades producidas en peces, de especies que actian como
contaminantes, provenientes generalmente de la actividad industrial, tales como
pesticidas, y elementos t6xicos contenidos en las aguas donde los peces son
mantenidos y puedan acumularse en la carne de éstos a concentraciones que puedan
producir dafio al consumidor y de sustancias no autorizadas a nivel mundial en
actividades de acuicultura (Sernapesca, 2005). La metfodologia utilizada fue la citada
en la parte experimental 2.4.10. En primera instancia, para conocer las bandas de
absorcion de los interferentes, se obtuvieron los espectros clasicos de cada producto
farmacéutico en metanol a una concentracién de 6,0x10° mol/L (Figura 59-a), debido a
que en sus estructuras presentan diferentes grupds crombforos que presenian
absorcion en el UV (Tabla 18). La Figura 59-b, presenta los espectros de las segundas
derivadas, observandose que ninguno de estos interferentes presenta absorcién en la
zona donde es cuantificable el par idnico (380,0 nm), exceptuando enrofloxacino, ya
que presenta absorcién entre 340,0 y 380,0 nm, a esta concentracion. En la Figura 60
se presentan los espectros clasicos y derivados de sustancias no autorizadas, como lo
es verde de malaquita y el recién incorporado leuco violeta cristal a una conoentra;:ién
de 6,0x10° mollL, donde verde de malaquita presenta una pequefia absorcion en la

zona donde es cuantificable el par idnico.
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Figura 59: Espectros de interferentes tipo productos farmacéuticos a una concentracion
6,0x10° mol//L. a) Espectros clasicos. b) Espectros derivados de segundo orden.
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Figura 60: Espectros de interferentes tipo sustancias no autorizadas a una concentracién
6,0x10™° mol//L. a) Espectros clasicos. b) Espectros derivados de segundo orden.

Una vez obtenidas las segundas derivadas y estimados los posibles
interferentes de estos productos, se estudio el efecto de interferencia sobre la seiial del
par idénico segin la parte experimental 2.4.10. Ante los resultados obtenidos, fue
posible establecer que no existe interferencia sobre la sefial del par i6nico VC-OTC, a

las concentraciones reguladas en la Unién Europea, (Sernapesca, 2005) y a
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concentraciones superiores a las normadas, debido a que la banda asociada al par
ibnico, mantiene la misma forma cuando esta en presencia de estos productos (Figura
61-a), con excepcion de enrofloxacino y sulfadoxina, en que la banda asociada al par
i6nico VC-OTC presenta una pequeiia disminuciéon en unidades de derivada a 380,0
nm, cuando esta en presencia estos antibiéticos (Figura 61-b). Esta interferencia se
elimina en el proceso de extraccion de OTC en el misculo de salmén, debido a que se

utiliza un procedimiento especifico para extraer y purificar selectivamente a OTC.

a) 20 - oxitetraciclina b)
] ac. oxolinico oxitetraciclina
154 trimetropin 154 Osulfadoxina
10 104 | 380,0 nm
380,0 nm  benzoato de emamectin ]
5 - leuco violeta cristal 54 T
0 = V i, o ° " N P i~ —
g = [
-5 5
-10 - -10]
1
15 4 154
-20 T T T T T T T -20 l T T ¥ T T T ¥ T T
300 320 340 360 380 400 420 440 300 320 340 360 380 400 420 440
Longitud de onda [nm] Longitud de onda [nm]

Figura 61: Espectros derivados de segundo orden del par ionico VC-OTC en presencia de una
concentracién constante de interferentes tipo productos farmacéuticos y de sustancias no
autorizadas®. a) Sustancias que no interfieren en la sefial del par iénico. b) Sustancias que
interfieren en la sefial del par i6nico. Concentracién VC 1,5x10° mol/L equivalente a 6.120 pg/L

y OTC 4,0x10” mol/L equivalente a 200 pg/L.

Las estructuras de los productos farmacéuticos y sustancias no autorizadas son

presentadas en la Tabla 18.

