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RESUMEN EJECUTIVO

El presente documento constituye el Informe Final del proyecto “Evaluacion de la capacidad de
mitilidos de bioacumular productos quimicos y farmacéuticos de uso en acuicultura’, ejecutado por el
Instituto de Fomento Pesquero, a través de su Departamento de Salud Hidrobioldgica, perteneciente
a la Division de Investigacion en Acuicultura.

El presente proyecto de investigacion tuvo por objetivo determinar la capacidad potencial de mitilidos
de bioacumular en tejidos, productos farmacoldgicos de uso en la salmonicultura, especificamente
antiparasitarios (Cipermetrina, Deltametrina, Azametifos y Diflubenzurén), la eventual generacién de
residuos en los mitilidos, como producto final de consumo humano y finalmente, el potencial impacto
de estos tratamientos, sobre la industria mitilicultora.

La metodologia inicialmente considero establecer y validar metodologias analiticas para la deteccion
y cuantificacion de los analitos anteriormente sefialados, en matriz de carne de chorito (M. chilensis).

Posteriormente, se realizaron estudios para determinar las curvas de deplecion en choritos, de los
antiparasitarios mencionados, bajo condiciones controladas, utilizando las metodologias analiticas
desarrolladas y validadas previamente. Estas curvas de deplecion se realizaron utilizando
concentraciones extremas de concentracion de antiparasitarios (sobre las dosis terapéuticas
utilizadas en el tratamiento de salmonidos). De esta forma se evalu6 la capacidad de los mitilidos de
bioacumular los analitos en cuestidn, y la cinética de eliminacion de éstos. Para los casos de
Cipermetrina, Deltametrina y Azametifos, no hubo detecciones positivas para las muestras
analizadas. En el caso de Diflubenzurén, pese a que fue posible detectar el analito, el nivel
alcanzado por éste en el primer dia post tratamiento, fue inferior al Limite M&ximo Residual (LMR)
establecido para carne de salmones. Se realizo la respectiva curva de deplecion de Diflubenzurédn
en choritos. En forma complementaria se realizd un nuevo experimento para determinar la
bioacumulacién de Diflubenzurdn y repetir la generacion de la respectiva curva de deplecion.

Si bien en los ensayos bajo condiciones controladas para Azametifés y Deltametrina, no fue posible
detectar el analito en cuestién, se realizaron de igual forma, muestreos de mitilidos en condiciones
de campo, en un centro de cultivo de mejillones, cercano a un centro de cultivos de salmones, al que
le fue realizado un tratamiento de bafios con los antiparasitarios anteriormente sefialados. En todas
las muestras obtenidas antes, durante y después de finalizados los tratamientos, no fue posible
detectar los analitos en cuestion.

Finalmente, se realizd una evaluacién del impacto social y econdmico de la deteccidn de residuos de
productos terapéuticos en la industria mitilicultora.
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1. INTRODUCCION

La produccion intensiva de mitilidos en Chile ha tenido un fuerte desarrollo las Ultimas dos décadas,
posicionandose como el segundo mayor sector productivo de la acuicultura. El cultivo de choritos en
Chile comenzd en 1961, y a partir del afio 2006, el 100 % de la produccion de éstos era de cultivo
(Uriarte, 1. 2008). La produccion de moluscos bivalvos se realiza principalmente en la Region de Los
Lagos, compartiendo zonas geograficas y cuerpos de agua similares con la produccion de especies
salmonidas. De las 288.587 toneladas de choritos cosechadas el afio 2011, 288.579 toneladas
fueron obtenidas en la Region de Los Lagos (SERNAPESCA, 2011).

En el proceso productivo de peces salmonidos pueden presentarse enfermedades infecciosas,
parasitarias y fungicas que requieren de tratamiento quimico o farmacoldgico. Si bien el uso de
productos terapéuticos ayuda a controlar estas enfermedades, también conlleva a la inclusién directa
0 indirecta de estos en la columna de agua. La incorporacion directa incluye el uso de productos
para uso en bafio 0 a través del alimento medicado no ingerido por los peces, mientras que la
indirecta incluye la inclusién a la columna de agua de metabolitos excretados por piel (mucus), heces
y orina de los peces. En este contexto, el mayor riesgo identificado para la produccién de mitilidos se
encuentra en los productos terapéuticos utilizados en bafios (piretroides y organofosforados). Los
cuerpos de agua que contengan estos productos terapéuticos pueden llegar a zonas cercanas de
produccion de mitilidos.

Existe numerosa bibliografia de la liberacion de farmacos al medio ambiente, como excrecién fecal y
urinaria, o como alimento medicado no ingerido por parte de peces de cultivo (Hormazabal et al.,
1996, Lalumera et al, 2004, Pouliquen y Morvan, 2005, Pouliquen et al., 2009). El peligro de la
aplicacién de altas cantidades de estas sustancias, se evidencia en sus efectos colaterales, como
puede ser la modificacion cuantitativa y cualitativa de la flora bacteriana en el ambiente, afectando la
conservaciéon de la biodiversidad marina (Buschmann y Fortt, 2005), incidencia en las cadenas
tréficas, desarrollo de defensas antibacterianas en patégenos de peces y transferencia de
resistencia bacteriana a patdgenos humanos (Borja, 2002). Estudios llevados a cabo en sistemas
intensivos de produccidn de peces, han demostrado que en ciertas ocasiones se puede detectar un
impacto significativo en un radio de un kilometro alrededor de las jaulas de cultivo, siendo éste
generalmente, mayor en el fondo (Borja, 2002). Sin embargo no hay publicaciones que describan el
eventual impacto que puedan generar residuos de farmacos en mitilidos de cultivo, producto de la
actividad salmonicultora.

Actualmente, en Chile y a nivel mundial, existe escaso conocimiento respecto de la capacidad de
mitilidos de bioacumular, mediante su capacidad filtradora, productos terapéuticos a las dosis
utilizadas como terapias en la salmonicultura. Asimismo, se desconoce si mediante el proceso de
bioacumulacién es posible encontrar residuos de productos quimicos y farmacéuticos en los
ejemplares de mitilidos, sin embargo, se han realizados estudios de deplecion de diversos farmacos
en animales, donde éstos se medican de acuerdo a las dosis recomendada por cada fabricante y se
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obtienen muestras de matrices biologicas desde la suspension de la medicacion (Rievere y Mason,
2011). Asi, las curvas de deplecidn son estudios de farmacocinética, toda vez que se evidencia el
cambio de concentraciones a través del tiempo (Riviere, 2011).

En consecuencia, el presente proyecto de investigacion abordé esta problematica, determinando la
capacidad potencial que tienen los mitilidos de bioacumular este tipo de residuos y su impacto sobre
la inocuidad alimentaria.

2

) SUBSECRETAR[A DE PESCA Y ACUICULTURA - LIC. N° ID 4728-71-LP1 - INFORME FINAL:
“EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE MITILIDOS DE BIOACUMULAR PRODUCTOS QUIMICOS Y FARMACEUTICOS DE USO EN ACUICULTURA”.



eons

IFOP

N\
INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION INVESTIGACION EN ACUICULTURA

2. OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad potencial de mitilidos de bioacumular en tejidos, productos farmacolégicos
de uso en acuicultura, la generacidén de residuos en producto y su potencial impacto sobre la
industria mitilicultora.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar los productos terapéuticos de uso en acuicultura con potencial de ser bioacumulados por
mitilidos.

2. Desarrollo y validacion de técnicas analiticas para la deteccion y cuantificacion de productos terapéuticos
seleccionados en matrices bioldgicas de mitilidos, de al menos 4 principios activos.

3. Evaluar la capacidad de bioacumulacion, excrecion y/o metabolizacidon de mitilidos frente a la exposicion
a productos terapéuticos de uso en la salmonicultura bajo condiciones controladas, de al menos 4
principios activos.

4. Determinar la posible bioacumulacion de productos terapéuticos en mitilidos, en areas donde se
producen peces y moluscos, y donde existan bancos naturales conocidos.

5. Evaluar el impacto social y econdmico de la deteccidn de residuos de productos terapéuticos en la
industria mitilicultora.
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4. METODOLOGIA

La metodologia utilizada en la presente iniciativa se detalla de acuerdo a los objetivos especificos
establecidos:

Objetivo 1:  Identificar los productos terapéuticos de uso en acuicultura con potencial de ser
bioacumulados por mitilidos.

4.1. Identificacion de productos terapéuticos a evaluar

Se realizd una revision bibliografica de documentos del Servicio Agricola y Ganadero (SAG) para
verificar el listado de productos antiparasitarios autorizados para su uso en acuicultura.

Por otro lado, se recopilaron desde el Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura (SERNAPESCA)
antecedentes respecto del uso de antiparasitarios en la industria.

Con todo ello se confecciond una lista de productos quimicos y farmacéuticos con su respectiva
caracterizacion de uso en acuicultura, que eventualmente puedan ser bioacumulados por mitilidos.

4.2. Revision de literatura nacional e internacional, respecto de la
posible bioacumulacion de productos terapéuticos de uso en
acuicultura, por parte de mitilidos y de la normativa de paises
productores respecto de lo mismo.

Se realiz6 una busqueda bibliogréfica utilizando motores de busqueda en linea tales como la ISl
WEB of Science, ISI Web of Knowledge, Scopus, EBSCO, SciVerse-ScienceDirect, PubMed de la
National Library of Medicine National Institutes of Health de Estados Unidos de Norteamérica
(EEUU), entre otros. La busqueda se enfocd en la obtencion de articulos de investigacion regulares
y revisiones amplias en revistas con comité editor y libros cientificos que hayan contemplado la
obtencién de bioacumulaciéon y curvas de deplecion de farmacos en mitilidos asociados a la
salmonicultura, o cualquier otro estudio que pueda estar relacionado con la bioacumulacién de
sustancias farmacéuticas o quimicas en moluscos bivalvos.

Se realizé una extensiva busqueda de informacién publica y de libre acceso en sitios oficiales de
organizaciones normativas internacionales que se relacionan o han relacionado con el uso de
farmacos en salmonicultura y estudios de bioacumulacién y deplecién en mitilidos, o en su defecto,
de moluscos bivalvos. Los documentos revisados correspondieron a los generados por la European
Medicine Agency (EMEA) e International Cooperation on Harmonisation of Technical Requirements
for Registration of Veterinary Medicinal Products (VICH). Adicionalmente, se revisé la normativa de
paises que tienen importancia en la produccion acuicultora mundial, en especial salménidos, como
por ejemplo, Noruega, Reino Unido y Canada.
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Objetivo 2:  Desarrollo y validacion de técnicas analiticas para la deteccion y cuantificacion de
productos terapéuticos seleccionados en matrices biologicas de mitilidos, de al
menos 4 principios activos.

4.3. Identificacidon y descripcion de técnicas analiticas de deteccion de
productos terapéuticos seleccionados

Se realiz6 una busqueda bibliogréfica utilizando motores de busqueda en linea tales como la ISI
Web of Science, ISI Web of Knowledge, Scopus, EBSCO, SciVerse-ScienceDirect, PubMed de la
National Library of Medicine National Institutes of Health de Estados Unidos de Norteamérica
(EEUU) entre otros. La busqueda se enfocd en la obtencion de articulos de investigacion regulares y
revisiones amplias en revistas con comité editor y libros cientificos que hayan contemplado la
deteccion y/o cuantificacion de los compuestos cipermetrina, deltametrina, azametifés y
diflubenzurdn de diversas matrices, con especial énfasis en mitilidos, utilizando cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC).

Las metodologias fueron analizadas, comparadas y optimizadas, para ser adaptadas para la
determinacion de la capacidad potencial de mitilidos de bioacumular productos farmacolégicos de
uso en salmonicultura en sus tejidos.

Luego se procedio a la elaboracion de los protocolos preliminares de trabajo y a la adquisicion de
insumos especificos para generar los procesos extractivos y analiticos para cada uno de los
compuestos problema.

4.4. Desarrollo y validacion de técnicas analiticas para la deteccion y
cuantificacion de productos terapéuticos seleccionados en
matrices biolégicas de mitilidos

4.41 Obtencion de muestras para el desarrollo de las técnicas

Se obtuvieron muestras de Mytilus chilensis “blanco” (sin residuos de analitos de interés) desde el
cultivo de choritos de Justo Garcia Campos en el sector de Hueihue, sitio alejado de centros de
produccion de peces salmonidos. Se utilizaron las partes blandas de los mitilidos, a los que se le
agregaron concentraciones conocidas de las sustancias a probar (fortificados). Con estas muestras
fortificadas se procedio a la etapa inicial de implementacién de técnicas analiticas.

4.4.2 Preparacion de la muestra

Para la determinacion de los analitos a nivel traza (ppb) en una matriz compleja, como lo
representan las partes blandas de los mitilidos, se procedi6 en general de la siguiente manera:
- Disgregacion de la matriz
- Disolucién de sustancias
5
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- Separacion del analito de la matriz
- Determinacion de la concentracion del analito

443 Determinacion y cuantificacion del analito

Una vez obtenido el extracto, libre de gran cantidad de sustancias quimicas contaminantes que
entrega la matriz, se realizd una separacion mediante HPLC, utilizando las columnas, fases moviles
y detectores adecuados para cada analito en particular.

444 Modificaciones/confirmacion de protocolos

Luego de establecidos e implementados en el laboratorio de IFOP en Puerto Montt los protocolos
preliminares, estos fueron evaluados para la deteccion de los analitos Cipermetrina, Deltametrina,
Diflubenzuron y Azametifos.

445 Validacion de las metodologias propuestas

Especificidad
La especificidad, es la capacidad de evaluar inequivocamente el analito en la presencia de

componentes que se puede esperar que estén presentes en la muestra.

Se determind la especificidad para los analitos Diflubenzuron, Azametifos, Cipermetrina y
Deltametrina, para lo cual se prepararon 3 curvas de calibracion, de 5 puntos dentro del rango de
interés, las cuales se efectuaron 3 dias diferentes. Se determind su tiempo de retencidn y conocieron
las desviaciones respecto del valor central. Posteriormente se sometieron al proceso analitico al
menos 10 muestras de choritos consideradas como “blanco” (sin los analitos de interés), para
demostrar que la metodologia validada no presenta interferentes de importancia en los tiempos de
retencion de los analitos estudiados.

Linealidad
La linealidad de un procedimiento analitico es su habilidad (dentro de un determinado rango) para
obtener resultados que son directamente proporcionales a la concentracion de analito en la muestra.

Se logré determinar el parametro de linealidad para los analitos Diflubenzuron, Azametifos,
Cipermetrina y Deltametrina. Utilizando los datos de las curvas preparadas en el punto anterior, se
calculo la ecuacion de la curva obtenida, con lo que se demostrd linealidad utilizando el coeficiente
de correlacion (r2) y se confeccion6 un grafico de errores residuales para identificar un posible
comportamiento no lineal de la curva de calibracion.
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Recuperacidn (% recuperacion)
La recuperacion es el porcentaje de la concentracion real de un analito que es recuperado cuando
una muestra real o fortificada es sometida a un proceso analitico.

Cuando no existe material de referencia disponible, la recuperacion se determina mediante analisis
de choritos blanco fortificados en tres niveles de concentraciones conocidas de los analitos de
interés. Se fortificaron 6 muestras blanco por cada nivel. Se analizaron las muestras y se calcularon
las concentraciones de cada una. Esto se repitié dos veces mas, en dias diferentes.

La recuperacion de cada muestra se calculd, mediante la siguiente formula:
% recuperacién = 100 x concentracién medida/concentracion enriquecida

Se determind la recuperacion media de todos los dias (la que sera utilizada para el calculo de
concentracion de muestras problema), el coeficiente de variacion y la desviaciéon estandar, con la
que se confecciond una carta de recuperacion tipo Shewhart a ser utilizada como método de control
interno de resultados analiticos.

Se logro determinar el pardmetro de recuperacion (%), para los analitos Diflubenzuron, Azametifos,
Cipermetrina y Deltametrina.

Exactitud
La exactitud o veracidad es el grado de concordancia entre el valor medio obtenido de una gran
serie de resultados y un valor de referencia aceptado.

Dada la inexistencia de material de referencia disponible para residuos de antiparasitarios en
mitilidos, este procedimiento no aplica.

Precision

La precision de un procedimiento analitico expresa el grado de dispersion entre una serie de
medidas obtenidas de multiples muestras provenientes de una misma muestra homogénea,
utilizando dicho procedimiento.

La precision se mide en tres niveles: repetibilidad, precisidn intermedia y reproducibilidad.

Repetibilidad
La repetibilidad se expresa como la precisién bajo las mismas condiciones de operacion en un corto

periodo de tiempo. También es denominada precision intraensayo.

Para el célculo de repetibilidad se preparan un conjunto de muestras de choritos blancos idénticas,
enriquecidas con los analitos en estudio y con 3 niveles de concentracion dentro del rango de
interés. De cada nivel se analizaron 6 muestras idénticas. Se calculd la concentracién detectada en
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cada muestra. Se determind la concentracidn media, desviacion estandar y el coeficiente de
variacion de las muestras enriquecidas.

Este procedimiento se efectud en tres fechas distintas, con el prepésito de conocer el
comportamiento de la precision por repetibilidad en el tiempo.

La precision en condiciones de repetibilidad se expresa como coeficiente de de variacién porcentual
(% CV).

Se logro determinar el parametro de repetibilidad para los analitos Diflubenzuron, Azametifos,
Cipermetrina y Deltametrina.

Precision intermedia

La precision intermedia expresa las variaciones dentro de los laboratorios al realizar ensayos
diferentes dias, de diferentes analitos, diferentes equipos, etc. También es denominada
reproducibilidad intralaboratorio.

Para el calculo de precision intermedia, se utilizan los resultados del estudio de repetibilidad en el
tiempo. Se calculd la concentracion detectada en cada muestra, la desviacion estandar y el
coeficiente de variacion de las muestras enriquecidas.

La precision intermedia se expresa como coeficiente de variacion porcentual (%CV).

Se logré determinar el parametro de precision intermedia para los analitos Diflubenzuron,
Azametifos, Cipermetrina y Deltametrina.

Reproducibilidad

No se puede realizar para este caso, debido a que es necesario participar en estudios colaborativos,
que generalmente son organizados por los organismos reguladores u otras agencias dedicadas al
desarrollo de métodos.

Limite de Deteccién (LD)

El limite de deteccidn de un procedimiento analitico es la cantidad minima de analito en una muestra
que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada con la significancia estadistica
requerida.

Para obtener el area del limite de deteccion, se calcula la desviacion estandar de las areas
obtenidas del fortificado mas bajo realizado por tres dias diferentes (6 fortificados cada vez). El valor
obtenido se multiplicd por 3,3 y se interpolaron en la curva de calibracion estandar, realizando todos
los calculos de acuerdo al procedimiento para obtener la fraccién de masa del analito en la matriz
(incluido el factor de recuperacion).

Se establece el LD como el nivel mas bajo ensayado que esté sobre el LD calculado.
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Se determin6 el LD para Diflubenzuron, Azametifos, Cipermetrina y Deltametrina.

Limite de Cuantificacién (LC)
El LC de un procedimiento analitico es la cantidad minima de analito en una muestra que puede ser
cuantificada, con una adecuada significancia estadistica.

Para obtener el area del LC, se calcul la desviacion estandar de las areas obtenidas del fortificado
mas bajo realizado en tres dias diferentes (mismos utilizados para el calculo de LD en el punto
anterior). En este caso el valor se multiplicé por 10 y se interpolaron en la curva de calibracion
estandar, realizando todos los calculos de acuerdo al procedimiento para obtener la fraccion de
masa del analito en la matriz (incluido el factor de recuperacion).

Se establece como LC, el nivel mas bajo ensayado que esté sobre el LC calculado.
Se determiné el LC para Diflubenzuron, Azametifos, Cipermetrina y Deltametrina.

Robustez

La robustez es la susceptibilidad de un método analitico a los cambios de las condiciones
experimentales, que pueden expresarse en forma de lista de los materiales de la muestra, los
analitos, condiciones ambientales, etc.

Durante el desarrollo del presente proyecto, no se realizdé un calculo de robustez propiamente tal,
sino que se utilizd el coeficiente de variacion total de la recuperacion (al ser realizada en tres dias
diferentes, con reactivos de extraccién y componentes de la fase mévil preparados diariamente) para
dar una indicacion de la robustez de los métodos. No hay criterio de aceptacion de la robustez, ya
que los criterios de aceptacion se establecieron para la repetibilidad y precision intermedia.

Objetivo 3:  Evaluar la capacidad de bioacumulacion, excrecion y/o metabolizacion de mitilidos
frente a la exposicion a productos terapéuticos de uso en la salmonicultura bajo
condiciones controladas, de al menos 4 principios activos.

4.5. Evaluacion de riesgo de exposicion y de deteccion de residuos de
los productos terapéuticos seleccionados en el producto final de
mitilicultura

Para dar cumplimiento a esta parte del objetivo 3, se revisaron las guias VICH GL6 (VICH GLS6,
2000) y VICH GL38 (VICH GL38, 2004). Ambas guias estan orientadas a poder evaluar el impacto
ambiental generado por los productos utilizados en la actividad de la medicina veterinaria, sea esta
orientada en el ambito de la produccién de animales terrestres como la produccion de animales en
agua dulce y mar.
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4.6. Desarrollo de estudios de bioacumulacién, deplecion, excrecion y
metabolizacion de los productos terapéuticos seleccionados bajo
condiciones controladas en mitilidos

Se realiz6 un estudio para obtener curvas de deplecién de Cipermetrina, Deltametrina, Azametifos y
Diflubenzuron de M. chilensis en condiciones controladas. El protocolo de estudio de deplecion en
mitilidos de los diferentes farmacos se desarroll6 para cada farmaco en particular.

El esquema basico del estudio para los farmacos administrados por bafio (Cipermetrina,
Deltametrina y Azametifos), fue el siguiente:

- Se utilizaron estanques de 300 litros con agua de mar.

- Los procedimientos de limpieza, tipo de agua, taza de cambio de agua, fotoperiodo, etc.,
estan especificados en los protocolos especificos. A cada estanque se agregaron linternas
de cultivo con 300 ejemplares de M. chilensis adultos.

- Los mitilidos se alimentaron con cultivos de microalgas de [sochrysis galbana,
Nannochloropsis sp. y Spirulina maxima producidos en el propio centro. Cada dia se aliment
en cada uno de los estanques de mantencion de choritos con aproximadamente 2,2 L de
microalgas a concentracion aproximada de 1,5 x 1026 cél/mL. Esto para llevar a concentracion
los estanques en 100.000 cél/mL. La proporciéon de especies de microalgas en las raciones
dependia de las disponibilidades diarias de cada una de las especies en el modulo de cultivo
de microalgas. La alimentacion se realizé dos veces al dia (10:00 y 15:00 hrs.).

- En cada una de las raciones, se cort6 el flujo de ingreso de agua de mar a los estanques,
de manera de aprovechar al maximo las microalgas adicionadas.

- Los mitilidos se dejaron aclimatar por aproximadamente 14 dias.

- Se prepararon 3 estanques de 100 litros aproximadamente con agua de mar, se les agregd
el farmaco a las dosis recomendadas por los proveedores para salménidos

- Antes de someterlos al tratamiento se realizé un muestreo de 20 choritos de cada estanque
(4 pooles de 5 choritos).

- Se transfirieron las linternas con los choritos restantes a los estanques con los farmacos
respectivos, éstos se mantuvieron sin recirculacién de agua por el tiempo necesario de
tratamiento, para cada farmaco en particular.

- Luego de cumplidos los tiempos de tratamiento especificos, los choritos se transfirieron a
sus estanques originales, con recirculacion de agua.

- Para cada estanque se obtuvieron 10 pooles de 5 mitilidos cada uno, en 4 ocasiones
diferentes. El primero 1 hora después de circulacion de agua normal. Los siguientes a los
9, 10y 15 dias luego de tratados los choritos.

- Luego de muestreados, los choritos fueron almacenados en bolsas plasticas debidamente
rotuladas en cooler con gel pack, estas fueron transportadas rapidamente al Laboratorio de
Quimica Analitica de IFOP en Puerto Montt.