4 Concentraciones interferentes tipo productos farmacéuticos y sustancias no autorizadas descritas seccion 2.4.10.




Resultados y Discusion

120

Tabla 18: Estructuras interferentes tipo productos farmacéuticos y sustancias no autorizadas.

Acido oxolinico: pKa 7,0

Flumequina: pKa 7,0

Sulfadoxina: pKa 6,8

Ci1aH12FNOs CisH12FNO3 C7H1oN20.5
o o 2 g o
I I °§<
. )
. | ,,/Cr ’
{ N
Lﬂ; oy [\ &

Trimetropin: pKa 8,5

Florfenicol: pKa 7,2
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El segundo tipo de interferencia estudiada en el método analitico, fue debida a
contaminantes de origen industrial y sustancias quimicas, tales como pesticidas,
herbicidas, entre otros. En la Figura 62, se muestran los espectros de absorcion de
ellos, aunque como era de esperar, la mayoria no presenta absorcion en el UV debido
a la falta de especies croméforas, como ejemplo mirex, dieldrin entre otros (Tabla 19).
Sin embargo, también existen contaminantes que absorben en el UV, pero no
presentan absorcion en 380,0 nm a pesar de utilizar una alta concentracién de 6,0x10°

mol//L. Es por esta razén que se espera que estos contaminantes no interfieran en la

extraccion del par iénico VC-OTC.

la) b) "
299 14 Fi! A heptacioro
heptadioro “ ‘:\ 24D

24D ({18

Absorbancia

05

0,0 4

Longitud de onda [nm] Longitud de onda [nm]

Figura 62: Espectros de interferentes tipo contaminantes industriales a una concentracion
6.0x10™° mol//L. a) Espectros clasicos. b) Espectros derivados de segundo orden.

Luego se realizé la metodologia de extraccion del par iénico en presencia de
estos contaminantes a las concentraciones establecidas por Sernapesca y a
concentraciones superiores. Se encontraron los resultados esperados, ya que estos

contaminantes no interfieren sobre la sefial analitica del par ionico, Figura 63.



Resultados y Discusién 122

aldrin

mirex

] 380,0nm
10+ dieldrin
4 A DDT
54
TDE
' e
0 a—

[

ub

Longitud de onda [nm]

Figura 63: Espectros derivados de segundo orden del par idnico VC-OTC, en presencia de una
concentracién constante de interferentes tipo contaminantes®. Concentracién VC 1,5x10™ mol/L
equivalente a 6.120 pg/L y OTC 4,0x1 07 mol/L equivalente a 200 pg/L.

Las estructuras de los contaminantes de tipo industrial, son presentadas en la

Tabla 19.

s Concentraciones interferentes tipo contaminantes descritas seccion 2.4.10.
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Tabla 19: Estructuras interferentes tipo contaminantes.

Aldrin; C11HeCls

TDE: C14H1oCly

Heptacloro: C1oHsClz

OO

a a. o]
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a a
a a l l Q a
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3.12. APLICACION Y VALIDACION DEL METODO EN MUESTRAS DE
SALMON ATLANTICO
Se realizaron ensayos, para la exiraccién de oxitetraciclina desde muasculo de
salmén fortificados con OTC y en ausencia de éste, para luego aplicar el procedimiento
de pares idnicos. En todos los casos la extraccion se realizé de acuerdo al

procedimiento experimental de la seccién 2.4.11.

Con el objeto de eliminar los interferentes que absorban a 380,0 nm y que
pudiesen afectar la determinacién de OTC por el método desarrollado, debid
optimizarse la etapa de purificacién de la muestra. Estos ensayos consistieron en
realizar diferentes protocolos de purificacion del extracto de OTC utilizando un cartucho
C-18, en lo que corresponde a la activacion, lavado y percolacién de OTC. Entre ellos
se realizaron activaciones del cartucho C-18 con agua-amortiguador Mc-llvaine, agua-
metanol para solvatar los grupos funcionales dei relleno del cartucho y asi lograr el
estiramiento de las cadenas alquilicas de la fase reversa para que interactien con el
antibi6tico. Una vez aspirado el extracto que contenia el antibidtico, el cartucho C-18
fue lavado con diferentes porciones de metanol/agua al 5% viv, agua destilada o
ambos, para eliminar los iones de las sales que podrian estar presentes. Se utilizarcn
diferentes soluciones gue tuvieran la capacidad necesaria para percolar al antibidtico,
entre ellos; acido oxalico 1,0x10? mol/L, metanol, acetonitrilo, también se ensay6 la
evaporacion de dichos solventes para luego ser reconstituidos en metanol. Sin
embargo, el protocolo de purificacién que presenté una mejor respuesta frente a la
metodologia de pares iénicos con VC, fue la activacién del cartucho C-18 con agua-

metanol y la percolacién del antibidtico con 4 mL de &cido oxdlico, trasvasijandose los

1
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mismos 4 mL para la formacién del par iénico VC-OTC. Los otros reactivos utilizados
en el proceso de purificacion de la muestra no mostraron ser efectivos debido
probablemente, a la percolacion simultinea del antibiético con otros iones o con
fracciones de fase solida. Este tltimo resultado se refleja al tratar la muestra blanco de
salmén, con el procedimiento de par idnico, debido a que la absorcion del colorante
resulté ser inusualmente alta, lo que hace suponer una interaccién de VC con otros

iones provenientes de la extraccion con el amortiguador Mcllvaine.

No obstante, con lo anterior no fue posible eliminar los interferentes que
absorben a 380,0 nm, debiéndose seleccionar un nuevo “zero crossing” de VC. La
Figura 64 muestra los espectros de absorcién y derivados del blanco de salmén
percoladas con diferentes solventes, una vez aplicado el procedimiento de formacion

par idnico con VC. En ellas se observan nuevas bandas de absorcién en la zona de

380,0 nm, atribuibles a la propia matriz.

P N muestra sintética —
a) rmuestra salmonfac.oxalico b, 300 muestra sintética
muestra salmon/ac cdlico
2,5+ muesira salmon/acetonitrilo
200 muestra salmon/acetonitrilo
20+
o
2
§ 151
£
1
< 1.0+
0,5
0,04 % 300 4
d T T T T T T + 1
200 250 300  3sb--"" 400 @ 450 50 —— 7 1o
Longl onda [nm) Fe
Longitud de onda [nm]

Figura 64: Espectros del VC, de la extraccion de muestras blancos de musculo de salmén,
eluidos con diferentes solventes y comparados con VC de muestras sintéticas. Concentracion
VC 1,5x10°° mol/L. a) Espectros de absorcion. b) Espectros derivados.
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Para asegurar que la interferencia observada alrededor de los 380,0 nm viene
dada por efecto matriz y no por interaccién entre VC con el eluyente, se realizé una
comparacion entre los espectros de absorcion de la extraccion del VC sintético en
medio amoniacal en relacién con otra muestra de VC en las mismas condiciones en
presencia de 4 mL de acido oxalico, con la finalidad de simular el percolado de la
matriz de salmén. Los resultados demuestran que ambos espectros no presentan
absorcién en dicha zona, siendo atribuible esta absorcién Unicamente a la matriz del

musculo de salmén. Figura 65.

—— VCINH,
15+ v g —— VC/NH Joxalico
|\ —— MATRIZ
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Figura 65: Comparacion de los espectros de absorcion del VC; VC/oxalico y matriz VC/oxalico
medio amoniacal pH 9,0+0,2.

La seleccién de un nuevo “zero crossing”, se realizé por duplicado de dos
individuos diferentes, fortificando 5,0 g de musculo de salmén con 0,5 mL de diferentes
soluciones de OTC entre 0,6 y 3,0 mg/L, correspondientes a concentraciones finales en

el musculo entre 60 y 300 ug/Kg. Luego la sefal del par iénico en muestras de musculo
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de salmén fue evaluada contra aire por espectrofotometria derivada de segundo orden,
con un factor de suavizado y de escala de 10.000 (Figuras 66 a,b,c,d). En las muestras
blancos de salmdn correspondientes a VC leidas contra aire, se observan tres “zeros
crossing”, en la region UV a 272,5; 284,0 y 298,5 nm. Sin embargo, el “zero crossing”
correspondiente a 272,5 nm fue donde se observé mejor linealidad enfre las UD y la
concentracién de OTC agregada, razon por Ia cual se selecciond esta longitud de onda
como A analitica. En las Figuras 66 ab,c, se observan los espectros derivados de
segundo orden para esia determinacion. Tomando los valores de UD y las
cormrespondientes concentraciones de OTC agregadas a las muestras de salmoén, se