10

) SUBSECRETARI'A DE PESCA Y ACUICULTURA - LIC. N° ID 4728-71-LP1 - INFORME FINAL:
“EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE MITILIDOS DE BIOACUMULAR PRODUCTOS QUIMICOS Y FARMACEUTICOS DE USO EN ACUICULTURA”.



eons

IFOP

N\
INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION INVESTIGACION EN ACUICULTURA

El esquema basico del estudio de Diflubenzuron, fue el siguiente:

Se distribuyeron 3 grupos de 20 peces y 300 choritos cada uno, en estanques de 300 litros.
Se trabajo con Salmén del Atlantico (Salmo salar) y choritos, en los grupos experimentales
designados como Diflubenzuron 1, 2y 3.

Peso promedio de peces: 120 gramos +/- 50 g.

Tamafio de choritos: Se utilizaron choritos de 4-6 cm.

Estado fisiolégico: Se utilizaron peces sanos y libres de enfermedades concomitantes.
Densidades poblacionales: los peces se mantuvieron a densidades comerciales (8 kilos de
peso vivo/m3) a una salinidad de 30 £ 2%..

Criterio(s) de inclusién/exclusion: Se incluyeron aquellos animales sanos y que estén dentro
los pesos vivos establecidos.

Aclimatacion de los animales: La aclimatacion de los peces y choritos fue de 7 dias antes del
inicio del estudio, sin realizar otros manejos sanitarios y alimentandose con una formula
comercial no medicada, a una taza de alimentacién de 1.4%

Adicionalmente los choritos fueron alimentados con una suspensién de microalgas.

Antes de iniciar el tratamiento de los peces con Diflubenzuron, se tom6 una muestra de 20
choritos de cada estanque, los que fueron envasados en bolsas rotuladas como TODF1
(Estanque Diflubenzuron 1), TODF2 y TODF3.

A las 24 hrs de finalizado el tratamiento se tomd una muestra de 50 choritos de cada
estanque, los que fueron envasados en bolsas rotuladas como T1DF1 (Estanque
Diflubenzuron 1), TIDF2 y T1DF3.

A los 2 dias del tratamiento se tomd una muestra de 50 choritos de cada estanque, los que
fueron envasados en bolsas rotuladas como T2DF1 (Estanque Diflubenzuron 1), T2DF2 y
T2DF3.

A los 5 dias del tratamiento se tom6 una muestra de 50 choritos de cada estanque, los que
fueron envasados en bolsas rotuladas como T3DF1 (Estanque Diflubenzuron 1), T3DF2 y
T3DF3.

A los 7 dias del tratamiento se tom6 una muestra de 50 choritos de cada estanque, los que
fueron envasados en bolsas rotuladas como T4DF1 (Estanque Diflubenzuron 1), T4DF2 y
T4DF3.

Luego de tomadas las muestras fueron enviadas de inmediato al Laboratorio de IFOP-
Puerto Montt en cooler con gel-pack.

El esquema en detalle del estudio se puede observar en los protocolos de obtencidn de
bioacumulacidn y/o curvas de deplecidn de antiparasitarios en mitilidos (M. Chilensis) en condiciones
controladas (anexo 1).
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4.7. Evaluacion de estudios de bioacumulacion, excrecion vy
metabolizacion de los productos terapéuticos seleccionados en
condiciones controladas

En el Laboratorio de Quimica Analitica de IFOP en Puerto Montt se realizaron los anélisis de
Cipermetrina, Deltametrina, Azametifos y Diflubenzuron en las muestras de partes blandas de
mitilidos obtenidas, utilizando las metodologias previamente montadas y validadas. La finalidad de
los ensayos, fue observar la posible bioacumulacién de los analitos en cuestion, y confeccionar las
curvas de deplecion y tiempos de vida media de éstos

Con este esquema fue posible evaluar la capacidad de M. chilensis de bioacumular los
antiparasitarios anteriormente mencionados en condiciones extremas de concentracion
(eventualmente, mayores a las que podria estar expuesto en sitios cercanos a centros de
produccion). La bioacumulacion sélo fue posible de observar en Diflubenzurén, ya que para los
antiparasitarios administrados por bafio (Cipermetrina, Deltametrina y Azametifos) en las muestras
obtenidas en el primer muestreo, se obtuvo como resultado “no detectado”. Con los resultados de la
curva de deplecion fue posible calcular el tiempo de vida media de eliminacion (T12) de
Diflubenzurén.

Debido a los resultados obtenidos con Diflubenzurdn, se decidio realizar en forma adicional, un
nuevo estudio de bioacumulacion y deplecidn de este principio activo en Mitilus chilensis,
considerando muestreos adicionales durante la administracion del alimento medicado. El esquema
basico del estudio fue el siguiente:

- Se distribuyeron 3 grupos de 60 peces y 600 choritos cada uno, en estanques de 800 litros.
Se trabajo con Trucha Arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y choritos, en los grupos
experimentales designados como Diflubenzuron 1,2y 3.

- Peso promedio de peces: 150 gramos +/- 50 g.

- Tamafio de choritos: Se utilizaron choritos de 4-6 cm.

- Estado fisiolégico: Se utilizaron peces sanos y libres de enfermedades concomitantes.

- Densidades poblacionales: los peces se mantuvieron a densidades comerciales (11,3 kilos
de peso vivo/m3) a una salinidad de 30 * 2.%o

- Criterio(s) de inclusion/exclusion: Se incluyeron aquellos animales sanos y que estén dentro
los pesos vivos establecidos.

- Aclimatacion de los animales: La aclimatacién de los peces y choritos fue de 7 dias antes del
inicio del estudio, sin realizar otros manejos sanitarios y alimentandose con una formula
comercial no medicada a una taza de 1.2% p/v.

- Antes de iniciar el tratamiento de los peces con Diflubenzuron, se tomé una muestra de 20

choritos de cada estanque, los que fueron envasados en bolsas rotuladas como TODFB1
(Estanque 1), TODFB2 (Estanque 2) y TODFB3 (Estanque 3).
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El dia 4 de tratamiento se tomd una muestra de 50 choritos de cada estanque. Se envasaron
en bolsas rotuladas como T1DFB1 (Estanque1), TIDFB2 (Estanque 2) y T1DFB3 (Estanque
3).

El dia 7 de tratamiento se tomd una muestra de 50 choritos de cada estanque. Se envasaron
en bolsas rotuladas como T2DFB1 (Estanquel), T2DFB2 (Estanque 2) y T2DFB3
(Estanque3).

El dia 11 de tratamiento se tom6 una muestra de 50 choritos de cada estanque. Se
envasaron en bolsas rotuladas como T3DFB1 (Estanque 1), T3DFB2 (Estanque 2) y
T3DFB3 (Estanque 3).

El dia 14 de tratamiento se tom6 una muestra de 50 choritos de cada estanque. Se
envasaron en bolsas rotuladas como T4DFB1 (Estanque 1), T4ADFB2 (Estanque 2) y
T4DFB3 (Estanque 3).

A las 24 hrs de finalizado el tratamiento se tomd una muestra de 50 choritos de cada
estanque. Se envasaron en bolsas rotuladas como T5DFB1 (Estanque 1), T5DFB2
(Estanque 2) y TSDFB3 Estanque 3).

A los 2 dias de finalizado el tratamiento se tomé una muestra de 50 choritos de cada
estanque. Seran envasaron en bolsas rotuladas como T6DFB1 (Estanque 1), T6DFB2
(Estanque 2) y T6DFB3 (Estanque 3).

A los 3 dias de finalizado el tratamiento se tomd una muestra de 50 choritos de cada
estanque. Se envasaron en bolsas rotuladas como T7DFB1 (Estanque 1), T7DFB2
(Estanque 2) y T7TDFB3 (Estanque 3).

A los 7 dias de finalizado el tratamiento se tomd una muestra de 50 choritos de cada
estanque. Se envasaron en bolsas rotuladas como T8DFB1 (Estanque 1), T8DFB2
(Estanque 2) y T8DFB3 (Estanque 3).

Luego de tomadas las muestras estas, se enviaron de inmediato al Laboratorio de IFOP-
Puerto Montt en cooler con gel-pack.

Objetivo 4:  Determinar la posible bioacumulacion de productos terapéuticos en mitilidos, en

areas donde se producen peces y moluscos, y donde existan bancos naturales
conocidos.

4.8 Desarrollo y ejecucion de un plan de muestreo y encuesta

epidemioldgica que considere obtencion de muestras desde
centros de produccion de mitilidos y bancos naturales conocidos,
zonas blanco (alejada de centros de produccion de salmones) y
zonas cercanas a produccion de salmones

De acuerdo a los resultados obtenidos de los estudios del objetivo 3, no hubo deteccién para los
farmacos aplicados por bafio, a pesar de las altas concentraciones dosificadas en condiciones
controladas y cerradas.
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Por otro lado, en el caso de Diflubenzuron, la concentracion obtenida el primer dia de muestreo de la
curva de deplecion fue inferior al Limite Maximo Residual (LMR) del antiparasitario, definido para
producto final de carne de salmén, que es la concentracién de equivalencia considerada para
mantener la inocuidad alimentaria de los mejillones. A pesar de lo anteriormente sefialado, se
consensud con la Subsecretaria de Pesca la realizacion de un plan de muestreo de dos principios
activos diferentes, que fueron finalmente Azametifés y Deltametrina, en el centro de cultivo de
mitilidos Catalufia ubicado en la Bahia Hueihue, cuyas coordenadas son S 41°54'14.0”; W
073°29'48.4”, muy cercano al centro Hueihue de la empresa Marine Harvest.

El esquema basico del estudio para los farmacos administrados por bafio ( Deltametrina y
Azametifos), fue el siguiente:

Se tomaron 10 pooles de 5 mitilidos cada uno, de la linea de cuelgas mas cercana al centro de
cultivo de salmones Hueihue (Fig 1), en tres tiempos diferentes. EI muestreo se realiz al momento
que estaba subiendo la marea, es decir cuando la corriente del agua se dirigia desde el centro de
salmones hacia el centro de mitilidos. Los tiempos de muestreo fueron antes, durante y después de
la ventana de tratamiento con los antiparasitarios en cuestion. En la Fig 2 se pueden observar las
corrientes predominantes de la Bahia Hueihue. Las muestras debidamente rotuladas, fueron
enviadas inmediatamente al Laboratorio de Quimica Analitica de IFOP-Puerto Montt, donde fueron
congeladas a -20°C hasta su posterior analisis.

Fig. 1. Centro de cultivo de mitilidos Catalufia y centro de cultivo de salmones Hueihue de la empresa
Marine Harvest.
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Fig. 2. Bahia Hueihue con corrientes predominantes, los dos rectangulos representan la ubicacion del
centro Hueihue de Marine Harvest.

4.9 Analisis de las muestras obtenidas mediante las técnicas de
laboratorio validadas.

En el Laboratorio de Quimica Analitica de IFOP en Puerto Montt se realizaron los anélisis de
Deltametrina y Azametifos, en las muestras de partes blandas de mitilidos obtenidas, utilizando las
metodologias previamente montadas y validadas. La finalidad de los ensayos, fue observar la
posible bioacumulacion de los analitos en cuestion en mejillones situados en zonas cercanas a
centros de cultivo de salmones que realicen tratamientos con antiparasitarios.

Objetivo §:  Evaluar el impacto social y econémico de la deteccion de residuos de productos
terapéuticos en la industria mitilicultora.

4.10 Descripcion de la industria mitilicultora

Por medio de la revisidn de antecedentes y entrevista con actores relevantes del sector se realizd
una descripcion de la industria mitilicultora, la cual abarcd aspectos de importancia como:
¢ Antecedentes generales de la industria
o Antecedentes productivos
¢ Analisis de mercado
- Andlisis de la oferta
- Analisis de la demanda
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4.11 Analisis estratégico
e Analisis del medio interno: Analisis de la cadena de valor

El examen sistematico de los modos que tiene un negocio para lograr una ventaja competitiva
duradera, no se puede realizar a nivel individual y como un todo. Es necesario reconocer las
actividades de la unidad de negocios separandolas en etapas estratégicamente relevantes. Estas
tareas incluyen desarrollo del producto, produccidn, distribucion, marketing, ventas servicios y
muchas formas de apoyo que se necesitan para lograr fluidez de operacién en un negocio.

El foco de analisis de la cadena de valor es la unidad estratégica de negocios. El principio
subyacente es que todas las tareas desempefiadas por una unidad de negocios pueden ser
clasificadas en 9 categorias distintas. 5 de ellas en actividades primarias y 4 en actividades
secundarias (Hax&Maijluf, 1994) (Figura 3).

2 % Infraestructura de quirma X

S 2 Manejo de Recursos Humanos \

% g Desarrollo de tecndlogia ; \
<y ; iAdquisiciones 5 \

Logistica de
entrada

Logistica de | Marketing y

. Servicios
salida ventas

Operaciones

Actividades Primarias

Figura3.  Estructura de la cadena de valor sugerida por Porter (Hax&Majluf, 1994).

A partir de este andlisis se detallaron los factores y relaciones que estan presentes en el modelo de
andlisis del medio interno, para posteriormente elaborar un perfil sistematico para la evaluacion de la
condicién actual y futura, el cual llevo a concluir sobre los puntos criticos del negocio.

e Andlisis del medio externo: Modelo de las 5 fuerzas

La definicion de la posicion competitiva de un negocio requiere de la evaluacién de la industria en la
que esta inserta. EI marco de referencia mas influyente y el mas ampliamente empleado es el
modelo de las 5 fuerzas propuesto por M. Porter, quien postula que hay 5 fuerzas que conforman la
estructura de la industria y dan cuenta de las relaciones que se establecen entre estos
componentes:
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- Intensidad de la rivalidad entre competidores.
- Amenaza de nuevos participantes.

- Amenaza de sustitutos.

- Poder de negociacion de los compradores.

- Poder de negociacion de los proveedores.

La Figura 4, ilustra que la estructura genérica de una industria esta representada por los principales
actores (competidores, compradores, proveedores, sustitutos y nuevos participantes), su
interrelacion (las 5 fuerzas) y los factores que hay detras de esas fuerzas.

Como resultado de este analisis se detallaron cada uno de los factores y relaciones que estan
presentes en el modelo de analisis del medio externo, para posteriormente elaborar un perfil
sistematico para la evaluacion de la condicion actual y futura (5 afios), concluyendo a partir de éste
los puntos criticos del sector.

4.12 Cuantificacion Econdmica Social

Para evaluar el impacto social y econémico de la deteccion de residuos de productos terapéuticos en
la industria mitilicultora, se recopild informacion a través de fuentes primarias y secundarias y se
desarrollaron los siguientes componentes.

e Analisis del problema.

Una de las metodologias mas usadas, especialmente en proyectos, programas y/o iniciativas
evaluados por el Ministerio de Desarrollo Social, es el “Arbol de problemas’, ya que es un modelo
explicativo y simplificado de la realidad.

Sus principales componentes son:

- Identificacion del problema central (tronco del arbol)
- Identificacion de los efectos del problema (ramas del arbol)
- Identificacion de las causas del problema (raices del arbol)

Dado que se elabora mediante aproximaciones sucesivas de causas y efectos, en torno a un
problema definido, el trabajo se realizara a través de un panel de expertos y actores relevantes de la
industria que utilizardn como informaciéon base los resultados obtenidos en los 4 objetivos
especificos precedentes.

Dadas sus caracteristicas, los principales beneficios de la metodologia son:

- Es un procedimiento flexible y sencillo.

- Su eficiencia y efectividad depende de los participantes.
- Genera un consenso de opiniones en el proceso.

- Requiere una aplicacién realista.
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Figura4. Elementos de la estructura de la industria: modelo de las 5 fuerzas de Porter (Hax&Maijluf, 1993).
o Diagndstico de la situacion

El anlisis de los efectos determinados en el Arbol de Problemas permitié definir un escenario de la
situacion post evaluacion del potencial de bioacumulacion, el cual incluyo los siguientes aspectos
que sirvieron de insumo para la evaluacion econdmica social.

- Area de estudio y de influencia
- Poblacién objetivo

- Andlisis de la demanda

- Andlisis de la oferta

e Evaluacion econdémico social
La evaluacion social se realiza para determinar la conveniencia para el pais de ejecutar 0 no un

proyecto. Esto conlleva que las decisiones de inversiones deben trascender la conveniencia
institucional o sectorial, en funcién del bienestar del pais.
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El enfoque utilizado para esta evaluacion sera de “Costo/Beneficio”, dado que es posible identificar,
medir y valorar los costos y beneficios del proyecto, programa o iniciativa. De esta forma se recopil6
informacion a través de fuentes primarias y secundarias que permitio establecer los siguientes
indicadores (Segun metodologia del Ministerio de Desarrollo Social):

Precios sociales

Tasa social de descuento
Beneficios sociales
Costos sociales

Para este tipo de enfoque los indicadores a utilizar, segun las caracteristicas del proyecto a evaluar,
pueden ser:

- VAN social
- VAE social
- TIR social

Valor Actual Neto (VAN)
Si r es el costo de capital del inversionista y recibe n flujos al final de cada periodo F1, F2, Fn, el
valor actual neto de esos flujos sera:

VAN =—1,+3 27
— (d+7)
Donde:
Ft = Flujo neto al final del periodo t
Ft = Bt-Ct
Bt = Beneficios o ingresos al final del periodo t
Ct = Costos o gastos al final del periodo t
[0 = Inversion inicial
r = costo de capital (tasa de descuento)
n = numero de periodos

Valor Actual Neto (VAE)

Convierte el VAN de un proyecto en un flujo constante de “beneficios netos anuales” para el
horizonte de evaluacion del proyecto. Se utiliza en caso de querer comparar iniciativas con distinta
vida Util y repetibles.

r-(1+7r)”
aA+#)" -1

VAE =VAN -
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Tasa Interna de Retorno (TIR)

La TIR mide la rentabilidad de un proyecto o activo. Representa la rentabilidad media intrinseca del
proyecto.

En esencia se define como aquella tasa a la cual se hace cero el valor actual neto.

VAN =—1+
Z (1+TIR)

20

) SUBSECRETAR[A DE PESCA Y ACUICULTURA - LIC. N° ID 4728-71-LP1 - INFORME FINAL:
“EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE MITILIDOS DE BIOACUMULAR PRODUCTOS QUIMICOS Y FARMACEUTICOS DE USO EN ACUICULTURA”.



eons

IFOP

N\

INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION INVESTIGACION EN ACUICULTURA

5.

RESULTADOS

Objetivo 1:

5.1.

5.1.1

Identificar los productos terapéuticos de uso en acuicultura con potencial de ser

bioacumulados por mitilidos.

Identificacion de productos terapéuticos a evaluar

Lista de productos antiparasitarios para control de caligidosis en salménidos, con
registro del SAG (Anexo 2):

Deltametrina:

Cipermetrina:

Diflubenzurén:

Deltafav, Farmacologia en Acuicultura Veterinaria (FAV) S.A. Solucién
externa por inmersion. Dosis terapéutica: 3 ug/L por 40 minutos.

AMX, Pharmaq AS Chile Ltda. Solucién externa por inmersion. Dosis
terapéutica: 2 ug/L por 30-40 minutos.

Betamax, Novartis Chile S.A. Solucion externa por inmersion. Dosis
terapéutica: 15 ug/L por 30 minutos.

Calishot, Farmacologia en Acuicultura Veterinaria (FAV) S.A. Polvo uso
oral en el alimento. Dosis terapéutica: 6 mg/Kg peso por 14 dias.

Benzoato de Emamectina:

Azametifos:

Slice, Intervet Chile Ltda. Polvo uso oral en el alimento. Dosis terapéutica:
50 ug/Kg peso por 7 dias.

Calbiofarm, Farmacologia en Acuicultura Veterinaria (FAV) S.A. Polvo uso
oral en el alimento. Dosis terapéutica: 50 ug/Kg peso por 7 dias.

No registra nombre, Diagnotec Comercial S.A. Polvo de uso oral en el
alimento. Dosis terapéutica 50 ug/Kg pero por 7 dias.

No registra nombre, Intervet Chile Ltda. Polvo uso oral en el alimento.
Dosis terapéutica: 50 ug/Kg peso por 7 dias.

Quinafish, Centrovet Ltda. Polvo uso oral en el alimento. Dosis terapéutica:
50 ug/Kg peso por 7 dias.

Byelice, Azametifos 50%, Bayer. Polvo para suspensién externa. Dosis
terapéutica: 100 ug/L por 30-60 minutos.

CalFree, Azametifos 50%, Farmacologia en Acuicultura Veterinaria (FAV) S.A.
Polvo para suspension externa. Dosis terapéutica: 100 ug/L por 30 minutos.
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5.1.2. Antecedentes respecto del uso de antiparasitarios en la industria.

Se efectuaron las gestiones para obtener informacién oficial por parte de Sernapesca respecto del
uso de antiparasitarios en la industria salmonicultora entre los afios 2011 y 2012. De esta
informacion se desprende lo siguiente:

Utilizacién de Antiparasitarios afos 2011-2012

Emamectina: 2011: 49 Kg
R.8 1Kg
R.10: 17Kg
R.11: 31Kg
2012: 116Kg
R.10: 57Kg
R.11: 58Kg
Cipermetrina: 2011: 342Kg
R.10:  159Kg
R.11: 183Kg.
2012: 678Kg
R.10: 172Kg
R.11: 506Kg
Deltametrina: 2011:  40Kg
R.10: 21Kg
R.11: 19Kg
2012: 197Kg
R.10:  58Kg
R.11: 139Kg
Diflubenzurén: 2011:  2815Kg
R.10:  1320Kg
R.11: 1495Kg
2012: 2167Kg
R.10: 638Kg
R.11: 1528Kg
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De los datos entregados, se desprende que Emamectina se esta utilizando de manera marginal,
siendo el antiparasitario oral de mayor uso Diflubenzuron. De los piretroides, el da mayor utilizacién
fue Cipermetrina, 89,5% (2011) y 77,5% (2012).

El aumento de piretroides utilizados el afio 2012 con respecto al 2011 se debe a un aumento de la
utilizacion de estos compuestos en la Region de Aysén, lo que se explica al aumento de centros en
dicha region (por consecuencia, un aumento en la biomasa) y a un aumento de temperatura de éstos
centros (Sernapesca, 2012).

De los dos productos comerciales de Deltametrina registrados por el SAG, el de mayor utilizacién es
Deltametrina 1% de Farmacologia en Acuicultura Veterinaria (FAV) S.A.

Nuevamente se efectuaron las gestiones para obtener informacion oficial actualizada por parte de
Sernapesca respecto del uso de antiparasitarios en la industria salmonicultora en la Region de Los
Lagos el afio 2013. De esta informacion se desprende lo siguiente:

Cipermetrina: 238 Kg
Deltametrina: 62 Kg
Azametifos: 1455 Kg
Diflubenzuron: 2848 Kg

Claramente la utilizacion de Azametifos desplazé completamente a los piretroides como eleccion en
las terapias aplicadas por bafios. La utilizaciéon de Diflubenzurén como terapia aplicada en forma
oral el afio 2013 aumentdé méas de dos veces con respecto al afio 2011 y mas de 4 veces con
respecto al afio 2012. La informacion del afio 2014 ain no se encuentra disponible. No se consider6
el consumo de Emamectina el afio 2013, ya que como se argumento anteriormente, su utilizacion no
es significativa.

5.1.3. Lista de productos quimicos y farmacéuticos con su respectiva caracterizacion de uso
en acuicultura, que eventualmente pueden ser bioacumulados por mitilidos.

La elaboracion de esta lista, se restringe a antiparasitarios utilizados para el tratamiento de
caligidosis.

Antiparasitarios aplicados en bafio:

Deltametrina: Los dos productos comerciales autorizados en Chile tienen la misma concentracion
1%. La dosis y duracién de tratamiento ya estan sefialadas en 5.1.1. Deltametrina es efectivo para
el tratamiento adulto y preadulto del caligus (no juveniles). El periodo de resguardo va entre 10 a 20
grados dia. Producto autorizado para su uso en salménidos en Noruega y Reino Unido. En los
peces la via de ingreso de Deltametrina es por las branquias, debido a la corta duracion del
tratamiento y a su baja concentracién, el antiparasitario logra bajas concentraciones en el pez.
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Cipermetrina: Betamax es Cipermetrina 5% (80cis/20trans). La dosis y duracion de tratamiento ya
estan sefialadas en 5.1.1. Cipermetrina es efectivo para el tratamiento de todos los estadios de
Caligus rogercresseyi. El periodo de resguardo es de 30 grados dia. Producto autorizado para su
uso en salmonidos en Reino Unido e Irlanda.

Azametifos: Estd a una concentracién de 50%. La dosis y duracion de tratamiento ya estan
sefialadas en 5.1.1. Azametifos es efectivo para el tratamiento de estadios adulto de Caligus
rogercresseyi. El periodo de resguardo es de 10-20 grados dia. Producto autorizado para su uso en
salmonidos en Reino Unido e Irlanda.

Antiparasitarios aplicados en alimento:

Diflubenzurén: Se produce a una concentracion de 80% (Calishot). La dosis y duracién de
tratamiento ya estan sefialadas en 5.1.1. Diflubenzurén es efectivo para el tratamiento y control de
etapas juveniles de Caligus rogercresseyi. El periodo de resguardo es de 300 grados dia. Producto
autorizado para su uso en salmonidos en Noruega.

Emamectina: Los 5 productos comerciales son benzoato de emamectina al 0.2%. La dosis y
duracion de tratamiento ya estan sefialadas en 5.1.1. Emamectina es efectivo contra todas las
etapas de desarrollo de Caligus. El periodo de resguardo es de 60 dias antes de la cosecha.
Producto autorizado para su uso en salménidos en Noruega, Canada, Reino Unido e Irlanda.

5.2. Revision de literatura nacional e internacional, respecto de la
posible bioacumulacion de productos terapéuticos de uso en
acuicultura, por parte de mitilidos y de la normativa de paises
productores respecto de lo mismo.

5.21 Resumen de Bibliografia nacional e internacional revisada, respecto de la posible
bioacumulaciéon de productos terapéuticos de uso en acuicultura, por parte de
mitilidos.

Solamente se encontrd un trabajo que aborda la bioacumulacion de Cipermetrina en mitilidos
asociados a la salmonicultura (Gowland et al, 2002), por lo que se incluy6 en la busqueda algunos
trabajos de bioacumulacion de ofras sustancias organicas en mitilidos. El listado de trabajos
revisados se detalla en anexo 3.

Katagi el 2010 realiza una revision bibliografica de bioconcentracién, bioacumulacién y metabolismo

de pesticidas en organismos acuaticos. En este trabajo se sefiala que bioconcentracion es un

término que se utiliza para describir el proceso por los cuales los pesticidas ingresan al organismo

directamente desde el agua, a través de las branquias o tejidos epiteliales. Bioacumulacién incluye

el efecto del ingreso via alimento o a través de los sedimentos. Cuando los niveles de pesticidas,

acumulados en el organismo, se concentran a través de dos o mas niveles troficos de la cadena
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alimenticia, el proceso se denomina biomagnificacion. En general Katagi sefiala que la
liposolubilidad y el tamafio molecular afectan la tendencia a bioacumular. Indica que hay una buena
correlacion del factor de bioconcentracion (BCF) y el coeficiente de particion de n-octanol/agua (Kow)
en varias combinaciones de compuestos quimicos y peces. Entre las condiciones fisioldgicas de los
organismos acuaticos, el contenido lipidico de éstos es la mas importante para la determinacion de
la bioconcentracion. EIl contenido lipidico de los mitilidos es entre 0,6 y 3,9% en base a peso seco.
De los lipidos extraidos de los mitilidos entre el 57-79% son fosfolipidos (PL) y entre 10-25% son
triacilglicéridos (TAG). Se ha encontrado que la variacidn estacional es poca para los PL (ya que
son componentes de las membranas biolégicas) y mayores en los TAG (que son utilizados para el
almacenamiento de energia). Los pesticidas generalmente estan distribuidos en la masa visceral,
incluyendo las glandulas digestivas y las gbnadas.

La tasa de bioconcentracion de un quimico en un organismo esta gobernada principalmente por la
absorcién y eliminaciéon de éste, pero de igual modo afecta la transformacion metabélica del
compuesto. Los pesticidas hidrofébicos como pentaclorofenol, DDT y DDE, son rapidamente
eliminados en los moluscos, y se eliminan en menos de 1 dia. Los pesticidas organoclorados tienen
BCF en moluscos de 4-6, en cambio los piretroides tienen BCF de 2-4, lo que puede deberse a
metabolizacion de éstos ultimos. Independiente del tipo de quimico que se trate, se ha encontrado
una correlacion entre log Kow y BCF (Katagi, 2010).

Es importante sefalar que para medir BAF (factor de bioacumulacidn) hay que considerar una serie
de factores adicionales, como lo son los niveles de exposicion del analito en el agua, presencia de
particulas de sedimento y habitos alimenticios de los organismos. Cabe sefialar que al igual que
BCF, BAF tiene una correlacion con el log Kow del analito en cuestion (Katagi, 2010).

El metabolismo es muy importante en la bioconcentracién, bioacumulacion y detoxificacion de los
analitos del organismo en cuestion. Hay muchas enzimas que juegan un importante rol en la
detoxificacion de los pesticidas de los organismos. Dentro de éstas se encuentran las oxidasas, se
ha reportado la presencia de actividad de FAD monooxigenasa (FMO) y P450 en Mytilus edulis,
incluso en esta ultima se ha reportado variacion estacional de su actividad en glandulas digestivas
(Katagi, 2010).

El afio 2002 se publicé un estudio de absorcion y efectos de tratamientos de cipermetrina en Mytilus
edulis (Gowland et al., 2002). Se utilizaron 5 tanques de 60 litros con agua de mar, a una
temperatura de 12°C. A cada estanque se agregaron 12 mitilidos, los que se dejan aclimatar por 3
dias. Luego se transfieren los mitilidos a vasos de vidrio de 1 litro que contenian agua de mar, a los
que se agreg6 100 ul de etanol (vaso 1), 100 ul de agua (vaso 2), 100 ul de Cipermetrina (vaso 3:
concentracién final de 1000 ug/L), 100 ul de Cipermetrina diluida 1/10 con etanol (vaso 4:
concentracion final de 100 ug/L) y 100 ul de Cipermetrina diluida 1/100 con etanol (vaso 5:
concentracién final de 10 ug/L). Luego de 1 hora de exposicion los mitilidos son devueltos a sus
estanques originales. La rutina de exposicion se repitié diariamente, por un total de 16 dias, luego
de lo cual de cada uno de los 3 tanques tratados, se seleccionan tres mitilidos al azar, los cuales se

congelaron a -70°C, para posteriormente determinar la presencia de cipermetrina en las partes
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blandas de estos mediante cromatografia de gases. En este trabajo se demuestra que se
bioacumula cipermetrina en las partes blandas de M. edulis. Sin embargo se sefiala que esta
bioacumulacién dificimente se producira en la naturaleza, ya que las concentraciones utilizadas son
muy superiores a los estandares de calidad ambientales determinados por SEPA, que son de 16
ng/L. En este trabajo no se calcula el factor de Bioconcentracion, ni curvas de deplecion de
Cipermetrina, pero si determinan que la proporcién de isdmeros cis con respecto a los isomeros
trans es mayor en los mitilidos, en comparacion al producto comercial utilizado, lo que sugeriria que
en Mytilus habria una mayor metabolizacion de isdmeros trans.

Hay estudios en mitilidos de presencia de 4-nonylfenol (Ricciardi et al., 2008), tributilestafio (Chen et
al., 2011), benzoantraceno (Yakan et al., 2011), PAHs y PCBs (Nesto et al., 2007; Fang et al., 2010;
Skarphedinsdottir et al., 2010), ciclopentanopireno y benzofluorantreno (PHAs) (Fabri et al., 2006),
metales (Nesto et al., 2007), DDT (Skarphedinsdottir et al., 2010), clordanos (Skarphedinsdottir et al.,
2010) y filtros UV lipofilicos (Bachelot et al., 2012). Algunos de estos estudios fueron en condiciones
controladas (Ricciardi et al., 2008; Chen et al., 2011; Yakan et al., 2010) y de campo con mitilidos
recolectados en su habitat natural (Skarphedinsdottir et al., 2010; Fang et al., 2010; Nesto et al.,
2007) o se mantuvieron mitilidos (provenientes de una zona sin contaminacion) por 30 dias en las
zonas en estudio (Fabri et al., 2006).

En la totalidad de los trabajos revisados, los analitos fueron cuantificados en las partes blandas de
los mitilidos. Siempre se utilizaron pooles de mitilidos, que varian de 3 a 10 individuos por pool. El
tamario de los mitilidos utilizados varia entre 3,5 a 8 cm. de largo. En los estudios de campo, se
midié la concentracion de analito en los mitilidos para ver la contaminacién de zonas geograficas
especificas (Skarphedinsdottir et al., 2010; Fang et al., 2010; Nesto et al., 2007; Fabri et al., 2006),
mientras que en los estudios de condiciones controladas, se estudio la concentracion alcanzada por
los mitilidos a diferentes concentraciones y tiempos de exposicion (Ricciardi et al., 2008; Chen et al.,
2011; Yakan et al., 2010).

Se ha sugerido que en lugares cercanos a jaulas de cultivo de salmdnidos, sus desechos son la
principal fuente de materia organica, la que se diluye en la columna de agua y esta potencialmente
disponible para los filtradores (Mazzola y Sara, 2001).

5.2.2 Resumen de Normativa internacional asociada a la bioacumulacion de productos
terapéuticos de uso en acuicultura por parte de mitilidos.

No se encontraron documentos acerca de la existencia de normativa internacional asociada a la

bioacumulacién de productos terapéuticos de uso en acuicultura por parte de mitilidos o0 a moluscos
bivalvos.
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Objetivo 2:  Desarrollo y validacion de técnicas analiticas para la deteccion y cuantificacion de
productos terapéuticos seleccionados en matrices biologicas de mitilidos, de al menos 4 principios
activos.

5.3. Identificacion y descripcion de técnicas analiticas de deteccion
de productos terapéuticos seleccionados.

5.3.1 Recopilacion y analisis de bibliografia
5.3.1.1 Bibliografia

Con la revisién bibliografica realizada, se seleccionaron los trabajos cientificos de interés, que
sirvieron de base para la generacion de los protocolos preliminares elaborados, y para la posterior
implementacion de las técnicas de laboratorio. Las citas de todos los trabajos revisados se pueden
observar en el anexo 3.

5.3.1.2 Tipo de muestra a utilizar

Para la deteccidn de antiparasitarios, como asi también otros analitos, en mitilidos se realiza en las
partes blandas de éstos. Por otra parte, las recomendaciones entregadas por VICH (2011) y EMEA
(1995), dicen que las muestras a analizar deben corresponder al producto que sera consumido por la
poblacién humana, el que en este caso son precisamente las partes blandas de los mitilidos.

5.3.1.3 Extraccion de los analitos:
De la bibliografia revisada se desprende lo siguiente:
5.3.1.3.1 Cipermetrina:

La Cipermetrina es un derivado sintético de las piretrinas (Rawn et. al., 2010; Zuccari y Vassilief,
1997). Este compuesto es muy hidrofobico. La extraccion de Cipermetrina en diversas matrices ha
sido realizada utilizando variados solventes, buffers o acidos tales como:

- Acetonitrilo (Zuccari y Vassilieff,1997)

- Hexano (Nisharaj et al., 2012)

- Acido acético y acetato de sodio (Fagir Muhammad et al., 2013)

Posteriormente a la extraccion se realiza en algunos casos una limpieza de la muestra (“clean-up”)
en columna de silica (Zuccari y Vassilieff, 1997), micro extraccion en fase sélida (Fagir Muhammad
et al., 2013), mientras en otros casos no se realiza “clean-up” (Nisharaj et al., 2012).

Hay trabajos en que como extraccién se utiliza una metodologia denominada DLLME (Dispersive

Liquid-Liquid Microextraction) (Boonchiangma et al., 2012), es una metodologia que fue publicada el

2006, que utiliza solventes en muy bajas concentraciones y con un altos porcentajes de
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recuperacion y enriquecimiento. El problema es que se utiliza en muestras acuosas (agua, jugos por
ejemplo), debido a lo cual no sera considerada.

En otros trabajos se realiza la extraccion utilizando la metodologia denominada Quechers para su
posterior deteccidn por cromatografia de gases (GC) (Brondi et al., 2009; Ji-Yeon Park et al., 2011;
Rawn et al., 2010; Roscoe et al., 2008). Esta metodologia de extraccion, desde su aparicion el afio
2003, ha ganado popularidad en la deteccion de diferentes analitos en una amplia variedad de
matrices, debido a que es una preparacion simple, rapida, de buena recuperacion y utiliza
relativamente poca cantidad de solventes.

Pese a que en los trabajos revisados la extraccion Quechers para cipermetrina se realiza acoplado a
deteccion por GC, se optd por probar esta extraccion para luego ser detectada por HPLC. Esta
metodologia de extraccion involucra basicamente dos pasos:

- micro extraccion liquida
- clean-up en fase sdlida.

En la bibliografia revisada, para la extraccion de Cipermetrina de diversas matrices, todas utilizaron
como solvente de extraccién Acetonitrilo (Brondi et al., 2009; Ji-Yeon Park et al., 2011; Rawn et al.,
2010; Roscoe et al., 2008), ya que este solvente tiene las mejores caracteristicas de extraccion de
un amplio rango de analitos (dentro de ellos Cipermetrina). Algunos agregan sulfato de magnesio
anhidro y acetato de sodio (Ji-Yeon Park et al., 2011; Rawn et al., 2010; Roscoe et al., 2008), otros
en vez de acetato de sodio agregan cloruro de sodio (Brondi et al., 2009). Los trabajos dénde utilizan
acetato de sodio, utilizan Acetonitrilo con 1% de acido acético, esto lo realizan para prevenir la
degradacion de ciertos analitos sensibles al pH, lo que no seria el caso ya que Brondi et al. (2009)
utilizan cloruro de sodio en vez de acetato sin problemas, razon por la cual se decide probar con
extraccién con Acetonitrilo, sulfato de magnesio y cloruro de sodio.

Como clean-up algunos realizan el proceso de extraccién en fase sélida dispersiva utilizando sulfato
de magnesio anhidro y PSA (Ji-Yeon Park et al., 2011), mientras otros agregan ademas C-18
(Brondi et al., 2009; Rawn et al., 2010; Roscoe et al., 2008), como la mayoria utiliza, en adicion al
sulfato de magnesio y PSA, C-18, que remueve componentes grasos de cadenas largas, esteroles y
otros interferentes no polares, se decide probar con esta metodologia como clean-up.
Adicionalmente se probara realizando la extraccion en fase sélida utilizando cartuchos oasis HLB.

5.3.1.3.2 Deltametrina:

La Deltametrina es un derivado sintético de las piretrinas (Rawn et. al., 2010; Zuccari y Vassilief,
1997). Este compuesto es muy hidrofobico. La extraccién de Deltametrina en diversas matrices ha
sido realizada utilizando variados solventes tales como:

- Acetonitrilo (Kyu Bong Kim et al., 2006; Yan Ding et al., 2004; Zuccari y Vassilieff,1997)

- Diclorometano (Lopez-Lépez et al., 2001).
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Posteriormente a la extraccion se realiza en algunos casos una limpieza de la muestra (“clean-up”)
en columna de silica (Zuccari y Vassilieff, 1997), columna de Florisil (Lopez-Lopez et al., 2001), o sin
‘clean-up” (Kyu Bong Kim et al., 2006; Yan Ding et al., 2004).

Hay trabajos que utilizan DLLME (Boonchiangma et al., 2012), que como ya fue mencionado
anteriormente es Util en muestras acuosas por lo que no va a ser considerada.

Existen una serie de trabajos donde la extraccion la realizan con Quechers, para su posterior
deteccion por GC (Rawn et al., 2010; Roscoe et al., 2008) o HPLC (Carneiro et al., 2013; Zanella et
al., 2013). Las caracteristicas de esta metodologia ya fueron comentadas anteriormente. Como ya
mencionamos esta metodologia de extraccion involucra basicamente dos pasos:

- micro extraccion liquida
- clean-up en fase sélida

En la bibliografia revisada, para la extraccion de deltametrina, todas utilizaron como solvente de
extraccion Acetonitrilo con 1% de acido acético, sulfato de magnesio y acetato de sodio (Carneiro et
al., 2013; Rawn et al., 2010; Roscoe et al., 2008; Zanella et al., 2013), como ya fue mencionado el
acetato de sodio y el acido aceético, lo utilizan para prevenir la degradacion de analitos sensibles al
pH, como deltametrina es muy similar a cipermetrina, se decide probar la misma extraccion que
para cipermetrina, es decir Acetonitrilo, sulfato de magnesio anhidro y cloruro de sodio.

Como clean-up realizan el proceso de extraccion en fase sélida dispersiva utilizando sulfato de
magnesio (Carneiro et al., 2013), sulfato de magnesio con PSA (Zanella et al., 2013) o sulfato de
magnesio con PSA 'y C-18 (Rawn et al., 2010; Roscoe et al., 2008). Se decide utilizar como clean-up
sulfato de magnesio anhidro, PSA y C-18. Adicionalmente se probara realizando la extraccion en
fase sélida utilizando cartuchos oasis HLB

5.3.1.3.3 Azametifos

Azametifos, es un insecticida organofosforado. La extraccion de azametifos de muestras sélidas ha
sido realizada con solventes como acetato de etilo (Pfenning et al., 1999; Rawn et al., 2009) y
acetonitrilo (Zanella et al., 2013). En un trabajo se realiza la extraccién utilizando la técnica MSPD
(Matriz Solid-Phase Dispertion), que utilizan liofilizador y por su complejidad no consideraremos su
utilizacion (Carro et al., 2012).

Posteriormente a la extraccion inicial y luego de varias particiones con gran cantidad de solventes,
se realiza una limpieza final de la muestra utilizando extraccién en fase sélida con columnas C-18
(Pfenning et al., 1999; Rawn et al., 2009).

En el trabajo presentado por Zanella et al. (2013), se realiza la extracciéon de 96 pesticidas (entre
ellos azametifos y deltametrina) de frutas utilizando una metodologia Quechers. La metodologia

Quechers ha ganado popularidad, desde su aparicién el afio 2003, en la deteccion de diversos
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analitos, desde una amplia variedad de matrices, debido a que es simple, rapida, de buena
recuperacion y utiliza relativamente poca cantidad de solventes.

Se optd por probar la extraccion de azametifos en mitilidos, basado en la metodologia Quechers. En
el trabajo de Zanella (2013) la extraccion se realiza con Acetonitrilo (con 1% de &cido acético),
sulfato de magnesio anhidro y acetato de sodio, lo que se debe a que seguramente donde realizan la
extraccion de una gran cantidad de pesticidas, puede que algunos de éstos sean sensibles a
variaciones de pH. Se decidi6 probar la extraccidn con Acetonitrilo, sulfato de magnesio y cloruro de
sodio.

Como clean-up Zanella (2013) utiliza el proceso se extraccion en fase sdlida dispersiva utilizando
sulfato de magnesio anhidro y PSA. Este trabajo fue realizado en muestras de fruta, la matriz de
mitilidos puede ser un poco mas sucia, razén por la cual se decidid probar utilizando sulfato de
magnesio anhidro, PSA y C-18. Adicionalmente se probara realizando la extraccion en fase solida
utilizando cartuchos oasis HLB.

5.3.1.3.4. Diflubenzurdn

Diflubenzurén es una benzoilurea, compuesto hidrofébico. La extraccion de diflubenzurén de
diversas matrices ha sido realizada utilizando variados solventes tales como:

- Acetona (T. Tomsej and J. Hajslova, 1995)

- Metanol (Luvizotto-Santos et al., 2009; Mayer-Helm, et al., 2008)

- Etilacetato (Balinova, 1998; Martinez-Galera et al., 2001; Miliadis et al., 1999)
- Acetonitrilo (Rodriguez et al., 1999)

- Diclorometano (Dommarco et al., 1998)

Posteriormente a la extraccion en algunos casos se realiza una limpieza de la muestra (“clean-up”)
utilizando cromatografia de permeacion en gel (GPC) (Balinova, 1998; T. Tomsej and J. Hajslova,
1995), extraccion en fase sélida (De la Colina et al., 1994: Luvizotto-Santos et al., 2009; Martinez-
Galera et al., 2001; Miliadis et al., 1999; Rodriguez et al., 1999).

Hay una serie de trabajos en que se realiza la extraccion utilizando la metodologia denominada
Quechers (Chen et al., 2011; Gilbert-Lépez et al., 2010; Lesueur et al., 2008; Sung Woo Lee et al.,
2011; Tfouni et al., 2013). Esta metodologia de extraccidn, desde su aparicion el afio 2003, ha
ganado popularidad en la deteccion de diferentes analitos en una amplia variedad de matrices,
debido a que es una preparacion simple, rapida, de buena recuperacién y utiliza relativamente poca
cantidad de solventes.

Se optd por utilizar una extraccién basada en la metodologia Quechers. Esta metodologia de
extraccién involucra basicamente dos pasos:
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- micro extraccion liquida
- clean-up en fase solida.

En la bibliografia revisada, para la extraccion de diflubenzurén de diversas matrices, todas utilizaron
como solvente de extraccion Acetonitrilo (Chen et al., 2011; Gilbert-Lépez et al., 2010; Lesueur et al.,
2008; Sung Woo Lee et al., 2011; Tfouni et al., 2013), ya que este solvente tiene las mejores
caracteristicas de extraccion de un amplio rango de analitos (dentro de ellos diflubenzurdn). Algunos
agregan sulfato de magnesio anhidro y cloruro de sodio (Gilbert-Lépez et al., 2010; Tfouni et al,
2013) otros agregan ademas sales de citrato de sodio (Lesueur et al., 2008; Sung Woo Lee et al.,
2011) y otro sulfato de magnesio y acetato de sodio anhidro (Chen et al., 2011). En general las
sales de citrato y el acetato de magnesio tienen como funcién prevenir la degradacion de ciertos
analitos sensibles al pH, lo que no seria este el caso ya que hay trabajos donde no se utilizan, razéon
por la cual se decide probar con extraccion con Acetonitrilo, sulfato de magnesio y cloruro de sodio.

Como clean-up unos realizan extraccion en fase sélida en columna con C18 (Tfouni et al, 2013),
aminopropil (Chen et al., 2011), o con proceso de extraccion en fase sélida dispersiva (como el
método original Quechers) utilizando sulfato de magnesio anhidro, PSA y GCB (Sung Woo Lee et al.,
2011) y ademas C-18 (Gilbert-Lépez et al., 2010). GCB se utiliza principalmente para remover
pigmentos, 10 que no es el caso de muestras de mitilidos, debido a lo cual se decide probar con
sulfato de magnesio anhidro, PSA y C-18. Adicionalmente se probara haciendo un clean-up con
cartuchos de fase solida similar al utilizado por Tfouni et al., (2013), pero utilizando columnas de
extraccion Oasis HLB.

5.3.1.4 Condiciones cromatograficas de los analitos:
5.3.1.4.1 Cipermetrina

Para la separacion de cipermetrina mediante HPLC se han efectuado numerosos trabajos en fase
reversa utilizando diversas columnas cromatogréaficas, en su gran mayoria son C-18 (Armenta et al.,
2005; Boonchiangma et al., 2012; Chalanyova et al, 2010; Jianhua Cheng et al, 2009; Faqir
Muhammad et al., 2013; Zuccari y Vassilieff, 1997). Las fases moviles mayormente utilizadas son
mezclas de Acetonitrilo/Agua (Armenta et al., 2005; Boonchiangma et al., 2012; Jianhua Cheng et al,
2009; Zuccari y Vassilieff, 1997), Metanol/Agua (Chalanyova et al., 2010 Fagir Muhammad et al.,
2013).

La deteccién se realiza utilizando detectores UV-vis (Armenta et al., 2005; Boonchiangma et al.,
2012; Chalanyova et al., 2010; Jianhua Cheng et al, 2009; Fagir Muhammad et al., 2013; Zuccari y
Vassilieff, 1997) a longitudes de onda de 210 a 278 y de masas (Carneiro et al., 2013).

Se optd por utilizar una columna C-18 Accucore XL de Thermo Scientific de 150 x 4.6 mm, 4 um, al
ser una columna de centro sélido de una alta resolucion, superior a las columnas C-18 tradicionales.
Como fases mdviles se probaran mezclas de metanol/acetonitrilo/agua, para obtener la mejor

cromatografia posible. Para la deteccién se utilizara un detector de arreglo de diodos, con longitud
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de onda de monitoreo a establecer entre los 200 y 280 nm, intentando obtener una méaxima
intensidad de la sefal, con el menor ruido de fondo posible.