elabord la curva de calibracion a A analitica de 272,5 nm. (Figura 66-d)
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Figura 66: a) Espectros derivados de segundo orden del par iénico VC-OTC en musculo de
salmén en medio amoniacal pH 9,0£0,2. Concentraciéon VC: 1,5x10°° mol/L y OTC: 1,2x10°%,
1,6x10°, 2,0x10®, 4,0x10® y 6,0x10° mol/L. Factor de escala 10.000 y factor de suavizado de
10.000. b) Zoom de la Figura 61. Concentraciones OTC: 1,2x10°, 1,6x10°®, 2,0x10®, mol/L. ¢)
Zoom de la Figura 61. Concentraciones OTC: 2,0x10°®, 4,0x10®, 6,0x10®°, mol/L. d) Grafica de la

curva de calibracién del par iénico VC-OTC.

Cabe destacar, que a pesar de no evaluar el porcentaje de extraccion del
antibidtico desde musculo de salmén, se consideré que ésta fue homogénea en el

rango de concentracion estudiado, debido a la respuesta lineal que presenta la

concentracion de antibidtico agregada v/s las unidades de derivada (Figura 66-d).
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La desviacién estandar del blanco fue calculada a partir de cinco muestras, sin
antibiotico, pertenecientes a individuos diferentes de salmén Atlantico, a las que
posteriormente se les aplico la extraccion con VC. Las mediciones de estas muestras se

realizaron en el mismo dia, Figura 67-a.

Por otra parte, al aplicar la extraccion con VC a los blancos de salmon,
utilizando concentraciones diferentes de colorante, se observa que se mantiene el

“zero crossing” a 272,5+0,5 nm (Figura 67-b). Estos experimentos fueron realizados

durante un periodo de cinco meses,

VC 8,0x10° moiiL
——— VIC B,0x10° moliL
—— VC 1,5x10° moliL
—— VC 1,5x10° moliL
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Figura 67: a) Espectros derivados de segundo orden de cinco blancos VC en musculo de
salmon en medio amoniacal pH 9,0+0,2. Concentracion VC: 1,5x1 0° mol/L b) Espectros
derivados de segundo orden de seis blancos VC en musculo de salmén en medio amoniacal pH
9,0£0,2, registrados en diferentes dias. Concentracién VC entre 8,0x1 0®y 1,8x10° mol/L.

Se obtuvieron los parametros analiticos del método propuesto, bajo las

condiciones de trabajo seleccionadas, los cuales se presentan en la Tabla 20.
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Tabla 20: Parametros analfticos de! método aplicado. Determinacion de OTC a través de par

ionico VC-OTC a A 272,56 nm

Parametros analiticos del
método aplicado

Par ionico: VC-OTC

* Desviacién del blanco (0n1)

1,01 U.D.

Ecuacidn, curva de calibracion

UD= (75 + 3) x 10™*C {mol/L) + 0,2 + 1

(UD=373x10"+33x10°"C (ugiL) + 0,2 1)

Coeficiente de correlacién 0,997
4,0x10°° mol/L
Limite de deteccién®
(2,0 pglL)
1,3x10° moliL
Limite de cuantificacidon®
(6,7 pail)

Rango de determinacion

1,3x10°- 6,0x10° moliL

(6,7 ug/L — 30 pgll)

*n=5

Al proyectar estos resultados de parametros analiticos dei método aplicado

(mol/L) en unidades de concentracién por peso de pescado (Ug/Kg), se obtiene que el

limite de cuantificacidn es de 71 pg/Kg, logrando en estas condiciones de trabajo, estar

bajo la norma chilena que permite una cantidad maxima de OTC en carne y piel de

pescado de 100 pg/Kg.