5.3.1.4.2 Deltametrina

Para la separacion de deltametrina mediante HPLC se observan numerosos trabajos en fase reversa
utilizando diversas columnas cromatograficas, en su gran mayoria son C-18 (Boonchiangma et al.,
2012; Jianhua Cheng et al, 2009; Kyu Bong Kim et al., 2006; Tsochatzis et al., 2010; Qing Xiang
Zhou et al., 2008; Xi Yu et al., 2012; Faqir Muhammad et al., 2013; Zuccari y Vassilieff,1997) y
Ciano (Yan Ding et al, 2004) Las fases moviles mayormente utilizadas son mezclas de
Acetonitrilo/Agua (Boonchiangma et al., 2012; Jianhua Cheng et al, 2009; Tsochatzis et al., 2010;
Yan Ding et al., 2004; Xi Yu et al., 2012; Zuccari y Vassilieff,1997), Acetonitrilo/Acido sulfirico 1%
(Kyu Bong Kim et al., 2006) y Acetonitrilo/Metanol/Agua (Qing Xiang Zhou et al., 2008).

La deteccion se realiza utilizando detectores UV-vis (Boonchiangma et al., 2012; Jianhua Cheng et
al, 2009; Kyu Bong Kim et al., 2006; Qing Xiang Zhou et al., 2008; Yan Ding et al., 2004; Xi Yu et al.,
2012; Zuccari y Vassilieff,1997), DAD (Tsochatzis et al., 2010), a longitudes de onda de 210 a 266,
de masas (Zanella et al., 2013) y de fluorescencia, luego de fotoirradiacion en linea(Lopez-Lopez et
al., 2001)

Se optd por utilizar una columna C-18 Accucore XL de Thermo Scientific de 150 x 4.6 mm, 4 um, al
ser una columna de centro sélido de una alta resolucion, superior a las columnas C-18 tradicionales.
Como fases mdviles se probaran mezclas de metanol/acetonitrilo/agua, para obtener la mejor
cromatografia posible. Para la deteccion se utilizara un detector de arreglo de diodos, con longitud
de onda de monitoreo a establecer entre los 200 y 280 nm, intentando obtener una maxima
intensidad de la sefial, con el menor ruido de fondo posible.

5.3.1.4.3 Azametifos

Para la separacion de azametifos principalmente se ha utilizado HPLC en fase reversa, utilizando
columnas C-18 (Aulakh et al., 2005; Pfenning et al., 1999; Rawn et al., 2009; Zanella et al., 2013).
Las fases méviles utilizadas son mezclas de Acetonitrilo/Agua (Aulakh et al., 2005; Pfenning et al.,
1999).

La deteccidn se realiza utilizando detectores de fluorescencia (Pfenning et al., 1999), Uv-vis (Aulakh
et al., 2005), de masas (Carro et al., 2013; Rawn et al., 2009; Zanella et al., 2013)

Se opto por utilizar una columna C-18 Accucore XL de Thermo Scientific de 150 x 4.6 mm, 4 um, al
ser una columna de centro sélido de una alta resolucion, superior a las columnas C-18 tradicionales.
Como fases mdviles se probaran mezclas de metanol/acetonitrilo/agua, para obtener la mejor
cromatografia posible. Para la deteccidn se utilizara un detector de fluorescencia, con longitudes de
onda de excitacion y emision de 230 nm y 345 nm, respectivamente, tal como aparece en el trabajo
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de Pfenning et al. (1999), la eleccion de este detector se debe a la mayor sensibilidad y especificidad
que tiene con respecto al detector UV-vis.

5.3.1.4.4 Diflubenzurén

Para la separacion de diflubenzurén principalmente se ha utilizado HPLC en fase reversa, mediante
diversas columnas cromatogréficas, en su gran mayoria son C-8 (T. Tomsej and J. Hajslova, 1995) y
C-18 (Luvizotto-Santos et al., 2009; Martinez-Galera et al., 2001; Miliadis et al., 1999; Saraji and
Tansazan, 2009; Tfouni et al., 2013; Zhou Q et al., 2013). Las fases mdviles mayormente utilizadas
son mezclas de Metanol/Agua (Balinova, 1998; Martinez-Galera et al., 2001; Miliadis et al., 1999; T.
Tomsej and J. Hajslova, 1995; Jiaheng Zhang et al., 2012), Metanol/Agua/Acido Trifluoroacético
(Luvizotto-Santos et al., 2009) y Acetonitrilo/Agua (De la Colina et al., 1994; Ferrer et al, 1997; Tfouni
et al, 2013), Metanol/Buffer fosfato (Saraji and Tansazan, 2009; Zhou Q et al, 2013),
Acetonitrilo/Metanol/Buffer fosfato (Rodriguez et al., 1999), Acetonitrilo/agua/acido orto fosférico
(Dommarco et al., 1998).

La deteccion se realiza utilizando detectores UV-vis a 240-254 nm (Balinova. 1998; Dommarco et al.,
1998; Jiaheng Zhang et al., 2012; Zhou Q et al., 2013), de arreglo de diodos a 237-280 nm (De la
Colina et al., 1994; Ferrer et al, 1997; Luvizotto-Santos et al., 2009; Miliadis et al., 1999; Rodriguez
et al., 1999; Saraji and Tansazan, 2009; Tfouni et al., 2013; T. Tomsej and J. Hajslova, 1995), de
fluorescencia con foto irradiacion en linea (Gil Garcia et al., 2006; Martinez-Galera et al., 2001), de
masas (Bedendo et al., 2012; Ferrer et al, 1997; Carro et al., 2012; Guogiang Chen et al., 2011;
Gilbert-Lopez et al., 2010; Lesueur et al., 2008; Mayer-Helm, et al., 2008; Sung Woo Lee et al,
2011).

Se optd por utilizar una columna C-18 Accucore XL de Thermo Scientific de 150 x 4.6 mm, 4 um, al
ser una columna de centro sélido de una alta resolucién, superior a las columnas C-18 tradicionales.
Como fases méviles se probaran mezclas de metanol/acetonitrilo/agua con y sin TFA, para obtener
la mejor cromatografia posible. Para la deteccidn se utilizara un detector de arreglo de diodos, con
longitud de onda de monitoreo a establecer entre los 200 y 280 nm, intentando obtener una maxima
intensidad de la sefal, con el menor ruido de fondo posible.

5.4. Modificaciones/confirmacion de protocolos

Durante la implementacion de los métodos analiticos para Cipermetrina, Deltametrina, Azametifés y
Diflubenzurdn, se realizaron algunas modificaciones a los protocolos originales.

Las modificaciones para las técnicas de Azametifos y Diflubenzurén fueron menores, sin embargo
para las técnicas de Cipermetrina y Deltametrina fueron mayores, debido a que los cromatogramas
de los extractos aparecian muy sucios, lo que es debido principalmente a que la matriz en estudio es
muy sucia, y a que la longitud de onda méxima de deteccidn de los analitos se encuentra entre 200 y
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210 nm, longitudes a las que se observa una gran cantidad de contaminantes. El protocolo final de
los procedimientos, se puede observar en el Anexo 4.

5.5. Validacion de las metodologias propuestas
5.5.1 Evaluacion de Especificidad
Azametifos:

Para el caso de Azametifos, se demostr6 la especificidad determinando un tiempo de retencién de
5,7 minutos, con una desviacion estandar de 0,1 minutos. Al realizar el ensayo con 10 muestras
blanco, se demuestra la ausencia de interferentes de importancia en los tiempos de retencién de
Azametifos en choritos (Anexo 5).

Diflubenzuron:

Para el caso de Diflubenzuron, se demostré la especificidad determinando un tiempo de retencion de
7,6 minutos, con una desviacion estandar de 0,1 minutos. Al realizar el ensayo con 10 muestras
blanco, se demuestra la ausencia de interferentes de importancia en los tiempos de retencion de
Diflubenzuron en choritos. (Anexo 6).

Cipermetrina:

Para el caso de Cipermetrina, la especificidad es mas compleja que para los otros analitos
estudiados, ya que en las condiciones cromatogréficas realizadas, presenta cuatros isdmeros, con
los siguientes tiempos de retencidn y desviaciones estandar:

- Isémero 1: 19,2 minutos (Desviacion estandar: 0.2 minutos)

- Isémero 2: 19,5 minutos (Desviacion estandar: 0.2 minutos)

- Isémero 3: 20,6 minutos (Desviacion estandar; 0.2 minutos)

- Isémero 4: 21,3 minutos (Desviacion estandar: 0.2 minutos)

Al realizar el ensayo de 10 muestras blanco, se demuestra la ausencia de interferentes de
importancia en los tiempos de retencién de los isémeros de Cipermetrina en Choritos (Anexo 7).

Deltametrina:
Para el caso de Deltametrina, se demostro la especificidad determinando un tiempo de retencién de
22,1 minutos, con una desviacion estandar de 0,3 minutos. Al realizar el ensayo con 10 muestras

blanco, se demuestra la ausencia de interferentes de importancia en los tiempos de retencion de
Deltametrina en choritos. (Anexo 7).
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5.5.2 Evaluacién de Linealidad

Azametifos:

Para el caso de Azametifos, se demostro linealidad entre 20 y 400 ng/ml con un r2 de 0,997 y grafico
de residuales. Los resultados pueden verse en detalle en el informe de validacion de Azametifos en

mitilidos (Anexo 5).

Diflubenzuron:

Para el caso de Diflubenzuron, se demostro linealidad entre 192 y 3840 ng/ml, con un r2 de 0,999 y
grafico de residuales. Los resultados pueden verse en detalle en el informe de validacion de
Diflubenzuron en mitilidos (Anexo 6).

Cipermetrina:

Se demostrd linealidad de Cipermetrina entre 52 y 520 ng/ml, con un r2 de 0.995 y gréfico de
residuales. Los resultados pueden observarse en detalle en el informe de validacién de
Cipermetrina-Deltametrinaen mitilidos (Anexo 7)

Deltametrina:

Se demostrd linealidad de Deltametrina entre 30 y 300 ng/ml, con un r2 de 0.992 y grafico de
residuales. Los resultados pueden observarse en detalle en el informe de validacion de
Cipermetrina-Deltametrina en mitilidos (Anexo 7).

5.5.3 Recuperacion (% recuperacion):

Azametifos:

Se estudié la Recuperacion en tres dias con fracciones de masa de 100, 200 y 400 ng/g, realizando
6 réplicas cada dia, los resultados se detallan en la tabla N°1:

Tabla 1.
Recuperacion de Azametifos
Recuperacion | CV% Limite para el intervalo de alerta Limite para el intervalo de accion
promedio +/-(2DS) +/-(3DS)
81.4% 8.2% 68.1% - 94.7% 61.4% - 101.4%

Los resultados en detalle se pueden observar en el informe de validacion de Azametifos en mitilidos
(Anexo 5).
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Diflubenzuron:

Se estudio la Recuperacién en tres dias con fracciones de masa de 1000, 2000 y 4000 ng/g,
realizando 6 réplicas cada dia, los resultados se detallan en la tabla 2:

Tabla 2.
Recuperacion de Diflubenzuron

Recuperacion | CV% Limite para el intervalo de alerta Limite para el intervalo de accion
promedio +/-(2DS) (3DS)
104.9% 4.0% 96.5% - 113.3% 92.3% - 117.6%

Los resultados en detalle se pueden observar en el informe de validacién de Diflubenzuron en
mitilidos (Anexo 6).

Cipermetrina:

Se estudié la Recuperacion en tres dias con fracciones de masa de 104, 208 y 416 ng/g, realizando
6 réplicas cada dia, los resultados se detallan en la tabla N° 3:

Tabla 3.
Recuperacion de Cipermetrina.

Recuperacion | CV% Limite para el intervalo de alerta Limite para el intervalo de accion
promedio +/-(2DS) (3DS)
45,1% 8.9% 53.1% - 37.0% 57.2% - 33.0%

Los resultados en detalle se pueden observar en el informe de validacion de Cipermetrina-
Deltametrina en mitilidos (Anexo 7).

Deltametrina:

Se estudio la Recuperacion en tres dias con fracciones de masa de 60, 120 y 240 ng/g, realizando 6
réplicas cada dia, los resultados se detallan en la tabla N° 4:

Tabla 4.
Recuperacion de Deltametrina.
Recuperacion | CV% Limite para el intervalo de alerta Limite para el intervalo de accion
promedio +/-(2DS) (3DS)
56,3% 5.7% 67.7% - 44.8% 73.5% - 39.1%

Los resultados en detalle se pueden observar en el informe de validacion de Cipermetrina-
Deltametrina en mitilidos (Anexo 7).
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5.5.4 Exactitud

Por lo expuesto en 4.4.5, este procedimiento no aplica.
5.5.5 Precision

Repetibilidad

Azametifos

Se estudio la repetibilidad en tres dias con fracciones de masa de 100, 200 y 400 ng/g, realizando 6
réplicas en cada nivel de cada dia, los resultados se detallan en la tabla N° 5:

Tabla 5.
Repetibilidad descrita para el analito Azametifos expresada como coeficiente de variacion porcentual (CV%).
Dia CV% Dia CV% 100 ng/g CV% 200 nglg CV% 400 nglg
1 8.8% 7.6% 7.1% 7.8%
2 6.4% 8.3% 1.6% 2.3%
3 7.7% 9.5% 2.9% 3.9%

Los resultados en detalle se pueden observar en el informe de validacion de Azametifos en mitilidos
(Anexo 5).

Diflubenzuron

Se estudié la repetibilidad en tres dias con fracciones de masa de 1000, 2000 y 4000 ng/g,

realizando 6 réplicas en cada nivel de cada dia, los resultados se detallan en la tabla N° 6:

Tabla 6.
Repetibilidad descrita para el analito Diflubenzuron expresada como coeficiente de variacidén porcentual
(CV%).
Dia CV% Dia CV% 1000 nglg CV% 2000 ng/g CV% 4000 ng/g
1 4.9% 4.2% 2.3% 2.4%
2 3.9% 2.2% 1.5% 0.9%
3 2.8% 2.2% 1.3% 1.6%

Los resultados en detalle se pueden observar en el informe de validacion de Azametifos en mitilidos
(Anexo 6).
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Cipermetrina

Se estudio la repetibilidad en tres dias con fracciones de masa de 104, 208 y 416 ng/g, realizando 6
réplicas en cada nivel de cada dia, los resultados se detallan en la tabla N° 7:

Tabla 7.
Repetibilidad descrita para el analito Cipermetrina expresada como coeficiente de variacion porcentual (CV%).
Dia CV% Dia CV% 104 nglg CV% 208 nglg CV% 416 nglg
1 9.8% 7.1% 10.5% 7.8%
2 9.3% 8.9% 7.6% 4.4%
3 8.6% 4.2% 7.1% 7.6%

Los resultados en detalle se pueden observar en el informe de validacion de Cipermetrina-
Deltametrina en mitilidos (Anexo 7).

Deltametrina

Se estudié la repetibilidad en tres dias con fracciones de masa de 60, 120 y 240 ng/g, realizando 6
réplicas en cada nivel de cada dia, los resultados se detallan en la tabla N° 8:

Tabla 8.
Repetibilidad descrita para el analito Deltametrina expresada como coeficiente de variacidn porcentual (CV%).
Dia CV% Dia CV% 60 nglg CV% 120 ng/g CV% 2400 nglg |
1 10.1% 4.4% 1.8% 4.3%
2 11.1% 3.6% 2.2% 7.3%
3 9.3% 4.8% 4.0% 4.2%

Los resultados en detalle se pueden observar en el informe de validacion de Cipermetrina-
Deltametrina en mitilidos (Anexo 7).

Precision intermedia
Azametifos

Se estudid la precision intermedia en tres dias con fracciones de masa de 100, 200 y 400 ng/g,
realizando 6 réplicas en cada nivel cada dia, los resultados se detallan en la tabla N° 9.

Tabla 9.
Precision intermedia de Azametifos expresada como coeficiente de variacion porcentual (CV%).
CV% Total CV% 100 ng/g CV% 200 ng/g CV% 400 ng/g
8.2 % 8.5% 5.8% 6.3%
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Los resultados en detalle se pueden observar en el informe de validacién de Azametifos en mitilidos
(Anexo 5).

Diflubenzuron

Se estudié la precision intermedia en tres dias con fracciones de masa de 1000, 2000 y 4000 ng/g,
realizando 6 réplicas en cada nivel cada dia, los resultados se detallan en la tabla N° 10.

Tabla 10.
Precision intermedia de Diflubenzuron expresada como coeficiente de variacion porcentual (CV%).
CV% Total CV% 1000 ng/g CV% 2000 ngl/g CV% 4000 nglg |
4.0 % 3.0% 1.9% 3.2%

Los resultados en detalle se pueden observar en el informe de validacion de Diflubenzuron en
mitilidos (Anexo 6).

Cipermetrina

Se estudid la precision intermedia en tres dias con fracciones de masa de 104, 208 y 416 ng/g,
realizando 6 réplicas en cada nivel cada dia, los resultados se detallan en la tabla N° 11.

Tabla 11.
Precision intermedia de Cipermetrina expresada como coeficiente de variacion porcentual (CV%).
CV% Total CV% 104 nglg CV% 208 nglg CV% 416 nglg
8.9 % 7.2% 9.1% 7.2%

Los resultados en detalle se pueden observar en el informe de validacion de Cipermetrina-
Deltametrina en mitilidos (Anexo 7).

Deltametrina

Se estudié la precision intermedia en tres dias con fracciones de masa de 60, 120 y 240 ng/g,
realizando 6 réplicas en cada nivel cada dia, los resultados se detallan en la tabla N° 12.

Tabla 12.
Precision intermedia de Deltametrina expresada como coeficiente de variacion porcentual (CV%).
CV% Total CV% 60 nglg CV% 120 ng/g CV% 240 nglg
10.2 % 4.5% 4.5% 5.2%

Los resultados en detalle se pueden observar en el informe de validacion de Cipermetrina-
Deltametrina en mitilidos (Anexo 7).
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5.5.6 Limite de deteccion (LD)
Azametifos

El LD establecido para Azametifos es de 50 ng/g, que es la fraccidn de masa mas baja ensayada,
que esta sobre el LD calculado. Los resultados en detalle, se pueden observar en el anexo 5.

Diflubenzuron
El LD establecido para Diflubenzuron es de 480 ng/g, que es la fraccion de masa mas baja

ensayada, que esta sobre el LD calculado. Los resultados en detalle, se pueden observar en el
anexo 6.

Cipermetrina

El LD para Cipermetrina es de 21.3 ng/g. Los resultados en detalle, se pueden observar en el
informe de validacion de Cipermetrina-Deltametrina en mitilidos (Anexo 7).

Deltametrina

EILD para Deltametrina es de 20 ng/g. Los resultados en detalle, se pueden observar en el informe
de validacion de Cipermetrina-Deltametrina en mitilidos (Anexo 7).

5.5.7 Limite de cuantificaciéon (LC)
Azametifos

El LC establecido para Azametifos es de 100 ng/g, que es la fraccion de masa mas baja ensayada,
que esta sobre el LC calculado. Los resultados en detalle, se pueden observar en el anexo 5.

Diflubenzuron
El LC establecido para Diflubenzuron es de 480 ng/g, que es la fraccion de masa mas baja

ensayada, que esta sobre el LC calculado. Los resultados en detalle, se pueden observar en el
anexo 6.

Cipermetrina

El LC establecido para Cipermetrina es de 73.4 ng/g. Los resultados en detalle, se pueden observar
en el informe de validacion de Cipermetrina-Deltametrina en mitilidos (Anexo 7).
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Deltametrina

El LC establecido para Deltametrina es de 60 ng/g. Los resultados en detalle, se pueden observar en
el informe de validacién de Cipermetrina-Deltametrina en mitilidos (Anexo 7).

5.5.8 Robustez

Tal como se menciond anteriormente, durante el desarrollo del presente proyecto, no se realiz6 un
calculo de robustez propiamente tal, sino que se utilizd el coeficiente de variacion total de la
recuperacion (al ser realizada en tres dias diferentes, con reactivos de extraccién y componentes de
fase movil preparados diariamente) para dar una indicacion de la robustez de los métodos. Estos
resultados estan sefialados previamente en el presente informe.

5.6. Revalidacion de Diflubenzuron

Tal como se mencion6 anteriormente, debido a que los niveles de Diflubenzurén obtenidos en los
ensayos en condiciones controladas, fueron inferiores a 1000 ppb, fue necesario revalidar la técnica
a niveles inferiores.

5.6.1 Evaluacion de Especificidad

Esta evaluacion no fue necesario realizarla nuevamente.

5.6.2 Evaluacion de Linealidad

Se demostrd linealidad entre 25 y 500 ng/ml, con un r2 de 0,999 y gréfico de residuales. Los
resultados pueden verse en detalle en informe de resultados experimentales de revalidacion de
Diflubenzuron en mitilidos (Anexo 8).

5.6.3 Recuperacion (% recuperacion):

Se estudid la Recuperacion en tres dias con fracciones de masa de 100, 200 y 400 ng/g, realizando
6 réplicas cada dia, los resultados se detallan en la tabla 13:

Tabla 13.
Recuperacion de Diflubenzuron
Recuperacion | CV% Limite para el intervalo de alerta Limite para el intervalo de accion
promedio +/-(2DS) (3DS)
101,1% 5.3% 90.3% - 111.9% 85.0% - 117.3%
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Los resultados pueden verse en detalle en el informe de revalidacion de Diflubenzuron en mitilidos
(Anexo 8).

5.6.4 Precision
Repetibilidad

Se estudio la repetibilidad en tres dias con fracciones de masa de 100, 200 y 400 ng/g, realizando 6
réplicas en cada nivel de cada dia, los resultados se detallan en la tabla N° 14:

Tabla 14.
Repetibilidad descrita para el analito Diflubenzuron expresada como coeficiente de variacion porcentual
(CV%).
Dia CV% Dia CV% 100 ng/g CV% 200 ngl/g CV% 400 ngl/g
1 4.5% 6.8% 1.9% 1.8%
2 4.3% 4.4% 2.2% 1.1%
3 3.9% 3.2% 2.2% 3.8%

Los resultados pueden verse en detalle en el informe de revalidacion de Diflubenzuron en mitilidos
(Anexo 8).

Precision intermedia

Se estudid la precision intermedia en tres dias con fracciones de masa de 100, 200 y 400 ng/g,
realizando 6 réplicas en cada nivel cada dia, los resultados se detallan en la tabla N° 15.

Tabla 15.
Precision intermedia de Diflubenzuron expresada como coeficiente de variacion porcentual (CV%).
CV% Total CV% 100 ng/g CV% 200 ng/g CV% 400 ng/g
5.3 % 7.9% 4.2% 2.5%

Los resultados en detalle se pueden observar en el informe de revalidacion de Diflubenzuron en
mitilidos (Anexo 8).
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5.6.5 Limite de deteccién (LD)

El LD establecido para Diflubenzuron es de 100 ng/g, que es la fraccion de masa mas baja
ensayada, que esta sobre el LD calculado. Los resultados en detalle, se pueden observar en el
anexo 8.

5.6.6 Limite de cuantificacion (LC)

El LC establecido para Diflubenzuron es de 100 ng/g, que es la fraccion de masa mas baja
ensayada, que esta sobre el LC calculado. Los resultados en detalle, se pueden observar en el
anexo 8.

Objetivo 3:  Evaluar la capacidad de bioacumulacion, excrecion y/o metabolizacion de mitilidos
frente a la exposicion a productos terapéuticos de uso en la salmonicultura bajo
condiciones controladas, de al menos 4 principios activos.

5.7. Evaluacion de riesgo de exposicion y de deteccion de residuos de
los productos terapéuticos seleccionados en el producto final de
mitilicultura

La guia VICH GL6 entrega la primera fase del proceso (Fase ), el cual consiste en evaluar la
potencial exposicidén del medio ambiente al producto veterinario a utilizar. La Fase | hace uso del
arbol de decisiones. La metodologia para utilizar este arbol es a través de preguntas que permite
llevar un proceso ordenado hasta llegar a una pregunta final que admita concluir que el producto
veterinario califica para la Fase siguiente (Figura 5).

En la Figura 5 se muestra el proceso previo mediante el cual se evalua la factibilidad de que el
producto farmacoldgico pueda ser investigado como un posible agente contaminante del medio
acuicola. Para efecto del presente proyecto, este proceso se utilizd para evaluar la factibilidad de
que los antiparasitarios estudiados, puedan ser encontrados en concentraciones que puedan afectar
las caracteristicas de inocuidad alimentaria en los choritos.

La guia VICH GL38 detalla la segunda parte de este proceso (Fase Il) de evaluacion. Se debe tener
en cuenta que este documento es solo una guia, por lo que la ejecucion del proceso no debe ser
rigida, sino que debe hacer y tener una informacion minima necesaria. Cada caso tiene que ser
considerado por sus propios méritos, y si en una circunstancia particular existiese un enfoque
alternativo, por ejemplo, que se considere que el uso de datos publicados en la literatura es méas
apropiado, la investigacién puede desviarse hacia ese camino.
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Figura5.  Arbol de decision para la evaluar el posible impacto ambiental de un producto veterinario en el
ambito acuicola.

El campo de la ecotoxicologia es una ciencia compleja y existen deficiencias en los datos y en
conocimiento. A pesar de esto, las recomendaciones se basan en la objetividad, por lo que la
maxima cantidad de informacion debe ser extraida de cada estudio para lograr un entendimiento de
la posibilidad de que un producto veterinario pueda afectar al medio ambiente.

Al analizar la presencia de Cipermetrina, Deltametrina y Azametifés luego de una hora de realizado
el tratamiento con bafio de estos antiparasitarios, dio como resultados “no detectado”. Esto puede
deberse a que el tiempo de exposicion y la concentracion terapéutica de los antiparasitarios, de
acuerdo a lo sefialado previamente por el estudio, es muy baja para ser detectada en estas
condiciones en mitilidos:
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- Cipermetrina: 15 ug/L por 30 minutos.
- Deltametrina: 3 ug/L por 40 minutos.
- Azametifos: 100 ug/L por 60 minutos.

Al contestar la pregunta 12 del arbol de decision (Figura 5), pese a que las concentraciones de los
antiparasitarios utilizados son mayores a 1 ug/L, especialmente en el caso de azametifos, tomando
en cuenta los resultados analiticos obtenidos, se determina que el riesgo de encontrar residuos de
éstos antiparasitarios es minimo, ya que al tratar los choritos con una concentraciéon muy superior a
la que podrian estar expuestos los choritos, como se justifica mas adelante, no es posible detectar
residuos de éstos.

Cabe sefialar, que pese a que esta descrita la acumulacion de Cipermetrina en mitilidos (Gowland et
al., 2002), ésta se realiza a concentraciones mayores y con un tiempo de exposicién mayores a las
utilizadas en los tratamientos en salmones. Ellos concluyen que dificiimente, esta bioacumulacion
puede producirse en la naturaleza.

En el afio 2004 se publico un trabajo (Medina et al., 2004) analizando el efecto de cipermetrina en
comunidades de plancton marino utilizando mesocosmos. Ellos encuentran que inmediatamente
aplicada cipermetrina a la columna de agua, reduce la densidad y biodiversidad del plancton. La cual
luego de un tiempo se recupera en su densidad, no asi en su biodiversidad. Sin embargo concluyen
que en un ambiente abierto, el pesticida se disipa rapidamente, por lo que las comunidades de
zooplancton no se verian afectadas.

Posteriormente el afio 2005 (Willis et al, 2005) se demostrdé en un estudio realizado en un lago
escoces, que el tratamiento con cipermetrina no produce efectos en la comunidad de zooplancton.
En un estudio reciente realizado por el Departamento de Salud Hidrobiolégica del IFOP (Instituto de
Fomento Pesquero, 2014), en relacion a un estudio en terreno para detectar concentraciones del
principio activo azametifés en agua, se realizaron tomas de muestras a dos profundidades en
transectos de 10 metros hasta 50 metros a favor de la corriente. Los resultados del muestreo
indican que, a distancias iguales o mayores de 40 metros el analito no fue detectado. En el marco
del mismo estudio se generd un modelo de dispersion de particulas, que sefialaria que a distancias
mayores de 100 metros no se detectaria principio activo.

En el caso de diflubenzurén, pese a que es posible detectar residuos del antiparasitario en los
choritos, la concentracién de éste el primer dia de muestreo es inferior al LMR determinado para
salmones por el Sernapesca (FAR-MP1, 2013) y el Ministerio de Salud (Resolucion 551 exenta, 19
de Agosto 2014) que es de 1000 ppb (ug/Kg).

A lo anteriormente expuesto hay que agregar que en un estudio realizado sobre el efecto de
benzoato de emamectina en el ambiente marino (Telfer et al, 2006), que aunque se utiliza a
concentraciones menores que el Diflubenzurdn (120 veces menos), al medir la concentracion del
antiparasitario una semana post-tratamiento en choritos colgados a 2 profundidades (5 y 15 metros)

a distancias de 10, 25 y 50 metros de las jaulas a favor y en contra de la corriente, sélo fue posible
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detectar emamectina en muestras pero bajo el limite de cuantificacion, que es 1 ppb (valor 100
veces menos que nuestro LD y LC de Diflubenzurdn). Al repetir la experiencia 1 mes post-
tratamiento, solo fue posible detectarlo en los choritos ubicados a 10 metros a favor de la corriente,
también bajo el limite de deteccion.

Debido a lo anteriormente expuesto es improbable encontrar concentraciones de Diflubenzurén
superiores al LMR de 1000 ppb luego de un tratamiento de peces con este antiparasitario.

5.8. Desarrollo de estudios de bioacumulacion, deplecién, excrecion y
metabolizacion de los productos terapéuticos seleccionados bajo
condiciones controladas en mitilidos

Los protocolos de estudio para obtener las curvas de deplecion de cipermetrina, deltametrina,
azametifos y Diflubenzurdn M. chilensis fueron realizados de acuerdo a lo indicado en el punto 4.6.

5.9. Evaluacion de estudios de bioacumulacion, excrecion vy
metabolizacion de los productos terapéuticos seleccionados en
condiciones controladas

En el Laboratorio de Quimica Analitica de IFOP en Puerto Montt se realizaron los analisis de
Cipermetrina, Deltametrina, Azametifos y Diflubenzuron en las muestras de partes blandas de
mitilidos obtenidas, con los siguientes resultados:

5.9.1 Cipermetrina:

Tal como se menciond anteriormente, en el primer muestreo (1 hora post-tratamiento), no fue posible
detectar el analito, por lo que se concluye que si en las condiciones de la experiencia (concentracion
utilizada y tiempo de exposicion de los choritos) que es una concentracion de cipermetrina
extremadamente superior a la que podrian verse enfrentados los mitilidos en la realidad, en este
ultimo caso, la probabilidad de detectar el antiparasitario es minima.

Hay que tener en cuenta que la metodologia utilizada y validada tiene un limite de deteccion y
cuantificacion de 21y 73 ppb, respectivamente. El LMR para Cipermetrina en salmones es de 50
ppb para el mercado chileno y la comunidad europea, y de 30 ppb para el mercado japonés. Por
ende, si los choritos hubieran tenido 30 ppb (mercado mas exigente), no lo habriamos podido
cuantificar, pero si detectar. Debido a los resultados obtenidos, no fue posible realizar una curva de
deplecion.

Los cromatogramas de los resultados de las muestras se pueden observar en el anexo 9.
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5.9.2 Deltametrina:

Al igual que el caso anterior, en el primer muestreo (1 hora post-tratamiento), no fue posible detectar
el analito. Las conclusiones son similares al caso anterior.

En este caso la metodologia utilizada y validada tiene un limite de deteccion y cuantificacion de 20 y
60 ppb, respectivamente. ElI LMR para Cipermetrina en salmones es de 30 ppb para el mercado
chileno y japonés, y de 10 ppb para la comunidad europea. Por ende, sdlo podriamos detectar la
concentracion para cumplir con los mercados menos exigentes. En consecuencia no fue posible
realizar una curva de deplecion.

Los cromatogramas de los resultados de las muestras se pueden observar en el anexo 9.
5.9.3 Azametifés:

Al analizar las muestras obtenidas del primer tiempo de muestreo, no se detectd la presencia del
analito, por lo que se concluye, al igual que para los piretroides, que la probabilidad de detectar la
presencia de azametifos en la naturaleza es minima. Del mismo modo, al igual que para los
piretroides, no fue posible la realizacién de una curva de deplecion.

Los cromatogramas de los resultados de las muestras se pueden observar en el anexo 9.
5.9.4 Diflubenzurén:

En el caso de Diflubenzurdn, Unico antiparasitario estudiado administrado por via oral, si fue posible
detectar el analito en las partes blandas de los choritos. En otras palabras, hubo bioacumulacion de
Diflubenzurdn en los ejemplares de choritos.

Sin embargo, las concentraciones obtenidas en el primer muestreo fueron inferiores a 1000 ppb,
debido a lo cual hubo que realizar el estudio realizando una curva de calibracion de solucién
estandar con concentraciones mas bajas, y fortificados de 114 ppb. Los resultados de recuperacién
fueron similares a los obtenidos en la validacion original, por lo que se calcularon las muestras con
esta curva de calibracién, como limite de deteccién y cuantificacion se determind el valor de 114
ppb. Los cromatogramas de los resultados de las muestras se pueden observar en el anexo 9.

Curva de deplecién de Diflubenzurén

Para la confeccion de la curva de deplecién de Diflubenzurdn, se siguié el criterio de la Comunidad
Europea (EMEA, 1995) que considera que deben utilizarse todos los datos obtenidos, incluyendo los
que estén bajo el limite de deteccion (LD) y cuantificacién (LC). Como los datos bajo el limite de

deteccion y cuantificacién no son numéricos (“menor a”), el valor que se le asigna es la mitad del
47
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limite respectivo. Cuando en un tiempo de muestreo, la mayoria de los valores son menores al LCy
LD, el punto se elimina.

En el Laboratorio se realizé la determinacién de Diflubenzurén en la matriz partes blandas del chorito
con la metodologia anteriormente validada utilizando un sistema de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD). El limite de deteccion y
cuantificacion de Diflubenzuron fue de 480 ng/g, pero debido a que las muestras presentaron
concentraciones inferiores, éstas fueron analizadas con fortificados a 114 ng/g y utilizando una curva
de calibraciéon de concentracion mas baja, por lo que se determind como limite de deteccion y
cuantificacion 114 ng/g. Por ende, en los casos en que se obtuvo un valor inferior, se le asigné el
valor de 57ppb. Los resultados de concentracion de Diflubenzurén en partes blandas de choritos de
los 3 estanques y el logaritmo natural (Ln) de estas, se pueden ver en las Tablas 16, 17 y 18. Los
cromatogramas se pueden observar en el Anexo 9.

Se realizd una curva de deplecion combinada del logaritmo natural (Ln) de la concentracion de
Diflubenzurén en las partes blandas de los choritos vs dias post-tratamiento de los tres estanques
(Figura 6). Se confeccion6 una curva de normalidad de frecuencia de residuos estandar acumulada
de la curva (Figura 7), y se realizé un test de Shapiro-Wilk de normalidad. Para que se acepte la
normalidad de los residuos, y por ende la curva de calibracion, el test debe dar una significancia
mayor a 0.05.

Tabla 16.
Resultados Diflubenzurdn, estanque 1.
N° Muestra Dias post DFB Ln
dosis ug/Kg
T11-1 1 259,0 5,556835275
T11-2 1 182,8 5,208562066
T11-3 1 205,2 5,323889652
T11-4 1 326,5 5,788545009
T115 1 303,5 5,715485057
T11-6 1 283,8 5,648169258
T117 1 252,2 5,530346625
T11-8 1 414,1 6,026201372
T119 1 357,1 5,878033277
T11-10 1 4779 6,169366467
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Tabla 17.
Resultados Diflubenzurén, estanque 2.
N° Muestra Dias post DFB Ln
dosis ug/Kg
T12-1 1 478,9 6,171555399
T12-2 1 461,8 6,135196635
T12-3 1 4249 6,051902666
T124 1 770,1 6,646474761
T12-5 1 4458 6,099831702
T126 1 430,8 6,065652412
1127 1 694,9 6,543778651
T12-8 1 512,8 6,239848457
T129 1 593,3 6,385740054
T12-10 1 564,2 6,335478398
T2 2-1 2 147,9 4,996859593
T22-2 2 114,0 4,736198448
T122-3 2 57,0 4,043051268
1224 2 160,2 5,076132606
1225 2 157,1 5,056664758
T22-6 2 166,0 5111921025
1227 2 123,2 4,813584938
T22-8 2 159,7 5,073137039
1229 2 167,9 5,123259065
T22-10 2 147,8 4,996033009
T3 2-1 5 119,3 4,781700232
T32-2 5 57,0 4,043051268
T32-3 5 147,8 4,99571208
1324 5 57,0 4,043051268
1325 5 131,8 4,881335717
T32-6 5 57,0 4,043051268
1327 5 1264 4,839667286
T32-8 5 57,0 4,043051268
7329 5 1314 4,878466527
T32-10 5 57,0 4,043051268
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Tabla 18.
Resultados Diflubenzurén, estanque 3.
N° Muestra Dias post DFB Ln
dosis ug/Kg

T13-1 1 275,1 5616975796
T13-2 1 232,7 5449696549
T13-3 1 2545 5,539486543
T134 1 249,2 5518361627
T135 1 2176 5,382594512
T13-6 1 299,3 5,701486681
T137 1 3151 5,753015033
T13-8 1 246,9 5,508868183
T139 1 314,0 5,749277079
T13-10 1 283,7 5,6478805
T2 3-1 2 57,0 4,043051268
1232 2 1978 5,287252648
1233 2 167,2 5,119293041
T2 34 2 200,1 5,298841344
1235 2 162,9 5,093064736
1236 2 189 4 5,243712
T2 3-7 2 158,8 5,067486079
1238 2 162,1 5,088349096
T239 2 2194 5391101417
T2 3-10 2 260,2 5,561328464
T3 3-1 5 172, 515121261
T332 5 2074 5,334693629
1333 5 129,2 4,861675896
T334 5 150,1 5,01130401
1335 5 57,0 4,043051268
1336 5 157,0 5,056161615
1337 5 143,0 4,963127037
T33-8 5 57,0 4,043051268
1339 5 161, 5,085028871
T3 3-10 5 1484 4,999867161
T4 31 9 139,8 4,940374309
T43-2 9 57,0 4,043051268
T4 3-3 9 115,6 4,750299843
T4 34 9 1217 4,801509795
T4 3-5 9 1478 4,995942004
T4 3-6 9 129,3 4,862094233
T43-7 9 137,0 4,920274681
T4 3-8 9 1215 4,799902262
T4 39 9 57,0 4,043051268
T4 3-10 9 131,2 4,87650263
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En el estanque1, sdlo fue posible utilizar los valores del primer dia de muestreo. Del estanque 2 se
pudo utilizar los 3 primeros muestreos. Por ultimo, en el estanque 3 se utilizaron los valores de los

cuatro muestreos.

Curva de Deplecién DFB

y=-0,150x + 5,686

L"\ R2=0,384
b & — ¢
2 4

o >

Ln DFB ug/Kg
O B N W B U oo <

6 8 10

Dias post-tratamiento

Figura6.  Curva de Deplecion de Diflubenzurén. Gréfico de logaritmo natural (Ln) de concentracién de
Diflubenzurén (ug/Kg) en partes blandas de chorito vs dias post-tratamiento.

Grafico Q-Q normal de DFB
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b
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Figura7.  Distribucion de frecuencia acumulada de residuos estandar de la curva de deplecion
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Al realizar la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk a los residuos estandar de la curva de deplecién,
se obtiene lo siguiente:

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
DFB ,099 80 ,053 973 80 ,085

Se demuestra que no hay una desviacién de la normalidad (significancia de 0.085), por lo que se
puede utilizar esta curva para los posteriores calculos.

El tiempo de vida media (T,,,) se calcula dividiendo 0,693 por la pendiente de la curva de deplecion.
El valor de T,/, calculado es de 4.6 dias.

Para calcular el periodo de resguardo hay que confeccionar las curvas con un limite de confianza de 95
0 99% superior. En consecuencia, se calcula el Ln de la concentracion del LMR (en ug/Kg), luego se
debe interpolar en las curvas confeccionadas y ver el tiempo necesario para llegar a dicho valor. Para
Diflubenzuron no existe LMR para choritos, sin embargo como hemos sefialado en el presente informe,
el LMR para salmones es de 1000 ug/Kg. En el primer dia de muestreo (1 dia post-tratamiento) no se
obtienen valores superiores al LMR, por lo que pese a que se pudo realizar una curva de deplecion no
se puede calcular el periodo de resguardo, o se podria sefialar que éste es de 0 dias.

Hay que hacer notar que el r2 de la curva de deplecion no es cercano a 1, por ende la correlacién de
Ln de concentracién de Diflubenzurdn vs el tiempo post-tratamiento es baja, lo que puede deberse a
que las concentraciones iniciales (dia 1 post-tratamiento) es muy baja , lo que trae consigo que de
las tres jaulas, solamente en una se pudo medir los cuatro tiempos de muestreo (estanque 3), en un
estanque pudo medirse 3 tiempos de muestreo (estanque 3), y en el estanque 1, se pudo medir 1
tiempo de muestreo solamente. Para obtener una mejor curva de deplecion habria que hacer
muestreos mas seguidos e intentar comenzar con una concentracion mayor del analito en el chorito.
Hay que destacar que las concentraciones obtenidas desde un comienzo son bajas, en ningun
momento se logran concentraciones que puedan afectar su inocuidad alimentaria.

5.9.4.1 Evaluacion de Bioacumulacion y Deplecion de Diflubenzurén en Mejillones

Como se ha mencionado anteriormente, se realiz6 nuevamente el ensayo de Diflubenzurdn en
condiciones controladas, con la salvedad que se incluyen muestreos durante la medicacion, tal como
se describidé en la seccién metodoldgica. Este ensayo se realizd utilizando como peces Trucha
arcoiris, con una densidad de peces (12.3 Kg/m3) mayor a la primera ocasion (8 Kg/m3). Debido a
esto se entregd una mayor cantidad de alimento medicado (especificamente mas principio activo
Diflubenzurdn). Otra diferencia significativa con el primer experimento, es que como alimentacién de

los mejillones no se les agregod suspension de microalgas, es decir, solamente se alimentaron de los
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desechos de los peces y restos de alimentos. En este caso se realizaron mediciones durante la
medicacion de los peces para analizar el comportamiento de incorporacién del antiparasitario en el
chorito.

Bioacumulacion y deplecion de Diflubenzurén (segundo estudio)

En el Laboratorio se realizé la determinacion de Diflubenzurdn en las partes blandas del chorito. En
este caso los calculos se realizaron con la metodologia revalidada, con LD y LC de 100 ng/g. Los
resultados de concentracion de Diflubenzuron en partes blandas de choritos de los 3 estanques y el
logaritmo natural (Ln) de estas, se pueden ver en las Tablas 19, 20 y 21. Los cromatogramas se
pueden observar en el Anexo 9.

Tabla 19.
Resultados Diflubenzurén, estanque 1
Rétulo de Dia conc obtenida Ln
Muestra tratamiento ng/g
T11-1 4 492,8 6,20
T11-2 4 481,9 6,18
T11-3 4 438,8 6,08
T11-4 4 407,4 6,01
T11-5 4 296,3 5,69
T11-6 4 458,6 6,13
T11-7 4 416,8 6,03
T11-8 4 4143 6,03
T11-9 4 300,8 5,71
T11-10 4 475,6 6,16
T21-1 7 680,0 6,52
T21-2 7 894,0 6,80
T21-3 7 994,2 6,90
T21-4 7 794,6 6,68
T21-5 7 969,3 6,88
T21-6 7 915,9 6,82
T21-7 7 917,4 6,82
T21-8 7 637,3 6,46
T21-9 7 895,2 6,80
T2 1-10 7 1014,4 6,92
T31-1 11 709,7 6,56
T3 1-2 11 803,5 6,69
T3 1-3 11 1034,9 6,94
T3 1-4 11 697,6 6,55
T3 1-5 11 657,0 6,49
T31-6 11 653,7 6,48
T3 1-7 11 580,1 6,36
T3 1-8 11 611,6 6,42
T31-9 11 572,1 6,35
T3 1-10 11 475,5 6,16
T4 1-1 14 512,2 6,24
T41-2 14 634,8 6,45
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T41-3 14 677,2 6,52
T41-4 14 630,8 6,45
T41-5 14 708,1 6,56
T4 1-6 14 738,1 6,60
T41-7 14 844,7 6,74
T41-8 14 680,6 6,52
T4 1-9 14 631,5 6,45
T41-10 14 535,4 6,28
TS 1-1 15 1013,8 6,92
T51-2 15 901,4 6,80
T51-3 15 1099,1 7,00
T51-4 15 1118,9 7,02
T51-5 15 772,6 6,65
T51-6 15 1342,7 7,20
T51-7 15 806,2 6,69
T51-8 15 1035,6 6,94
T51-9 15 736,0 6,60
T51-10 15 795,8 6,68
T6 1-1 16 624,0 6,44
T61-2 16 595,7 6,39
T61-3 16 371,0 5,92
T61-4 16 513,5 6,24
T61-5 16 590,4 6,38
T61-6 16 580,4 6,36
T61-7 16 624,1 6,44
T61-8 16 4454 6,10
T6 1-9 16 579,0 6,36
T61-10 16 560,5 6,33
T71-1 17 277,5 5,63
T71-2 17 244,7 5,50
T71-3 17 273,8 5,61
T71-4 17 279,3 5,63
T71-5 17 285,6 5,65
T71-6 17 332,9 5,81
T71-7 17 335,9 5,82
T71-8 17 279,1 5,63
T71-9 17 300,3 5,70
T71-10 17 195,2 5,27
T8 1-1 21 47,7 3,87
T8 1-2 21 65,0 4,17
T81-3 21 60,4 4,10
T8 1-4 21 76,6 4,34
T81-5 21 56,5 4,03
T81-6 21 63,6 4,15
T81-7 21 78,1 4,36
T81-8 21 48,2 3,38
T8 1-9 21 55,6 4,02
T81-10 21 133,3 4,89
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Tabla 20.
Resultados Diflubenzurén, estanque 2
Rétulo de Dia conc obtenida Ln