" Criterio Limite de deteccitn: 30/S y Limite de cuantificacién: 100/S, donde S es {a pendiente de la ecuacién lineal.
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Considerando que no existen registros de muestras certificadas en musculo de
salmén, fue necesario utilizar muestras fortificadas con soluciones de OTC estandar
para validar y evaluar la exactitud y precision del método propuesto. La validacion se
realizé de acuerdo a los criterios utilizados en numerosos trabajos que desarrollan una
metodologia analitica para determinacion de OTC en muesfras de salmén (Pouliquen y
col., 1997; Pefia y col., 2003; Rupp y Anderson, 2005). Sin embargo, si el método
desarrollado se aplicara en el control de los LMRs de OTC en diferentes instituciones
que normen el residuo de este antibiético, la validacion se debiera realizar de acuerdo

al requerimiento que utiliza Semapesca, basado en el articulo de Cinquina y col., 2003.

Ei método se valido a la concentracion méxima permitida de oxitetraciclina en
misculo de salmén, utilizando ocho muestras de salmén Atléntico de cinco individuos
evaluadas en diferentes dias. Estas muestras fueron fortificadas con 0,5 mL de una
solucién de OTC 1,0 myfL, correspondiente a una concentracion de 100 pg/Kg en el
muasculo. Se encontraron recuperaciones promedio de 102&3 pg/Kg, lo que
corresponde a un 102% de recuperacion y una reproducibilidad de 2,9 % expresada

como D.E.R., demostrando ser un método analitico exacto y preciso. '

La aplicacion del método se realizé por triplicado con una .rnuestra de mdsculo
de salmén Atlantico proporcionada por laboratorio externo CEPEDEQ® con un
contenido de 305 ug/Kg, determinada por HPLC con detector de arreglo diodos. Para
evaluar esta muestra, fue necesario realizar una dilucién sélido-solido, utilizando 1,60 g

de la muestra y diluida en 3,40 g de salmon sin contenido de antibidtico, obteniendo

8 centro de Estudios Para El Desarroilo de la Quimica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas - U. de Chile.
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mediante esta dilucién una concentracién de OTC de 100 pg/Kg. A estas muestras se

les aplico la metodologia de par iénico encontrandose 317+7 pg/Kg.

Debido a que no fue posible realizar el estudio de interferentes con la matriz
musculo de salmén, se considerd el efecto de interferentes causado sobre la sefial
analitica del par idnico VC-OTC a A 272,5 nm tomando en consideracion aspectos

tedricos de los interferentes estudiados.

De acuerdo a la literatura, se utilizé una extraccion selectiva para OTC desde
misculo de salmén con amortiguador Mc-livaine/EDTA pH 4,0, por lo cual, a este pH
los productos farmacéuticos no serian solubles, debido a que la mayoria de estos
interferentes presenta valores de pKa sobre 7,0 (Tabla 17). Por otro lado, los
interferentes de tipo contaminantes industriales no-son solubles en medios acuosos,
por lo tanto, al utilizar la exiraccion con amortiguador Mc-livaine/EDTA pH 4,0 de OTC

desde musculo de salmén, estos contaminantes no debieran ser extraidos.

Sin embargo, en caso que se produzca la extraccion de algun interferente
desde la matriz utilizando este procedimiento, la etapa de purificacion de la muestra

con carfucho C-18, debiera ser la que elimine esta interferencia.

r
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4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral estdn en
concordancia con los objetivos planteados al inicio de esta tesis, con los cuales es

posible establecer las siguientes conclusiones.

De los ensayos preliminares de las solubilidades de OTC, OXO y FLU en
solventes de diferentes polaridades a una concentracion de 1,0x10® mol/L, asi como el
efecto sobre las conductas espectrales de los antibiéticos en estudio, se encontré que
los tres antibifticos son solubles en solventes apréticos y con constantes dieléctricas
mayores a 38. Sin embargo, dimetilsulféxido fue descar.tado por presentar absorcién en
el UV-Vis y en acetonitrilo se encontraron las bandas de absorcion solapadas de los
tres antibiticos. Por lo tanto, en este solvente se desarrollaron métodos por
espectrofotometria derivada de primer orden para la determinacién individual de OTC

en presencia de OXO y FLU y simultdnea de OXO y FLU en ausencia de OTC.