Muestra tratamiento ng/g

T12-1 4 364,8 5,90
T12-2 4 439,7 6,09
T12-3 4 390,8 5,97

T12-4 4 434,2 6,07
T12-5 4 491,1 6,20
T12-6 4 440,8 6,09
T12-7 4 557,3 6,32
T12-8 4 458,9 6,13
T12-9 4 489,9 6,19
T12-10 4 329,0 5,80
T22-1 7 440,3 6,09
T22-2 7 572,5 6,35
T22-3 7 378,1 5,94
T22-4 7 504,4 6,22
T22-5 7 512,9 6,24
T22-6 7 497,6 6,21
T22-7 7 541,2 6,29
T22-8 7 366,7 5,90
T22-9 7 393,9 5,98
T22-10 7 663,4 6,50
T32-1 11 903,7 6,81
T32-2 11 618,9 6,43
T32-3 11 673,2 6,51
T32-4 11 688,2 6,53
T32-5 11 805,2 6,69
T3 2-6 11 848,9 6,74
T32-7 11 573,8 6,35
T3 2-8 11 710,2 6,57
T3 2-9 11 739,0 6,61
T32-10 11 437,5 6,08
T42-1 14 741,2 6,61
T42-2 14 919,2 6,82
T4 2-3 14 570,7 6,35
T42-4 14 542,3 6,30
T4 2-5 14 627,5 6,44
T4 2-6 14 649,3 6,48
T4 2-7 14 855,9 6,75
T4 2-8 14 681,0 6,52
T4 2-9 14 504,0 6,22
T42-10 14 522,9 6,26
T52-1 15 1118,2 7,02
T52-2 15 664,4 6,50
75 2-3 15 694,1 6,54
T52-4 15 730,9 6,59
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T52-5 15 454,9 6,12
T52-6 15 1097,2 7,00
T52-7 15 1032,7 6,94
T52-8 15 735,7 6,60
T52-9 15 662,5 6,50
T52-10 15 721,4 6,58
T6 2-1 16 668,9 6,51
T62-2 16 455,5 6,12
T6 2-3 16 503,3 6,22
T6 2-4 16 463,9 6,14
T6 2-5 16 365,2 5,90
T6 2-6 16 624,0 6,44
T62-7 16 804,0 6,69
T62-8 16 501,7 6,22
T6 2-9 16 416,8 6,03
T62-10 16 482,6 6,18
T72-1 17 154,9 5,04
T7 22 17 179,2 5,19
T7 2-3 17 212,7 5,36
T72-4 17 201,0 5,30
T7 25 17 155,6 5,05
T72-6 17 152,9 5,03
T72-7 17 179,3 5,19
T72-8 17 199,2 5,29
T72-9 17 226,8 5,42
T72-10 17 191,6 5,26
T8 2-1 21 193,3 5,26
T8 2-2 21 120,2 4,79
T8 2-3 21 150,2 5,01
T8 2-4 21 73,8 4,30
T8 2-5 21 110,6 4,71
T8 2-6 21 154,5 5,04
T8 2-7 21 122,4 4,81
T8 2-8 21 217,0 5,38
T8 2-9 21 135,1 4,91
T82-10 21 121,2 4,80
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Tabla 21.
Resultados Diflubenzurén, estanque 3
Rétulo de Dia conc obtenida Ln
Muestra tratamiento ng/g
T13-1 4 408,2 6,01
T13-2 4 497,1 6,21
T13-3 4 425,1 6,05
T13-4 4 294,4 5,68
T13-5 4 285,6 5,65
T13-6 4 484,9 6,18
T13-7 4 411,0 6,02
T13-8 4 434,0 6,07
T13-9 4 504,2 6,22
T13-10 4 352,9 5,87
T23-1 7 590,8 6,38
T2 3-2 7 476,0 6,17
T2 3-3 7 431,5 6,07
T23-4 7 734,8 6,60
T2 3-5 7 646,4 6,47
T2 3-6 7 574,0 6,35
T23-7 7 762,8 6,64
T2 3-8 7 545,8 6,30
T2 3-9 7 576,6 6,36
T2 3-10 7 370,8 5,92
T33-1 11 733,4 6,60
T33-2 11 461,0 6,13
T3 3-3 11 575,3 6,35
T33-4 11 558,3 6,32
T33-5 11 610,6 6,41
T3 3-6 11 589,0 6,38
T33-7 11 483,6 6,18
T3 3-8 11 464,6 6,14
T3 3-9 11 559,5 6,33
T3 3-10 11 606,9 6,41
T4 3-1 14 342,2 5,84
T4 3-2 14 693,1 6,54
T4 3-3 14 343,7 5,84
T4 3-4 14 452,2 6,11
T4 3-5 14 472,5 6,16
T4 3-6 14 440,2 6,09
T4 3-7 14 383,1 5,95
T4 3-8 14 682,8 6,53
T4 3-9 14 315,6 5,75
T4 3-10 14 414,4 6,03
T53-1 15 624,9 6,44
T5 3-2 15 749,0 6,62
T5 3-3 15 526,7 6,27
T53-4 15 656,1 6,49
T53-5 15 623,8 6,44
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T5 3-6 15 862,8 6,76
T53-7 15 500,4 6,22
T5 3-8 15 489,9 6,19
T5 3-9 15 844,4 6,74
75 3-10 15 774,8 6,65
T6 3-1 16 349,0 5,86
T6 3-2 16 417,3 6,03
T6 3-3 16 416,4 6,03
T6 3-4 16 327,3 5,79
T6 3-5 16 420,2 6,04
T6 3-6 16 404,0 6,00
T6 3-7 16 425,9 6,05
T6 3-8 16 410,0 6,02
T6 3-9 16 353,0 5,87
T6 3-10 16 299,1 5,70
T7 3-1 17 208,0 5,34
T7 3-2 17 320,4 5,77
T7 3-3 17 314,3 5,75
T7 3-4 17 207,6 5,34
T7 3-5 17 244,7 5,50
T7 3-6 17 264,0 5,58
T7 3-7 17 394,9 5,98
T7 3-8 17 227,9 5,43
T7 3-9 17 222,2 5,40
T7 3-10 17 293,2 5,68
T8 3-1 21 27,1 3,30
T8 3-2 21 28,3 3,34
T8 3-3 21 12,9 2,56
T8 3-4 21 37,2 3,62
T8 3-5 21 48,6 3,88
T8 3-6 21 36,9 3,61
T8 3-7 21 52,6 3,96
T8 3-8 21 30,5 3,42
T8 3-9 21 79,7 4,38
T8 3-10 21 -2,4 -

Los dias 1 al 14, correspondieron a los dias donde se alimentaron los peces con Diflubenzurén, el
dia 15 es el primer dia post-tratamiento. Este ultimo dia en particular (15) puede considerarse como
el primer dia de deplecion del farmaco, pero también puede considerarse como el ultimo dia de
bioacumulacién, correspondiendo con la mayor concentracion. Al calcular en cada estanque, el
valor promedio de Diflubenzurdn de cada dia, y a su vez sacando el promedio de los estanques (3
réplicas) con sus respectivas desviaciones estandares, se puede confeccionar el gréfico de
bioacumulacion-deplecién de Diflubenzurén (Fig 8).

58

SUBSECRETAR[A DE PESCA Y ACUICULTURA - LIC. N° ID 4728-71-LP1 - INFORME FINAL:
“EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE MITILIDOS DE BIOACUMULAR PRODUCTOS QUIMICOS Y FARMACEUTICOS DE USO EN ACUICULTURA”.



eons

IFOP

N\
INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION INVESTIGACION EN ACUICULTURA

1000

900

800

700

600

500

400 2

300 g

200 7

100 g

| 2
o
4 7 11 14 15 16
Day

Figura 8. Bioacumulacién-deplecion de Diflubenzurén en M. chilensis Dias 1 al 14, periodo de
alimentacion con alimento medicado.
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Durante el periodo de bioacumulacién (dias 4, 7, 11, 14 y 15), no existen diferencias significativas de
la concentracion obtenida entre los dias, lo que es debido a que seguramente el incremento de
concentraciéon no es lo suficientemente alto para generar estas diferencias. Sin embargo, no se
logra llegar el estado estacionario, ya que exceptuando el dia 14, siempre hay valores superiores en
cada tiempo de muestreo.

Curva de deplecion de Diflubenzurén (segundo estudio).

La curva de deplecién se realizé de la misma forma que la anteriormente realizada en el primer
estudio. Para la confeccidn de la curva de deplecidn, se consideraron solamente los dias 15, 16 y
17 (dias 1, 2 y 3 post-tratamiento), ya que el dia 21 (dia 7 post-tratamiento) dio resultados en su
mayoria bajo el limite de deteccidn y cuantificacion, por lo que fue eliminado.

Se realizd una curva de deplecion combinada del logaritmo natural (Ln) de la concentracion de
Diflubenzurén en las partes blandas de los choritos versus dias post-tratamiento de los tres
estanques (Figura 9). Se confecciond una curva de normalidad de frecuencia de residuos estandar
acumulada de la curva (Figura 10), y se realizé un test de Shapiro-Wilk de normalidad. Para que se
acepte la normalidad de los residuos, y por ende la curva de calibracion, el test debe dar una
significancia mayor a 0,05.
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Figura9.  Curva de Deplecion de Diflubenzurén. Gréfico de logaritmo natural (Ln) de concentracién de
Diflubenzurén (ug/Kg) en partes blandas de chorito vs dias post-tratamiento.
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Figura 10. Distribucion de frecuencia acumulada de residuos estandar de la curva de deplecion
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Al realizar la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk a los residuos estandar de la curva de deplecion,
se obtiene lo siguiente:

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
VAR00001 072 89 200" 985 89 408

Se demuestra que no hay una desviacion de la normalidad (significancia de 0.408), por lo que se
puede utilizar esta curva para los posteriores calculos.

El tiempo de vida media (T,/,) se calcula dividiendo 0,693 por la pendiente de la curva de deplecion. El
valor de T,,, calculado es de 1,2 dias. Cabe hacer notar que el tiempo de vida media calculado es
mucho menor al obtenido en el primer estudio, no obstante, la dosis de Diflubenzurén a la que estaban
expuestos fue mayor en este segundo estudio, y los tres primeros tiempos de muestreo se realizaron
mas seguidos. La curva de deplecion obtenida fue mucho mejor a la obtenida en el primer estudio.

Como ya se mencion6 anteriormente, M chilensis es capaz de bioacumular Diflubenzurdn, pero es
altamente improbable que esta bioacumulacion pueda ser observada en las condiciones de campo
donde se desarrolla la produccion de mitilidos, y considerando las dosis utilizadas en la
salmonicultura. Por otro lado el tiempo de vida media calculado es muy bajo (1,2 dias), lo que
implica que la escasa cantidad de Diflubenzuron que puede ser bioacumulado por los mejillones, es
rapidamente eliminada por éstos.

Objetivo 4:  Determinar la posible bioacumulacion de productos terapéuticos en mitilidos, en
areas donde se producen peces y moluscos, y donde existan bancos naturales conocidos.

5.10. Desarrollo y ejecucion de un plan de muestreo y encuesta
epidemioldgica que considere obtencion de muestras desde
centros de produccion de mitilidos y bancos naturales conocidos,
zonas blanco (alejadas de centros de produccion de salmones) y
zonas cercanas a produccion de salmones.

Tal como se menciond anteriormente, de acuerdo a lo consensuado con la Subpesca, se realizo el
plan de muestreo de Azametifés y Deltametrina en el centro de cultivo de mitilidos Catalufia ubicado
en la Bahia Hueihue, cuyas coordenadas son S 41°54’14.0”; W 073°29'48.4”, situado en las
cercanias del centro de salmonidos Hueihue, de la empresa Marine Harvest.
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5.11. Analisis de las muestras obtenidas mediante las técnicas de
laboratorio validadas.

Al analizar las muestras obtenidas de los muestreos de Azametifos y Deltametrina en campo, no se
detecto la presencia de los analitos, por lo que se concluye, que la alta dilucién del analito en el mar,
no permite un contacto con los mejillones, en una proporcion medible para las técnicas empleadas, y
que produzca una bioacumulacion en los mitilidos.

Cabe recordar que en los estudios en condiciones controladas, donde los mejillones fueron
expuestos a una concentracion extrema de los antiparasitarios anteriormente sefialados, no fue
posible detectar los analitos, considerando la concentracidn y los tiempos de exposicion a la que
fueron son sometidos los mejillones en el estudio.

Los cromatogramas de los resultados de las muestras se pueden observar en el anexo 9.

Objetivo §:  Evaluar el impacto social y economico de la deteccion de residuos de productos
terapéuticos en la industria mitilicultora.

5.12. Descripcion de la industria mitilicultora
5.12.1 Antecedentes productivos

Los mitilidos son moluscos bivalvos, filtradores, que pertenecen a la familia Mytilidae, de la clase
Bivalvia. En la actualidad, practicamente, el 95% de la oferta mundial, estimada sobre 1,7 millones
de toneladas, proviene de la acuicultura. De este modo, el abastecimiento a nivel mundial de este
recurso esta basado en la estabilidad de la actividad y la capacidad de los cultivadores de aumentar
sus cosechas y mejorar los productos.

En general, y con excepcion de unos pocos paises donde la extraccidn estd estrictamente
controlada, los bancos naturales han sido sobreexplotados. Chile no es la excepcion. En el pais, tres
son los recursos de esta especie con importancia econémica: el chorito (Mytilus chilensis), €l choro
zapato (Choromytilus chorus) y la cholga (Aulacomya ater). Sin embargo, segun cifras entregadas
por el Servicio Nacional de Pesca en su Anuario Estadistico 2012, el chorito representa un 97,8% del
volumen total de mitilidos desembarcados con 258.188 t, seguidos por la cholga con el 1,8% y el
choro zapato con el 0,3%.

En el pais, el chorito ha sido explotado y comercializado en grandes volumenes desde los afios 30,
aproximadamente. Los principales bancos naturales estaban en la region de Los Lagos, desde
Valdivia hasta las zonas de Puerto Montt y Contao al sur.
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En el afio 1960 se agotaron estos bancos naturales, lo que motivé al Estado para comenzar un
programa de investigacion sobre el desarrollo de cultivos, por intermedio de la Corfo, IFOP vy la
Divisién de Pesca y Caza del SAG. Fueron establecidos centros de cultivo estatales —como
Putemun, Talcan, Tubildad, Puluqui e Isletilla, entre otros— localizados principalmente en Calbuco y
la Isla de Chiloé. A mediados de la década de los ‘70, el Estado los traspasd en comodato a otras
instituciones y universidades para fines de investigacion.

A inicios de la década de la década de los 80, los privados desarrollaron el cultivo comercial del
chorito, debido a la creciente demanda. No obstante, los cambios mas significativos ocurren a fines
de los afios 90, con la llegada de capitales espafioles que invierten en plantas de proceso y abren un
poder comprador importante (Diaz, 2010).

Comienza asi una fuerte expansion de las areas de cultivo concesionadas. Ya en el afio 2004, la
escala minima eficiente en materia de cultivo cambia, pasando de menos de cuatro hectareas a
menos de 15, y los procesos de manejo llegan a ser mas industriales, tendencia que conduce a una
creciente integracion vertical (Fishing Partners Ltda., 2005).

5.12.1.1 Produccion internacional

La produccion mundial de mejillon de acuicultura, en términos absolutos, ha crecido entre el 2003 y
el 2009 a una tasa de crecimiento interanual del 1,38%, bordeando para el 2009 las 1.760.770
toneladas.

En términos generales, la tendencia de la produccion mundial de mejillbn de acuicultura es
ligeramente positiva, en los afios 2007 y 2008 se produjo un notable descenso acumulando del
10,4% respecto del 2006 (Figura 11).
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Figura11.  Evolucién de la produccion mundial de mejillon de acuicultura (Observatorio de precios de los
alimentos, 2010).

Como mayor productor de mejillon de acuicultura del mundo destaca China, la cual concentra el 36%
de la produccion mundial en el afio 2009, superando las 637.000 toneladas. A una distancia
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considerable aparece Tailandia con mas de 230.000 toneladas, lo que supone un 13% del total
mundial y en tercer lugar se ubica Espafia con una produccion de 198.531 toneladas y concentra el
11% del total de la produccion mundial (Figura 12).
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Figura12. Principales paises productores de mejilldn de acuicultura (Observatorio de precios de los
alimentos, 2010).

No es de extrafiar la posicion de China en el mercado mundial, dado que es el pais que posee el
mayor volumen de produccion de especies de acuicultura, con mas de 45.279.000 de toneladas en
el afio 2009 (Figura 13).
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Figura13. Principales paises productores de acuicultura, afio 2009. (Observatorio de precios de los
alimentos, 2010).
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Sin embargo su producto presenta debilidades asociadas a la calidad sanitaria, alta contaminacién
de sus aguas y la presentacion del producto, principalmente tamario y color, lo que merma la calidad
en su producto final.

Es por ello que el mercado chileno esta orientando sus esfuerzos comerciales en capturar el
mercado asiatico, e ingresar a un segmento socioecondmico alto con un producto de alta calidad y
buen precio (AMICHILE).

5.12.1.2 Produccion Nacional

La historia productiva de los ultimos afios dan cuenta que el 2002 el desembarque total de choritos
fue de 43.213 toneladas, de las cuales 42.776 corresponden a la regién de Los Lagos, lo que
representa un 99% de la produccion; y 41.797 corresponden a produccién acuicola, lo que
corresponde al 96,7% del total nacional.

El hito de sobrepasar las 100.000 toneladas se logro el 2006, al alcanzar las 127.169 toneladas. De
éstas, el 99,95% se produjo en la region de Los Lagos y el 99,83% corresponde produccion de la
industria acuicola. Siguiendo la misma tendencia en cuanto a origen, el 2010 se superaron las 200
mil toneladas con la produccion de 221.876 toneladas.

El peak de produccién para el periodo analizado corresponde a las 288.879 toneladas de 2011. Sin
embargo para el 2012, que corresponde al ultimo Anuario Estadistico publicado, la produccién tuvo
un decrecimiento del 11% alcanzando las 258.188 toneladas. Este escenario fue mas auspicioso
que el anunciado por los productores, quienes esperaban una disminucion entre un 30% y 35% de
las cosechas debido principalmente al inicio tardio de la produccion de las plantas procesadoras y la
menor cosecha proyectada para el 2013 producto de la escasez de semilla que se presentd el 2012.
La Asociacion de Mitilicultores de Chile (AMI-Chile) estimé que esta escasez tendria repercusiones
negativas en las cosechas 2013 e incluso de 2014 (www.aqua.cl)

En cuanto al crecimiento anual, para el periodo 2002-2012, éste llega 20,9% promedio registrando

un maximo de 44% para el 2006 y un minimo de -11% para el 2012. Los datos se muestran en las
Tablas 22 ala 24 y Figuras 14 y 15.
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Figura14. Mitilidos, desembarque total por afio. Serie 2002-2012. (Anuarios Estadistico de Pesca, Servicio
Nacional de Pesca y Acuicultura 2002 a 2012).
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Figura 15. Mitilidos, estacionalidad del desembarque. Serie 2002-2012. (Anuarios Estadistico de Pesca,
Servicio Nacional de Pesca 2002 a 2012).
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Con respecto a las proyecciones de produccién, AMICHILE cifra las expectativas para los proximos
afos alrededor de las 250.000 toneladas de mantenerse las actuales condiciones de operacién a
nivel de industria. Crecimientos por sobre esta cifra deben ir acompafiados de la optimizacion de los
procesos Yy del trabajo conjunto en areas como la captacion de semillas, el estudio de la capacidad
de carga, el ordenamiento territorial y la operacion en agrupacion de concesiones.

5.12.2 Analisis de la oferta
5.12.21 Mercado nacional

Segun cifras informadas por la Asociacion Gremial de Mitilicultores de Chile, el mercado nacional
consume anualmente del orden de 15.000 toneladas, cifra que fue compartida con el PTI de Mitilidos
quien en el informe “Disefio de estrategia de imagen y posicionamiento para el mercado nacional’,
cifra la oferta al mercado nacional en 14.000 toneladas para el 2010, las cuales valoriza en MMUS$
23 a valor mercado retail y MMUS$ 11 en valor de produccion (Figura 16).
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Figura16. Materia prima destinada por producto. (AMICHILE).

5.12.2.2 Mercado internacional

Durante la Ultima década, y con el explosivo desarrollo de la industria acuicola en Chile, se ha visto
un importante reposicionamiento de la industria mitilicultora tanto en el nivel de produccion como en
la importancia relativa de ésta con respecto a otros productos tradicionalmente exportados por Chile,
y que generalmente provenian de capturas pesqueras.
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Tabla 22.
Desembarque total y por mes. Serie 2002-2012.

Desebarque total por mes
Afo ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC Total
2012| 30.170 34.865 36.441 30.315 35.422 27.940 13.923 6.588 1.962 6.102 13.105 21.355 258.188
2011| 36.646 38.814 41.961 35.103 38.937 34.193 23.271 10.889 1.551 3.369 10.826 13.435 288.995
2010| 25.936 33.848 35.784 33.658 30.098 16.897 7.090 3.141 3.610 4.367 9.277 18.170 221.876
2009 16.453 21.016 25.382 26.200 26.243 18.857 6.538 2.428 1.706 6.683 12.671 11.844 176.021
2008| 22.458 25.885 26.720 27.637 25.713 19.219 12.597 4.731 2.059 3.091 6.916 10.514 187.540
2007 14.542 18.016 20.947 17.928 21.616 17.573 11.354 4.704 2.919 10.452 12.282 9.148 161.481
2006| 12.493 11.608 13.650 12.446 14.860 13.435 12.911 6.648 2.267 7.078 10.001 9.772 127.169
2005 8.202 8.186 9.992 9.309 9.570 8.897 6.630 3.526 1.649 4.067 7.822 10.221 88.071
2004 7.079 6.956 9.527 7.393 7.906 9.247 6.823 3.664 2.738 4.718 5.959 6.497 78.507
2003 5.340 5.981 7.386 6.950 6.431 5.191 4.283 2.665 2.742 3.899 5.122 4.718 60.708
2002 3.933 4.537 4.320 4.813 4.854 3.867 4.071 3.121 1.508 2.583 3.371 2.235 43.213

Fuente: Elaboracién propia a partir de Anuarios Estadistico de Pesca, Servicio Nacional de Pesca 2002 a 2012.

Tabla 23.

Aporte X Region e industria acuicola al total del desembarque anual. Serie 2002-2012
Ao Total anual [ X Regién % Acuicultura %
2012 258.188 | 258.009 99,9% 257.788 99,8%
2011 288.995 288.879 100,0% | 288.587 99,9%
2010 221.876 | 221.809 100,0% | 221.552 99,9%
2009 176.021 175.815 99,9% 175.728 99,8%
2008 187.540 187.056 99,7% 187.064 99,7%
2007 161.481 161.107 99,8% 153.433 95,0%
2006 127.169 127.110 100,0% 126.952 99,8%
2005 88.071 87.854 99,8% 87.736 99,6%
2004 78.507 77.501 98,7% 77.461 98,7%
2003 60.708 58.254 96,0% 57.809 95,2%
2002 43.213 42.776 99,0% 41.797 96,7%

Fuente: Elaboracién propia a partir de Anuarios Estadistico de Pesca, Servicio Nacional
de Pesca y Acuicultura 2002 a 2012.
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Tabla 24.
Crecimiento anual del desembarque. Serie 2002-2012.
. Crecimiento
Afio |Desembarque
anual
2012 258.188 -11%
2011 288.995 30%
2010 221.876 26%
2009 176.021 -6%
2008 187.540 16%
2007 161.481 27%
2006 127.169 44%
2005 88.071 12%
2004 78.507 29%
2003 60.708 40%
2002 43.213

Fuente: Elaboracion propia a partir de Anuarios
Estadistico de Pesca, Servicio Nacional de Pesca
2002 a 2012.

De esta forma para el 2002, las exportaciones de choritos congelado correspondiente a MMUS$ 16,
figuraban en el onceavo lugar de los productos de este rubro, después del salmon del Atlantico con
ventas por MMUS$ 215, salmén plateado con ventas por MMUS$ 193, trucha arcoiris con ventas por
MMUS$ 169, merluza comun con ventas por MMUS$ 62, erizo con ventas por MMUS$ 56, jurel con
ventas por MMUS$ 36, bacalao con ventas por MMUS$ 32, merluza de cola con ventas por MMUS$
por 28, merluza austral con ventas por MMUS$ 28 y ostion del norte con ventas por MMUS$ 20.

Igual posicion mantenian los choritos en el rubro de las conservas, cuyas exportaciones ascendieron
a MMUS$ 2.6 ubicandose después del jurel con ventas por MMUS$ 52, navaja con ventas por
MMUS$ 9.7, lapa con ventas por MMUS$ 8.4, loco con ventas por MMUSS$ 5.4, navajuela con ventas
por MMUS$ 5.2, almeja con ventas por MMUS$ 5, salmén plateado con ventas por MMUS$ 4.3,
culengue-almeja con ventas por MMUSS$ 4.3, centolla con ventas por MMUS$ 2.9 y caracol con
ventas por MMUS$ 2.8.

Las Tablas 25, 26 y Figura 17 muestran la evolucion de las exportaciones en términos de producto
e ingresos, las cuales han permitido que, en el rubro de los congelados, el chorito se mantenga en
4° lugar de importancia después de los salménidos, lo cual es un claro ejemplo de la consolidacion
de este sector productivo.
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Tabla 25.
Exportaciones rubro congelado y conservas de chorito. Serie 2002-2013.

Exportaciones choritos (f)
Ao Congelado Conserva
2013 61413 3.582
2012 58.152 2902
2011 64.578 4.207
2010 44.900 2834
2009 35.717 2.854
2008 43.766 1.732
2007 34.072 935
2006 25.864 1.233
2005 18.003 748
2004 17.190 676
2003 11.771 267
2002 8.200 665

Fuente: Elaboracién propia a partir de Boletin de
Exportaciones Pesqueras de Chile. IFOP, 2002.2013.

La tasa de crecimiento anual de produccion para el rubro congelado en el periodo analizado registro
su menor valor el 2009, con un -18%, en tanto los peaks se produjeron el 2004 con un 46% y el 2011
con un 44%.