Los ensayos preliminares del efecto del pH sobre la conducta especiral de
OTC, OXO y FLU, mostraron cambios en las bandas espectrales, de acuerdo a los
valores de pKa reportados por la literatura. Para OXO, no fue posible obtener bandas

espectrales en medio acido, debido a que no es soluble a pH menor a 7,0.

Los ensayos preliminares realizados con colorantes anidnicos para la formacion

de pares i6nicos con OTGC, anaranjado de metilo y azul de bromotimol mostraron una




Conclusiones 134

posible formacién de par i6nico en cloroformo, detectado por espectrofotometria UV-
Vis. Sin embargo, estos colorantes fueron descartados para fines analiticos porgue las
correspondientes absorbancias son bajas y por una formacién de una interfase en la

elapa de separacién de las fases.

Al realizar ensayos preliminares para la formacién del par iénico con OTC en
cloroformo con colorantes cationicos, violeta cristal fue el Unico colorante que presenté
dicha formacién en medios basicos de NaOH, NH; y tetraborato de sodio. Los
amortiguadores estudiados fueron descartados como medio de pH para realizar la
extraccién liquide-liquido del par iénico en cloroformo, debido a que las absorbancias
del VC son altas, produciendo limitacion instrumental, posiblemente porque ocurre una
interaccién mas fuerte entre colorante-anion correspondiente al anién del amortiguador
o al contraion de las sales de sodio, que a una interaccion colorante-antibidtico, lo que

dificulta la lectura espectral de la formacion de VC-OTC.

La formacién del par idnico fue confirmada por técnicas especiroscopicas,
"M RMN, céalculos de los tiempos de relajacion (T;), experimentos de resonancia

bidimensionales, y especiroscopia IR.

De los resultados de 'H RMN se obtuvieron desplazamientos de las sefiales de
la mezcla VC-OTC comparados con las sefiales de VC y OTC obtenidos por separados
en medio amoniacal, postulando con estos resultados la interaccion de tipo
electrostatica entre VC y OTC. Este postulado fue corroborado al observar una
disminucién de los T4 de VC comparados con los T; de la mezcla VC-OTC, indicando

que los protones del VC estan impedidos para poder relajar por Ia interaccién que tiene
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con OTC. De igual forma fueron comparados los T; de los protones arométicos de OTC
y en todos los casos se encontré una significativa disminucion de los T,, cuando el
antibiético estd en presencia del colorante, por lo cual es posible concluir que el anillo
aromatico de OTC, es el que interactda con VC, confirmando la formacién del par
idnico VC-OTC, mediante un tipo de interaccion electrostatica. Ademds, la interaccién
fue corroborada por experimentos bidimensionales COSY y ROESY, en que se

observan las interacciones de los protones aromaticos del VC con los de OTC.

Mediante espectroscopia vibracional IR, la formacion del par i6nico VC-OTC en
medio amoniacal, también fue confirmada, ya que las bandas vibracionales asociad.as
al anillo-A del VG, se desplazaron cuando OTC estuvo presente de la forma anidnica,
produciéndose una nueva redistribucion electrénica. Estos cambios se reflejaron en un

espectro vibracional diferente del VC.

Las variables fisicoguimicas y de exiraccién liquido-liquido se optimizaron por el
método univariable y por disefio experimental factorial, encontrandose los siguientes
valores 6ptimos para la formacién de VC-OTC: concentracién de VC 1,5x10° moliL,
concentracién de NH; 2,0x10*mol/L, volumen de exiractante 6 mL y tiempo de
extraccion 4 min. Se trabajé con una extraccién para cuantificar al par iénico y con 50
mL de fase acuosa para facilitar la etapa de agitacién y homogenizacién en el matraz
Erlenmeyer, a pesar que con 100 mL de fase acuosa se logra la preconcentracién del
antibictico. Las variables espectrales optimizadas fueron derivadas de segundo orden,

factor de suavizado y de escala 10.000.