Para el rubro conservas, la menor tasa de crecimiento se registr6 el 2012 con un -31% y el peak de
crecimiento se produjo el 2008 con un 85%.

Choritos. Exportacion total por afio
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Figura17.  Exportaciones de choritos rubro congelado y conservas, serie 2002-2013. (Boletin de
Exportaciones Pesqueras de Chile, IFOP, 2002 a 2013).
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Tabla 26.

Valor FOB exportaciones rubro congelado y conservas de chorito. Serie 2002-2013

Exportaciones choritos (MUS$)

Afio Congelado Conserva

2013 163.432 21.159
2012 137.943 15.973
2011 158.887 23.116
2010 93.512 13.306
2009 79.112 15.222
2008 121.411 10.471
2007 80.683 5.131
2006 57.198 7.161
2005 36.625 3.630
2004 36.838 3.119
2003 23.781 1.215
2002 16.170 2.600

Fuente: Elaboracion propia a partir de Boletin de
Exportaciones Pesqueras de Chile. IFOP, 2002.2013.

Con respecto a los precios del rubro congelados, estos han tenido un promedio de 2.276 US$/t, con
maximos registrados el 2008 a 2.774 US$/t y el 2013 a 2.661 US$/t. Los valores para la serie se

muestran en la Figura 18.
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Figura 18.  Precios rubro congelados serie 2002-2013. (Fuente: elaboracién propia a partir de Boletin de
Exportaciones Pesqueras de Chile, IFOP, 2002 a 2013).
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En tanto los precios del rubro conservas, registraron un promedio de 5.184 US$/t, con maximos
registrados el 2008 a 6.046 US$/t y el 2013 a 5.907 US$/t. Los valores para la serie se muestran en
la Tabla 27.

Tabla 27.
Precios rubro congelados y conservas, serie 2002-2013.
Precios choritos (US$/)
Afio Congelado Conserva
2013 2.661 5.907
2012 2.372 5.504
2011 2.460 5.495
2010 2.083 4.695
2009 2.215 5.333
2008 2.774 6.046
2007 2.368 5.491
2006 2.212 5.809
2005 2.034 4.851
2004 2.143 4.616
2003 2.020 4.556
2002 1.972 3.908

Fuente: Elaboracion propia a partir de Boletin de exportaciones
pesqueras de Chile. IFOP, 2002.2013.

Con respecto al origen de los capitales presentes en la industria mitilicultora, hacia mediados de los
90 la inversion extranjera presente fue principalmente de origen espafiol (Tabla 28).

Tabla 28.
Principales exportadores de chorito congelado. 2002.

EXPORTADOR PRODUCCION (t) VALOR FOB (MMUSS$)
TORALLAS.A 2.489,5 5.211,7
SOC. COMERCIAL RIA AUSTRAL LTDA. 1.079,0 1.905,0
BAGAMAR LTDA 768,2 1.459,2
PACIFICGOLD S.A. 754,7 1.321,0
INVERSYSTEM S A. 694,5 1.278,4
GRANJA MARINA CHAUQUEAR LTDA. 315,5 627,2
IMPORTADORA Y EXPORTADORA NANAIMO. 204,9 574,7
COMERCIAL VIENTO SUR S.A. 236,1 431,8
ROMAN Y CIA. LTDA. 186,7 417,1
CONGELADOS DELSUR S.A 183,9 370,4

Fuente: Elaboracion propia a partir de Boletin de Exportaciones Pesqueras de Chile, IFOP, 2002.
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Sin embargo, el crecimiento, evolucién y madurez de un sector industrial normalmente lleva consigo
cambios en los tamafios minimos productivos, con nuevos actores, con una fuerte tendencia a la
integracion vertical, la incorporacion acelerada de tecnologias de mecanizacion de procesos vy el
desarrollo de proveedores de servicios dedicados tradicionalmente al salmén y adaptados
rapidamente a este sector emergente.

En este sentido, la llegada de grandes y nuevos actores, especialmente de capital nacional a este
sector, comenz6 en el 2005, con el arribo de FYS Chile, Blushell, Huimar-paquito, Sudmaris Chile,
Pesquera el Golfo, Camanchaca, Pesquera San José y Mytilus Multiexport, entre otras, las que en
su mayoria comenzaron a operar modernas plantas durante el 2007 para procesar en una primera
etapa, entre 10.000 y 20.000 toneladas anuales.

De esta forma, estos nuevos actores irrumpen en el quehacer productivo de la industria, tal como lo
muestran las Tablas 29 y 30.

Tabla 29.
Principales exportadores de choritos del rubro congelado. 2012.
2012
EXPORTADOR PRODUCCION (t) VALOR FOB
(MMUS$)
BLUE SHELL S.A. 8.289,5 20.839,9
SAINT ANDREWS SMORY DELICACIES S.A. 6.463,4 15.031,7
CIA. PESQUERA CAMANCHACA S.A. 5.985,6 14.978,2
TORALLA S.A. 4.229,1 12.070,5
PACIFIC GOLD S.A. 6.022,4 11.209,6
FYS CHILE S.A. 4.168,5 9.362,7
SOC. COMERCIAL RIA AUSTRAL LTDA. 3.617,5 8.815,9
SOUTH PACIFIC KORP S.A. 2.807,2 6.851,1
SUDMARIS CHILE S.A. 2.693,1 6.449,6
INVERSIONES COIHUIN LTDA. 2.285,5 5.311,9

Fuente: Elaboracién propia a partir de Boletin de exportaciones pesqueras de Chile. IFOP, 2012.
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Tabla 30.
Principales exportadores de choritos del rubro congelado. 2013.
2013
EXPORTADOR PRODUCCION (t) \QA;;&RUZ(;;S
BLUE SHELL S.A. 8.098,8 22.110,0
SAINT ANDREWS SMORY DELICACIES S.A. 7.309,4 19.308,7
CIA. PESQUERA CAMANCHACA S.A. 6.343,2 16.667,6
TORALLA S.A. 4.245,3 13.261,2
SUDMARIS CHILE S.A. 4.342,0 10.986,9
PACIFIC GOLD S.A. 5.138,1 10.350,4
SOUTH PACIFIC KORP S.A. 3.666,5 10.047,4
INMUEBLES CATALUNA LTDA. 3.649,0 9.942,7
INVERSIONES COIHUIN LTDA 3.628,5 9.524,0
FYS CHLES.A. 3.554,9 9.398,3

Fuente: Elaboracién propia a partir de Boletin de exportaciones pesqueras de Chile. IFOP, 2013.

5.12.3 Analisis de la demanda

El andlisis de la serie cronologica de las exportaciones de chorito congelado, muestra que los
mercados de destinos se han mantenido practicamente inalterados durante la ultima década. Para el
2002, el 76% de los envio se concentraba en 5 destinos, liderado por Italia con un 26%, Espafia con
el 23%, Portugal con un 16%, Estados Unidos con un 15% y Francia con un 6%.

11 afios después, si bien hay una mayor diversificacion de los destinos de las exportaciones, Europa
sigue siendo el mercado principal de los choritos chilenos. Es asi como Espafia concentra el 18% de
la demanda, seguido por Francia con el 13%, Estados Unidos con el 13%, Italia con el 10% y Rusia
con el 9%.

La evolucién de los volimenes demandados para los Ultimos afios, se muestra en la Figura 19.

Considerando la alta vulnerabilidad que representa la falta de diversificacion de los mercados de
destino, especialmente considerando la variabilidad de la divisa y la crisis econdmica europea, una
de las principales lineas de accién de las organizaciones gremiales es la busqueda de nuevos
mercados de destino.

En este sentido ProChile, al ser la institucion encargada de promover la exportacion de bienes y
servicios chilenos y de contribuir a la atraccion de inversion extranjera, se ha transformado en un
socio estratégico importante a la hora de establecer viculos sélidos con otros mercados. En este
sentido ProChile cuenta con una serie de instrumentos de fomento que estan siendo utilizados a
nivel gremial o individual por las empresas exportadoras de mitilidos.
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Figura19. Principales mercados de destino choritos rubro congelados. (Fuente: Elaboracién propia a partir
de Boletin de Exportaciones Pesqueras de Chile, IFOP, 2011-2013).

a) Marca Sectorial.
Es un concurso publico para proyectos que busquen potenciar un determinado sector productivo
nacional, mediante la creacion e implementacion de una marca que sea representativa de un sector.

Cada proyecto disefia una estrategia de marca con el objetivo de penetrar uno 0 mas mercados
internacionales, mediante un trabajo asociativo publico-privado que tiene la ventaja de lograr
economias de escala para la difusion y posicionamiento del sector en el extranjero, trabajando su
imagen bajo los atributos asociados a la marca pais.

Los proyectos sectoriales desembocan en marcas genéricas que destacan los atributos de sus
productos o servicios sin distincion de marcas individuales, empresas o grupos de empresas, lo que
permite crear y fortalecer la imagen de los diferentes sectores a nivel internacional, contribuyendo
asi al posicionamiento de Chile en los distintos mercados alrededor del mundo (www.prochile.cl).

En el caso del sector mitilicultor, Prochile en cooperacion con un grupo de empresarios ha financiado
3 proyectos de marca sectorial:

e Mercado de Rusia. Esta iniciativa fue muy bien valorada por el sector, ya que logré incrementar
en 400% las exportaciones durante el periodo de ejecucion del proyecto. Al respecto, y segun
informacién recogida por EI Mercurio, Chile se convirtid en el principal exportador de came
congelada de mejillén al mercado ruso con una participacion de mercado del 77%.

e Mercado de Brasil. Proyecto de 7 meses de ejecucion que permitié incrementar en un 100%
los envios a ese pais (AMICHILE). ProChile destaca los logros de la iniciativa a pesar de no
ser grandes consumidores de mitilidos.

¢ Mercado Chino. Iniciativa en ejecucion y sobre la que se tienen altas expectativas.
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b) Concurso de promocion de las exportaciones silvoagropecuarias y productos del mar.
El Concurso de Promocion de Exportaciones Silvoagropecuarias y Productos del Mar es una
iniciativa desarrollada por el Ministerio de Agricultura y ProChile enfocada en apoyar a las empresas
en sus estrategias de internacionalizacion.

El concurso es una herramienta creada para fomentar las exportaciones de alimentos frescos o
procesados, productos forestales y productos del mar, a través del co-financiamiento y apoyo en la
gestién de diferentes proyectos y estrategias de promocion, tanto de actuales exportadores como de
todo aquel que tenga el potencial para iniciarse en el proceso de internacionalizacion.

El concurso cuenta con mas de 15 areas de apoyo especialmente disefiadas para ajustarse a las
necesidades de internacionalizacion de los empresarios (www.prochile.cl).

Segun informa Roxana Monsalve, ejecutiva de Prochile de Los Lagos, los principales esfuerzos en el
caso del sector mitilicultor estan orientados principalmente al mercado asiatico, especialmente Hong
Kong, y otros destinos de interés como Republica Dominicana, Cuba y Brasil; e involucra iniciativas
tales como:

e Misiones comerciales
o \Visitas de compradores
e Eventos y showrooms orientados especialmente en dar a conocer los producto

¢) Sabores de Chile
Es una mision empresarial en diferentes ciudades del mundo, agrupadas en rutas, y que tiene como
objetivo generar reuniones de negocios bilaterales con empresarios de cada uno de los destinos en
los que se realiza. Con el apoyo de “Sabores de Chile” es posible mostrar los productos y establecer
vinculos de negocio con los compradores o potenciales compradores mas relevantes del sector.

El trabajo conjunto y coordinado entre las 15 Oficinas Regionales y las mas de 50 Oficinas
Comerciales en el mundo, hacen posible organizar agendas de negocios con una seleccion precisa y
personalizada de cada una de las contrapartes involucradas.

Sabores de Chile incluye visitas técnicas en destino, guiadas por expertos de ProChile, en las que es
posible conocer las claves del mercado en puertos de destino, cadenas de supermercados, tiendas
especializadas y bodegas de almacenamiento, a lo que se suman reuniones con expertos de
Aduanas, agentes especializados y otros actores clave del mercado. Ademas, es posible acceder a
seminarios tematicos que sirven para potenciar y posicionar a Chile como un socio confiable para
hacer negocios, y que abarcan temas como promocion turistica, atraccion de inversiones, vinos y
productos, entre otros.
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Con respecto al uso de esta herramienta por parte de los mitilicultores, Sra. Roxana Monsalve indica
que el 2013 se contd con la participacion de 5 empresas del sector. Para este afio aun se
encuentran abiertas las postulaciones y ya se han registrado inscripciones de empresas del rubro.

d) Participacion en ferias internacionales
Participar en ferias internacionales es una oportunidad de tener contacto directo con importadores,
distribuidores, mayoristas y lideres de opinion, exponiendo la marca de interés frente a los miles de
visitantes que recibe el Pabellon de Chile alrededor del mundo.

El objetivo de ProChile es entregar apoyo comercial y logistico en destino, coordinacién de
reuniones con potenciales compradores y facilitacion en la habilitacién y montaje de los stands, entre
otros servicios orientados a la proyeccion internacional de tu negocio.

Segun informo la oficina regional de ProChile en Los Lagos, se encuentra abierta la convocatoria
para la participacién en las ferias de interés, que en el caso de los mitilicultores corresponde a las
asociadas a productos del mar: Feria de Boston en Estados Unidos, Feria de Bruselas en Bélgica y
Feria de Dailan en China.

e)  Acciones de cooperacion con organizaciones gremiales
ProChile a través de su oficina regional, organiza visitas de importadores y periodistas interesados y
se apoyan en las Asociaciones Gremiales para organizar giras tematicas y dar a conocer en terreno
las bondades del producto chileno, desde su origen hasta el destino final.
Adicionalmente se destaca que el accionar de las asociaciones gremiales permite posicionar a la
industria mas alla de un exportador particular.

f)  Acciones frente a demandas concretas de importadores.
Frente a requerimientos concretos de importadores, las respectivas oficinas comerciales toman
contacto con los exportadores del sector. La seleccidn de las empresas se realiza mediante un
proceso de convocatoria y postulacion.

Con posterioridad, las distintas oficinas comerciales realizan una validacién de la informacion
entregada por los exportadores y se verifica que las caracteristicas del producto sean coincidentes
con las del producto demandado por los importadores

g)  Elaboracion de estudios de mercado
Todas las oficinas comerciales realizan normalmente perfiles de mercado, informacion que es
contrastada con el interés de los respectivos exportadores para su priorizacion.

Esta informacion es publicada en la pagina web de ProChile, enviada a las empresas que la puedan
considerar una oportunidad de negocio, y a las Asociaciones gremiales para su difusion.
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De la experiencia relacionada con los mitilidos, la ejecutiva de la oficina regional de ProChile,
destaca la valorizacion del producto chileno en los mercados trabajados, destacando particularmente
el interés de Hong Kong debido a la calidad del producto y la diferenciacién con el producto chino.

5.13. Analisis estratégico
5.13.1 Analisis del medio interno: cadena de valor

El foco del andlisis de la cadena de valor es la unidad estratégica de negocios. El principio
subyacente es que todas las tareas desempefiadas por una unidad de negocios pueden ser
clasificadas en 9 categorias distintas. Cinco de ellas son las llamadas actividades primarias y las
otras cuatro reciben el nombre de actividades de apoyo.

Las actividades primarias son aquellas implicadas en el movimiento fisico de materia prima y de
productos terminados, en la produccidén de bienes y de servicios, y en el proceso de marketing,
ventas y subsiguientes servicios de los productos de la firma. En cierta medida se les puede
considerar como las funciones clasicas de gestion de la firma, en donde hay una entidad
organizacional, con gerencias y jefaturas a cargo de tareas especificas y con pleno equilibrio entre
autoridad y responsabilidad.

Las actividades de apoyo, sin embargo, son mucho mas invasivas. Su papel esencial consiste en
proveer apoyo, no sélo a las actividades primarias, sino que también entre si. Estan compuestas por
la infraestructura de gestion de la firma, manejo de recursos humanos, desarrollo de tecnologia y
adquisiciones (Hax y Majluf, 1994).

5.13.1.1  Descripcion del ciclo productivo

En la industria mitilicultora se distinguen claramente 4 procesos productivos principales, los cuales
son la base de la cadena de valor (Fig. 20):

e Produccion de semillas (63)

e Cultivo de Engorda (1.050)

e Procesamiento (36)

e Comercializacion (50. www.mesamitilidos.cl)

Con respecto al nivel de integracién de estos procesos productivos, la industria identifica los
siguientes perfiles:

e Productores

e Productor integrado con procesador (o también denominado industrial)
e Procesador sin cultivo (o planta)
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Segun la fuente de informacién citada, existen diversas clasificaciones para estos perfiles. Para la
Asociacion Gremial de Mitilicultores de Chile, la categorizacion de productores se debe realizar en
funcion del volumen de produccién. Los productores menores corresponden a aquellos con menos
de 2.000 toneladas de materia prima, los medianos asociados a una produccion entre 2.000 y 4.000
toneladas y los grandes con sobre 4.000 toneladas por ciclo productivo. Distinta es la vision del
Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura, quien categoriza de acuerdo a las hectéareas
concesionadas.

Con respecto a los industriales, estos se identifican como medianos o grandes en relacién a la
capacidad de elaboracién de producto final, siendo las 2.500 toneladas la cota que separa ambos
grupos.

a)  Captacion de Semillas
La obtencion de semilla se realiza mediante captacion natural en zonas de reproduccion del chorito
de banco natural o donde existen cultivos, siendo el desarrollo de hatcheries alternativas que por lo
pronto no presentan en Chile ni en el mundo soluciones que logren costos y rendimientos
apropiados para la industria.

Para el abastecimiento de semillas, los mitilicultores tienen varias modalidades, ya sea realizar la
captacion en su propia concesion, comprar el servicio de captacion en lugares tradicionales, comprar
el servicio de captacion en diversos centros privados que ofrecen distintas modalidades de servicios
de captacion de semilla, comprar las semillas en colectores, comprar las semillas a granel.

Respecto de semilleros, existen 5 grandes areas para la captacion: Yaldad, llque- Huelmo, Quillaipe-
Metri, Estuario del Reloncavi y Hornopirén-Pichicolo.
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Figura 20. Diagrama de flujo del ciclo productivo (www.moluscoschile.cl).
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Esta actividad puede realizarse con un muy bajo nivel de inversion y en pequefias superficies. Se ha
definido que en 5 hectareas puede colocarse 20.000 colectores de los cuales se obtendra mas
habitualmente entre 8 a 12 kilos de semilla por colector (Bagnara et al, 2008). Los colectores
utilizados son de pafio de red en desuso y red trenzada, puestos en sistema suspendido y su
longitud es de 4-8 m. La densidad de colectores por unidad de sistema suspendido es mayor que la
de las cuelgas de crecimiento llegando, por ejemplo, a 10-15 colectores/m de linea madre. Estos son
puestos generalmente a partir de octubre y mantenidos entre 4 a 6 meses. Este periodo coincide con
la época de desove y reclutamiento (Pizarro, 2008)

Un parametro estimado de produccion es que 1 kilo de semilla produce potencialmente 10 kilos de
choritos.

Entre los productores de semillas se observa una variedad de participantes, desde pequefios
productores hasta empresas de gran envergadura que han ingresado a la industria en el ultimo
tiempo y comienzan a generar sus centros semilleros.

b)  Centros de engorda.
Los cultivos se desarrollan principalmente en el Archipiélago de Chiloé y en Calbuco, debido a la
calidad de las aguas y a las condiciones ambientales favorables para el desarrollo de este recurso.
Chiloé representa el 81% por ciento de la produccién, siendo secundada por la zona de Calbuco y
Puerto Montt.

A inicios de la década del 90, existian principalmente balsas de madera, generalmente de 4 x 6 m,
solo pocos experimentaban con sistemas suspendidos denominados long-line. Hacia fines de la
década del 90 se comienza a utilizarse los long-line dobles de 100 y 150 m sostenidos por flotadores
cilindricos principalmente poliestireno expandido 200 y 250 I, desnudos o forrados. A comienzos del
2000, comienzan a incorporarse boyas de plastico, para long-line dobles y algunos aumentan la
longitud de sus lineas a 200 o0 300 m, siendo mas exitosas las de 150 metros.

Hoy existe la tecnologia para realizar todos los disefios del sistema y los calculos correspondientes
de fondeo y materiales necesarios para que el sistema no colapse por lo cual las empresas pueden
instalar sus centros con seguridad en profundidades de hasta 200 metros.

El sistema de produccion generalmente no contempla manejos adicionales entre siembra y engorda,
pues las cuerdas son sembradas para llegar a la cosecha sin necesidad de posteriores raleos o
desdobles. La cosecha generalmente es manual, realizada por cuadrillas de trabajo apoyados de
una plataforma de trabajo que cuenta con tecles y roldadas. En ocasiones los productores pueden
contratar el servicio a terceros (Pizarro, 2008).

¢) Industrializacion en plantas de proceso
En Chile los productos congelados y enlatados son los dominantes, en el caso de congelados que
representa gran parte de volumen exportado, casi toda la produccién es de carne de choritos con
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algunas producciones menores de empacado al vacio entero y también la presentacion de media
concha. En la medida que ha crecido la industria chilena de mitilidos se ha ido especializando en
productos elaborados. Si bien desde su origen hay una participacién de la industria conservera con
predominancia de esa forma de elaboracion y venta en lo industrializado, desde el afio 2000 se
revierte esa caracteristica y pasa a tener preponderancia la produccién de choritos congelados.

Las empresas dedicadas al procesamiento y elaboracién de mitilidos suman 36 de acuerdo a los
datos de la Mesa de Mitilidos, las cuales se concentran en Puerto Montt, Chiloé y Calbuco. Cabe
sefialar que la categorizacién de las plantas de proceso en Chile esta relacionada primero con la
calidad de la infraestructura que estas poseen y de los procesos que son capaces de realizar, lo que
les abre la posibilidad de exportar a mercados con mayores exigencias sanitarias, las de tipo A
permiten exportar a los mercados de Estado Unidos, Europa, y sudeste asiatico, las de tipo B
permiten la entrada a los mercados existentes dentro de América latina y por dltimo las de tipo Cy D
permiten la venta de productos marinos para consumo directo dentro del Chile.

5.13.1.2 Actividades primarias

Las actividades de la cadena de valor constituyen la base de los factores controlables para lograr
superioridad competitiva. Su analisis lleva a la identificacidn de los factores criticos de éxito que son
centrales para competir y a la comprension de como desarrollar las competencias singulares que
proveen la base para un sélido liderazgo.

a) Logistica de entrada
Respecto de los Insumos para manipulacién y transporte de materias primas, se verifica la
necesidad de mejorar los formatos y materialidad de los insumos actualmente utilizados tanto para
semillas como cosechas, mediante la busqueda de nuevas soluciones que permitan la disminucion
de perdidas por rompimiento o condicion de los individuos trasladados entre centros.

Al mismo tiempo es necesario buscar alternativas de acopio y transporte que consideren tecnologias
que aseguren las caracteristicas organolépticas de las materia primas, tal como ocurre en otras
industrias acuicolas, dejando de lado los sistemas de transporte en sacos o mallas para pasar a la
utilizacion de bins, maxisacos o sistemas de bandejas.

b) Operaciones

La historia de la mitilicultura como la segunda actividad econémica del area acuicola, es reciente y
exitosa, lo cual ha garantizado un claro camino de liderazgo mundial. Este proceso de aprendizaje
se ha sustentado fundamentalmente en la utilizacion de las ventajas comparativas que ofrece la
Regién de Los Lagos para el cultivo de esta especie como clima, geografia y calidad del agua; y la
maximizacién de las ventajas competitivas a través de la busqueda y adaptacion de tecnologias
externas, la generacion de una oferta de proveedores locales, la fuerte inversion e infraestructura y
el fortalecimiento del capital humano.
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Las crecientes proyecciones de venta de los actuales y potenciales mercados exigen estandares de
calidad e inocuidad. Asi, para potenciar las actuales tasas de crecimiento de la industria, se requiere
una rapida busqueda de alternativas que apunten a solucionar los puntos criticos que le restan
productividad y competitividad a la industria de los mitilidos en Chile.