Con la optimizacién de estas variables, mostraron que fue posible desarrollar un
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metodo sensible a nivel de pg/L para la determinacién de OTC mediante formacién de
par iénico con VC, en medio amoniacal pH 9,040,2, utilizando una modalidad diferente
e innovadora para la evaluacion de la sefial del par iénico, mediante espectrofotometria

derivada de segundo orden.

La posibilidad de preconcentrar a OTC por formacién de par iénico, permitié la
obtencion de limites de cuantificacién en muestras sintéticas de 5,71x10° mol/L y en
muestras de salmén Atlédntico de 71 pg/Kg. Este (ltimo valor se encuentra bajo al limite
méximo permitido de 100 pg/Kg para el antibitico oxitetraciclina en mosculo de

pescado, establecidos por Sernapesca, Chile.

Finalmente, es posible sefialar que la combinacién del uso de un colorante junto
a una extraccion liquido liquido, permiti6 la determinacion de OTC a niveles de pg/Kg,

por formacién de par iénico con VG, utilizando la técnica de espectrofotometria

derivada.

La validacion del método analitico en muestras de miisculo de salmén Atléntico,
se realizd con una concentracién de OTC de 100 ug/Kg con las cuales se encontraron
recuperaciones promedio de 102+3 pg/Kg de acuerdo al reporte técnico de la JUPAC,
“Harmonized guidelines for single laboratory validation of methods of analysis”. No
obstante, si se desea aplicar el método desarrollado en laboratorios de servicios para
analisis de residuos farmacéuticos, la validacion debiera realizarse con un ntmero
elevado de muestras reales de acuerdo al articulo de Cinquina y col., 2003, que utilizan

20 muestras reales de diferentes procedencia para corroborar la especificidad del

método.
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En estas condiciones, el método fue aplicado y se enconiré un porcentaje de
recuperacion de 104 % y una desviacién estandar relativa de 2,2 %, sin necesidad de
recurrir a técnicas instrumentales sofisticadas. Sin embargo, se debe tener presente
que el método desarrollado permite determinar al antibiético en muestras de salmoén

Atlantico que contengan concentraciones de OTC entre 1,34x10%- 6,00x10° mol/L

equivalente a 71 y 300 pg/Kg.

Los meétodos desarrollados lograron ser simples y de facil implementacién
instrumental, debido a la posibilidad de trabajar con varias muesiras de musculo de
salmén Atldntico en serie y realizar el protocolo de extraccién del par iénico. Para el
desarrollo de este trabajo de tesis se trabajaron con un total de 16 muestras evaluadas
dentro del dia. En el caso de disponer de equipamiento suficiente para realizar la
extraccion y purificacién de OTC desde misculo de salmén, y agitadores con embudos
de decantacion para extraer al par idnico, el nimero de muestras analizadas en un dia
podria aumentar a 32 con un mismo operador. Consecuentemente, la ventaja que
presenta este método alternativo en comparacidn a los métodos cromatograficos
acreditados en instituciones que norman el residuo de OTC, es la utilizacién de
instrumentacion simple y econémica, ya que el tiempo utilizado en la etapa de

extraccién del antibittico desde misculo de salmén, es el mismo.
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5. PROYECCIONES DE LA TESIS DOCTORAL

Las proyecciones que deja este trabajo de tesis son la aplicacién y validacion
del método desarrollado en otros tipos de salmon de diferenies procedencias
destinados a la exportacion. Ademaés, la determinacién de OTC mediante formacién de
VC-OTC podria también proyectarse a otros tipos de matrices bioldgicas y de interés

ambiental.

No obstante, si se desea aplicar e;l método desarroliado en laboratorios de
‘'servicios para andlisis de residuos farmacéuticos, la validacién debiera realizarse con
un nimero elevado de muestras reales de acuerdo al articulo de Cinquina y col., 2003,
que utilizan 20 muestras reales de diferentes procedencia para corroborar la

especificidad del método.

Por otro lado, para corroborar la selectividad del método desarrollado, es

necesario realizar un estudio experimental de interferentes con la matriz.

La proyeccion de los métodos desarrollados por especirofotometria derivada de
primer orden, para la determinacién individual de OTC en presencia de OXO y FLU y
simultdnea de OXO y FLU en ausencia de OTC seria, para matrices en que la
concentracion de estos antibidticos fuese mayor a los limites de cuantificacién
reportados en la Tabla 8. Tal condicidn se da en alimentos de peces, en que la

combinacién de estos farmacos antimicrobianos es mas efectiva para remediar

138
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diferentes enfermedades, o también podrian ser aplicados para realizar la deteccién de
estos antibidticos en musculo de salmén, utilizandolo como método de “screening”. En
este contexto, se tiende a reducir el nimero de muesiras en que se apligue un método

que requiera mayor tiempo, otorgando una mayor eficiencia.
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“Determinaci6n simultdnea de escopolamina y oxazepam por espectrofotometria
derivada”.

VIl Encuentro de Quimica Analitica y Ambiental. Universidad de La Serena, La
Serena, Chile.19- 22 octubre 2004.

“Determinacion simultdnea de imipramina y su metabolito desipramina por
espectrofotometria de razén de espectros (RED)”

XXVI Jornadas Chilenas de Quimica. Universidad de Concepcion, Concepcién,
Chile. 10-13 Enero 2006.

“Screening y cuantificacion de &cido oxolinico y/o flumequina en medicamento y
alimento de peces”

Vlil Encuentro de Quimica Analitica y Ambiental. Universidad Arturo Prat, Iquique,
Chile. 16-19 Octubre 2006.

“Determinacién simultdnea de losartan potasico e hidroclorotiazida por
espectrofotometria derivada digital de primer orden™

VIl Encuentro de Quimica Analitica y Ambiental. Universidad Arturo Prat, lquique,
Chile. 16-19 Octubre 2008.

‘Determinacion  simultdnea de acetaminofen y tramadol mediante
espectrofotometria derivada digital de segundo orden” Comunicacion oral.
XXVIl Jornadas Chilenas de Quimica, Chillan, Chile. 20-23 Noviembre 2007.

“Extraccion y determinacién de oxitetraciclina y dcido oxolinico en alimento para

peces”
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“Determinacién espectrofotométrica de oxitetraciclina mediante formacién de par
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“Estudio de las condiciones experimentales para la determinacién simulténea de
imipramina y su metabolito desipramina, por espectrofotometria de razén de
espectros derivados (RED)”,
Il Congreso Argentine de Quimica Analitica, Universidad de San Luis, San Luis,
Argentina, Noviembre 2005.

“Determinacion espectrofotométrica de oxitetraciclina mediante formacion de par
iénico”

I Congreso Iberoamericano y IV Congreso Argentino de Quimica Analitica,
Buenos Aires, Argentina, 27-30 Agosto 2007.

“Determinacién simulténea de 4cido oxolinico y flumequina en alimentos de peces,
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“Oxytetracycline determination by derivative spectrophotometry based in the
formation of ionic pair with crystal violet and its spectroscopy verification™.
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determination by derivative spectrophotometry” Comunicacién oral.
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Journal of AOAG International 88, 1173-1178 (2005}
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spectrophotometry”

Journal of the Chilean Chemical Society 53, 1393-1397 (2008)

M. Inés Toral, Marta Saldias, César Soto, Sandra Orellana

“Eslrategias en e! desarrollo de métodos analiticos para la determinacion
simulténea de compuestos organicos por espectrofotometria derivada”

Quimica Nova, On line 10/12/2008

Sandra Orellana D., César Soto and M. Inés Toral P.
“UV-vis, IR and 'H NMR spectroscopic studies and characterization of ionic-pair

Crystal Violet -Oxytetracycline”
Articulo sometido a la revista Spectrochimica Acta Part A: Molecular and

Biomolecular Spectroscopy.

Sandra Orellana D., M. Inés Toral P.

“Determination of oxyteracycline in salmon muscle, based in formation of ionic- pair
with crystal violet by extraction-derivative spectrophotometry”

Articulo en preparacion.

Sandra Orellana D. M.Inés Toral P., Susan Ardiles, Patricia Gutierrez.
“Extaction and determination of oxytetracycline and flumequine in foods prescribed

for fish”
Articulo en preparacién.
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