En este sentido, la industria debe resolver una serie de factores limitantes asociados principalmente
con aspectos bioldgicos, sanitarios, uso de espacios y de sustentabilidad, que de resolverse
adecuadamente permitiran consolidar a la industria a través del aumento de su produccion, la
disminucion de los costos en sus fases primarias mediante la incorporacién de procesos de
innovacion, tecnologias y de nuevas estrategias para lograr instalar a nuestra industria como
productora y competidora de clase mundial.

Al respecto, segun lo indicado por Yohana Gonzélez de AMICHILE, una de las aristas de trabajo de
esta Asociacion Gremial esta orientada al estudio de la capacidad de carga de las principales zonas
productivas de la region, la implementacion de modelos de capacidad y el ordenamiento territorial,
las que junto a iniciativas, como las agrupaciones de concesiones promovidas por SUBPESCA,
buscan obtener beneficios asociados al ordenamiento productivo y la economia de escala.

En relacion a la identificacion de necesidades, especialmente en lo relacionado con los aspectos
productivos, la fase de captacion semillas debe redoblar esfuerzos en el manejo de los parametros
Optimos de puesta de colectores, el estudio de las variables que generan incertidumbre en el
proceso de captacion de semillas y la necesidad de mejorar métodos y procesos productivos para el
aumento de produccion de semillas utilizables en la fase de engorda.

Para la misma fase, pero asociado a tecnologias productivas, las principales carencias en la etapa
de captacion son la falta de equipos y maquinarias para la automatizacién y estandarizacion de
diversos procesos productivos, como por ejemplo, en la elaboracidn y puesta de colectores, en las
faenas de cosecha, en obtencién de semillas seleccionadas y desgranadas, la implementacion de
tecnologias para cosecha submarina para optimizar rendimientos, tiempos y costos de captacion,
entre otros.

Al respecto el desarrollo de tecnologia de hatchery surge como una alternativa siempre y cuando
ésta pueda en el futuro lograr una productividad adecuada a las necesidades de la industria,
especialmente en lo relacionado a costos y rendimientos.

Desde el punto de vista de los servicios de apoyo, corresponde a los servicios de monitoreo
oceanografico y larvario en la columna de agua que permitan mejorar los procesos de captacion y
rendimiento de las actuales areas de captacion y la busqueda de nuevas areas apropiadas para el
desarrollo de captacién del medio natural.

Sobre la fase de engorda, las brechas asociadas a aspectos productivos se concentran en la falta de
homogeneidad y estandarizacion productiva que permita mejores rendimientos en los cultivos, la
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necesidad de metodologias, técnicas y estrategias de manejo productivo que optimice los procesos
de siembra y cosecha, y la necesidad de potenciar los diversos procesos en aquellas empresas de
menor tamafo con el desarrollo de tecnologias accesibles en costo para disminuir las brechas
existentes.

En el aspecto tecnoldgico se detecta la necesidad de contar con mejores técnicas, practicas y
métodos de produccidn que permitan hacer mas eficientes los procesos de siembra y cosecha, el
manejo en el agua de la produccion y sistemas que permitan conocer el estado de cultivos en
términos de biomasa y el uso espacios disponibles para la produccion.

Adicionalmente surge la necesidad de implementar nuevos sistemas de cultivo como lineas sinfin,
lineas sumergidas, en zonas mas expuestas, etc.; junto a sistemas de acopio y transporte de
cosechas con la finalidad de disminuir pérdidas, reducir tiempos y desechos producidos.

Con respecto a los servicios de apoyo, se detectan ineficiencias y carencias en los servicios de
siembra y cosecha relativos al grado de profesionalizacién, n°® de prestadores, uso de mecanizacion
y costos de dichos servicios; adicionalmente se verifica la necesidad de contar con lugares
habilitados como sectores de playa y centros de desembarco a lo largo de la Regién de Los Lagos
con servicios para descarga y estiba de materias primas adecuados a la mitilicultura, ademas de
servicios de transporte maritimo y terrestre de cosechas que cuenten con mejores condiciones de
acopio y mantencion de dichas materias primas.

Otros servicios a mejorar son los de fondeo e instalacion de lineas de cultivo, dado la implicancia
que tiene una mala instalacion o dimensionamiento de los centros en los costos finales por efectos
de pérdidas de materiales y sistemas de cultivo instalados. Adicionalmente los servicios de
certificacion y laboratorios, evidencian altos costos para los usuarios o productores mas pequefios.

Finalmente la fase de procesamiento, y en lo asociado a la produccion, se detecta la necesidad de
contar con un mejor abastecimiento de materia prima en calidad, cantidad y oportunidad,
especialmente en lo relacionado con materia prima de calidad mas homogénea para mejorar los
rendimientos finales de los productos elaborados.

Complementando lo anterior, se identifica entre las principales necesidades, carencias y obstaculos,
la falta de nuevas técnicas y préacticas productivas que permitan contar con materia prima afio
completo, la falta de estrategias de planificacién de produccién de la industria en general, también se
sefiala la escasa utilizacion de tecnologias limpias, como UV y 0zono; y biotecnologia como fuentes
de solucién a los problemas actuales y para la busqueda de nuevos desarrollos y subproductos
procesados con potencial en nuevos nichos de mercado.

Adicionalmente, se identifica la necesidad de fortalecer las capacidades del capital humano de la
industria en general, tanto en términos de uso de nuevos conocimientos y tecnologias, como en el
adiestramiento en la utilizacién de equipamientos y maquinarias de interés de la Industria.
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c) Logistica de salida
Chile ha sido reconocido mundialmente como una potencia alimentaria en lo relacionado a pesca y
acuicultura, por lo que una de las principales fortalezas de la industria tiene relacion con la
consolidacion de sus canales de comercializacion.

d)  Marketing y ventas
Uno de los principales esfuerzos de los exportadores, de las organizaciones gremiales y de las
entidades del fomento del Estado como Corfo y ProChile, esté orientado a la diversificacion de los
mercados de destino de los productos de la mitilicultura.

Tal como se sefiald en el andlisis de la demanda, la serie cronoldgica de las exportaciones de
chorito muestra que los mercados de destinos se han mantenido practicamente inalterados durante
la ultima década. Actualmente el principal destino es Europa dado que Espafia concentra el 18% de
la demanda, seguido por Francia con el 13%, Estados Unidos con el 13%, Italia con el 10% y Rusia
con el 9%.

Las principales brechas se presentan por esta tradicional concentracién de mercado que no solo
hace vulnerable a la industria nacional frente a los avatares de un mercado particular, sino que limita
la capacidad productiva.

Segun comento Yohana Gonzalez de AMICHILE, la industria posee capacidad de crecimiento en la
medida que el mercado lo demande y es por ello que se trabaja fuertemente en consolidar la
apertura de los mercados trabajados durante los Ultimos afios: Rusia, Brasil, China, entre otros.

Con respecto al mercado nacional, las iniciativas desarrolladas para la promocién del consumo
nacional, como el “Disefio de estrategia de imagen y posicionamiento para el mercado nacional”
elaborado por el Programa Territorial Integrado - PTI Mitilidos, no cumplié en su momento con las
expectativas de los gremios, particularmente por el retorno de los recursos invertidos en iniciativas
orientadas a potenciar el consumo interno. Al respecto, y sélo en términos de rentabilidad, los
recursos invertidos en apertura de mercados externos tienen mayor rentabilidad que los orientados
al mercado nacional.

e)  Servicio
El area del servicio de post venta es fundamental para consolidar la fidelidad de los clientes con el
producto, y es una de las tareas a fortalecer especialmente en momentos en que la diversificacion y
consolidacion de mercados es un punto critico para el sector mitilicultor.
5.13.1.3 Actividades de apoyo

Tal como se mencion6 anteriormente, las actividades de apoyo estan esparcidas, abarcando todos
los aspectos de la organizacion.
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a) Infraestructura de la firma
En cuanto al ambito infraestructura productiva, se verifican como principales carencias, obstaculos y
necesidades tecnoldgicas el deficiente desarrollo de infraestructuras productivas en mar vy tierra,
como por ejemplo plataformas mecanizadas de trabajo, barcazas adaptadas a la mitilicultura,
plataformas especiales adaptables a condiciones de trabajo en zonas méas expuestas, infraestructura
para carga y descarga de cosechas, como principales aspectos.

Con respecto a la fase de procesamiento, se estima que existe capacidad de procesamiento ociosa
que no es cubierta por la actual capacidad productiva de los centros de engorda (Pizarro, 2008).

Con respecto a la infraestructura asociada al transporte, es necesario destacar que dadas las
caracteristicas de la Macrozona Austral, el sector acuicola utiliza un sistema de transferencia
multimodal, maritimo—terrestre y aéreo, para el transporte de sus insumos y productos, que dado su
dinamismo y orientacion exportadora, es necesario evaluar permanentemente.

Los mayores niveles de congestion ocurren en los puntos de transferencia modal maritimo—terrestre;
que un problema a resolver es la inexistencia de operadores regulados en las facilidades portuarias
publicas, lo que genera riesgos sanitarios y de eficiencia; que para Los Lagos los ejes viales ruta 7
(Puelche/Hornopirén), ruta costera Chiloé (Quemchi/Dalcahue), son las rutas principales para el
transporte del sector; y que el grado de congestidon vial en el tramo Castro/Quellon, permite
vislumbrar la necesidad de mejoras en cuanto a la ampliacion de caminos.

Existe una cartera de iniciativas compuesta de 20 proyectos, de los cuales 9 corresponden a
infraestructura vial y 7 proyectos portuarios para la Region de los Lagos. (Acua Ltda., 2012)

b) Manejo de recursos humanos
En cuanto a la mano de obra de la industria, las principales falencias y necesidades identificadas
guardan relacion con la falta de mano de obra calificada, semicalificada y no calificada en la
industria, segmento que es el de mayor presencia.

Segun lo antecedentes presentados por la Direccion del Trabajo, respecto a las condiciones de
trabajo en la industria del chorito para productores con mas de 10 trabajadores, las funciones
especificas consignadas a labores productivas representan el 81,4% de las contrataciones y éstas
corresponden a jefes de centro, asistentes de centro, buzos mariscadores bésicos, buzos
mariscadores intermedios, operarios, administrativos en area productiva y otros trabajadores como
jefes de patio, apoyo productivo, personal de mantencion. De este universo, el 76,7% de los
ocupados en labores productivas cumplen funcién o cargo de operarios (Figura 21).

Para el caso de las plantas de proceso, las que concentran el mayor volumen de contratacion, el
78,8% de los trabajadores corresponden a personal no calificado y el 15.7% a profesionales,
técnicos y trabajadores calificados que se desempefian principalmente en la direccion y control del
proceso de elaboracion.
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Figura 21.

Esto dado que los actuales sistemas de produccion utilizados requieren la realizacion de muchas
faenas manuales o tradicionales tanto para la siembra como cosecha, por lo que se requiere de
muchas horas hombre para realizar los diversos procesos productivos tanto la fase de captacion
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Distribucidn porcentual del personal que realiza labores productivas contratado en centros de

produccion con mas de 10 trabajadores (Diaz, 2010).

como de cultivo mismo.

Se requiere en la actualidad una mayor calificacion y adiestramiento del recurso humano y
fortalecimiento del capital humano que posee la industria, razén por la cual se hace imperioso
desarrollar programas de adiestramiento y de formacion de capacidades técnicas relevantes a todo
nivel, con miras a fortalecer la base de sustento actual de la cadena productiva (Pizarro, 2008),
especialmente considerando el nivel de escolaridad presente en los trabajadores, segiin muestra la

Tabla 31.

Tabla 31.

Grado de escolaridad de los trabajadores de empresas de chorito.

Bisica incompleta
Bisica completa
Media incompleta
Media completa
Superior incompleta
Superior completa
Tatal

Fuente: Diaz, 2010.
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Adicionalmente, el analisis de caso presentado por la Direccion del Trabajo, da cuenta de brechas
importantes relacionadas con remuneraciones en comparacion con otros sectores industriales. Se
indica que es posible concluir que las remuneraciones promedio imponibles de los trabajadores de la
industria de choritos son bajas debido principalmente a que la cadena productiva agrega poco valor
al recurso chorito, en tanto sale al mercado de destino con reducida transformacion. O, dicho de otro
modo, que los trabajadores cumplen su actividad realizando, en general, operaciones manuales con
ayuda de herramientas simples, dado lo cual no requieren niveles de calificacion o aprendizaje
sofisticados (Diaz, 2010).

Otra de las brechas tiene relacion con higiene y seguridad, particularmente con la necesidad de
generar de acciones y procedimientos preventivos que eviten accidentes laborales y enfermedades
profesionales. Las estadisticas del periodo analizado indican que un 6,6% del total de trabajadores
contratados, presentaron en los ultimos seis meses licencias por accidentes y enfermedades
derivadas del trabajo. Sin embargo el dato mas fuerte, es que en el Ultimo afio calendario fueron
consignados sendos accidentes con resultado de muerte para trabajadores (Diaz, 2010).

Otra de las aéreas con brecha tiene relacién con la organizacion sindical e instrumentos colectivos.
Si se analizan sélo las empresas de mayor tamafio, sélo el 29% registra conformacion sindical, un
25% instrumentos colectivos y 33% comités bipartitos de capacitacién. Lo anterior cobra gran
relevancia si se considera que este ultimo es una herramienta central para elevar el capital humano
y con ello la productividad del trabajo.

Finalmente destacar las brechas de género, orientadas principalmente a la disponibilidad de salas
cunas, las diferencias salariales y la segmentacion segun puesto de trabajo o funcién. Dado que los
hombres se desempefian mayoritariamente en tareas del area productiva, tiene una mayor
estabilidad laboral que las mujeres que se desempefian principalmente en plantas de proceso,
donde hay un importante porcentaje de contratos temporales.

¢) Desarrollo de tecnologias
En el area del desarrollo de tecnologias, los esfuerzos se deben orientar hacia la generacion de
mejoras en la estandarizacién productiva, la optimizacion logistica, la condicion sanitaria y
fortalecimiento de competencias del recurso humano.

Se identifican principalmente tecnologias y técnicas orientadas a la seleccion, clasificacion y
desgrane de cosechas tanto para semillas como para engorda, las que permiten un mejor manejo
de densidades de siembra; tecnologias de cultivo smart line, sistemas de cultivo sumergido y de
zonas mas expuestas. Asimismo, es relevante la utilizacion de mejores sistemas y técnicas de
analisis de aguas para captacion de semillas y para acopio y transporte de materias primas, con la
finalidad de aumentar la eficiencia en la produccién y la disminucion de pérdidas por
desprendimiento o deterioro de la condicion de los individuos cosechados.

La tecnologia de hatchery aparece como alternativa tecnoldgica relevante en la medida que las
técnicas actuales puedan ser mejoradas en cuanto a capacidad productiva de gran escala en
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espacios reducidos y que garanticen costos de produccion acordes a la realidad de la mitilicultura
nacional. Otro tipo de tecnologias relevantes se refieren a aquellas que permitan un manejo de
produccion para afio continuo y aquellas de informacion satelital.

En relacion a los conocimientos relevantes para el sector, destacan aquellos relativos a la
determinacion de capacidades de carga de zonas de cultivo, actuales y potenciales, el
establecimiento de conocimientos e informacion de disposicion amplia para productores sobre
parametros y variables ambientales y el desarrollo de métodos in situ de deteccion de toxinas.

En este contexto se hace necesario el fortalecimiento de organismos o plataformas con recursos
humanos profesionalizados de apoyo a la industria y que actien en concordancia con los
requerimientos concretos de la industria.

d) Adquisiciones
Las brechas identificadas en adquisicion de insumos y materiales para la etapa de mar guardan
relacion con cuerdas y cabos, donde existe la necesidad de estandarizar la calidad de los multiples
materiales utilizados tanto en captaciéon como fase cultivo, y por otra parte la busqueda de nuevos
materiales idoneos a las condiciones propias de la mitilicultura nacional. En este sentido, el alto
costo de los insumos, cabos mussels, también se presentan como un obstaculo para un mejor
desempefio de la actividad sobre todo para pequefios productores.

Respecto de los insumos de flotacion, existe un alto consenso en los productores mas pequefios
respecto del alto costo relativo de flotadores para mitilicultura, siendo estos el insumo méas caro en la
actividad. Actualmente se verifica la necesidad de mejorar la materialidad de este insumo
especialmente ante la puesta en vigencia de la normativa establecida en el Reglamento Ambiental
para la Acuicultura (RAMA) relativa los flotadores para colectores y cultivo de choritos instalados en
la jurisdiccion de Castro.

En lo relativo a empaques del producto final, existe la necesidad de contar con nuevas alternativas
tanto en materialidad como formato para la elaboracion y ampliar los nichos de comercializacién de
productos finales a mercados destinos que exigen mayor valor agregado o mayor sofisticacién en la
presentacion del producto final.

La sistematizacion del analisis interno se muestra en la Figura 22.

5.13.2 Andlisis del medio externo

La definicion de la posicion competitiva de un negocio requiere de la evaluacién de la industria en la
que esta inserta. El marco de referencia mas influyente y el mas ampliamente empleado es el modelo

de las 5 fuerzas propuestas por M. Porter, quien postula que hay 5 fuerzas que conforman la estructura
de laindustria y dan cuenta de las relaciones que se establecen entre estos componentes.
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5.13.21 Amenaza de nuevos participantes

Si bien la industria mitilicultora es la segunda en importancia del sector acuicultora nacional, existe
una serie de condiciones del entorno que deben ser mejoradas para consolidar a este sector
industrial.

Las principales amenazas para la incorporacién de nuevos participantes tienen relaciéon con la
inversion 'y con la rentabilidad esperada. La industria ha realizado altas inversiones, similares a las
realizadas en la industria salmonera, y la rentabilidad percibida durante los ultimos afios,
especialmente en el segmento industrial, no ha tenido los resultados esperados. Segun informacion
entregada por AMICHILE, hay participantes que se mantienen en el sector principalmente por la alta
capacidad instalada méas que por los retornos generados. La busqueda de rentabilidad se orienta al
volumen de ventas.

Por otra parte, la capacidad de crecimiento por lo pronto se orienta a las fusiones, como la de Saint
Andrews Smory Delicacies S.A. y FYS Chile S.A., y compra de concesiones, ya que el otorgamiento
de concesiones por parte de la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura, se encuentra congeladas
hasta el 2015.

Otra de las amenazas identificadas tiene relacion con la dependencia de variables ambientales.
Mucho se ha hablado sobre la importancia de la captacion de semilla para el éxito del proceso
productivo, como también del desconocimiento existente sobre los factores que influyen en su
variabilidad interanual. Al respecto, se espera que iniciativas orientadas a fortalecer el conocimiento,
como las ejecutadas actualmente por el Instituto Tecnologico de la Mitilicultura, INTEMIT, entre
otras, aporten en este sentido.

Adicionalmente la industria presenta grandes desafios en el area normativa sanitaria y ambiental que
se mantienen pendientes. En términos sanitarios, particularmente sobre las nuevas técnicas de
deteccidn de toxinas marinas que exigira el mercado a partir del 2015, su aplicabilidad y técnicas
alternativas.
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Figura22. Sistematizacion de la cadena de valor.
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Con respecto a las oportunidades, grandes capitales chilenos originados en la industria pesquera y
salmonera derivaron en la mitilicultura ante la necesidad de diversificar su produccién. Con este
respaldo y canales de comercializacion desarrollados para los productos del mar, la industria del
chorito, que presenta tasas crecientes de consumo en el mundo, se percibié como una muy buena
alternativa. Sin perjuicio de lo anterior, una de las principales éreas de trabajo durante los ultimos
afos, ha sido la apertura de nuevos mercados, obteniendo excelentes resultados especialmente con
la marca sectorial Patagonia Mussel en el mercado ruso, brasilefio y prontamente se espera que en
el Chino.

El apoyo de ProChile con su diversos programas, junto a otras iniciativas ejecutadas anteriormente
como el apoyo de Corfo al Cluster y al PTI, buscan apoyar el crecimiento del sector, sin embargo se
percibe la necesidad de contar con una mayor respaldo del Estado en herramientas de fomento para
consolidar el crecimiento del sector. Actualmente con recursos del Gobierno Regional de Los Lagos
se establecid la Mesa de Mitilidos, instancia orientada a coordinar acciones entre organismos
publicos y privados, proponiendo lineamientos estratégicos de fomento productivo e innovacién y
que aporten a la competitividad y al desarrollo sustentable del sector, por lo que se esperan avances
en las 4 tematicas abordadas para los comités establecidos: fomento, normativa sectorial,
innovacion y capital humano.

5.13.2.2 Rivalidad entre competidores

Chile se ubica dentro de los principales productores de mitilidos a nivel mundial. Tradicionalmente
ocupo el cuarto lugar después de China, Tailandia y Espafia, sin embargo durante el 2013 se
posiciond en el tercer lugar desplazando a Espafia. Con respeto a las dificultades que enfrentan
estos paises y que posicionan a Chile como productor de gran calidad, comentar que China se
caracteriza por un producto de menos calidad debido a los problemas sanitarios que enfrenta, la
calidad de sus aguas y las propiedades fisicas del producto final, por su parte Espafia registra
recurrentes fenémenos de floracién de algas nocivas y restricciones para el crecimiento en zonas
tradicionalmente productoras como Galicia.

Al respecto Chile se ha visto enfrentado a eventos de floracion puntuales siendo controlados sus
efectos a través del Programa de Sanidad de Productos Bivalvos (PSMB) y otras instancias de
seguimiento del fendomeno como el Programa de Marea Roja desarrollado por el Instituto de
Fomento Pesquero desde Los Lagos a Magallanes.

La calidad de las aguas y las condiciones ambientales del mar interior de Chiloé y Llanquihue, son
extremadamente propicias para el crecimiento de los mitilidos, condiciones que aseguran un
producto de calidad mundial, las cuales deben ser potenciadas para sostener y aumentar la
capacidad de crecimiento por la que apuestan los distintos sectores productivos, ya que el
incremento de los retornos que la industria espera obtener son a través del incremento productivo,
mas alla del valor agregado que se pueda dar al producto.
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La convivencia de empresas de distinto tamafio productivo y nivel de integracion agrega una
dindmica industrial interesante. Los pequefios productores centran su fortaleza en la calidad del
producto ofrecido a las plantas o industriales de mayor, para quienes este suministro permanente
permite apoyar la fase de instalacion y crecimiento, diversificando el origen de las zonas de
extraccion, ampliando las ventanas de cosecha y con ello el ingreso de materia prima al proceso de
elaboracion y reduciendo el riesgo de presencia de marea roja que afecte la disponibilidad de
producto final. El aspecto negativo de esta sociedad compra-venta es que los productores tienen la
percepcion de que las plantas deciden arbitrariamente sobre precio, cantidad y mermas.

Por otra parte, la presencia de grandes capitales ha generado la operacion de empresas integradas
verticalmente las cuales trabajan con altos volumenes de produccion, lo anterior debido a la
necesidad de competir con volimenes importantes para ingresar a nuevos mercados que requieren
de éstos para operar, ademas de generar economias de escala que permitan respaldar el grado de
tecnificacion incorporado.

En esta diversidad de escenarios, la asociatividad cobre importancia, acercando posturas entre los
distintos actores de la industria, apoyando y representando a los miembros a través de una estrecha
relacion entre los organismos publicos y privados y contribuyendo al desarrollo, perfeccionamiento y
reconocimiento de la industria nacional. Sin embargo existe diversidad entre las distintas
asociaciones en términos de organizacién, planes de trabajo, recursos técnicos y financieros para la
ejecucidn de sus respectivas misiones.

Las organizaciones presentes son AG de Cultivadores de Moluscos de Calbuco, AG de Mitilicultores
de Quelldn, AG de Acuicultores y Trabajadores del Mar Estero Yaldad, AG de Mitilicultores de Chile
AMICHILE, AG de Productores de Mitilidos de Chiloé, AG de Acuicultores de Queilén, AG de
Microempresarios de la Mitilicultura de Hualihué.

5.13.2.3 Amenaza de sustitutos

Dentro del rubro de los mitilidos, son los choritos los que representan el segmento mas significativo
con mas del 97% de la produccion. Sin embargo existe un potencial escasamente explotado en las
cholgas y el choro zapato, que segun lo expuesto en el encuentro “Didlogo para la productividad de
la Acuicultura” convocado por el Ministro de Economia durante Octubre del presente afio.

5.13.2.4 Poder de negociacion de los compradores
El tipo de relacién con los compradores, y por ende su poder de negociacién, depende de la
confianza establecida tanto con el mercado de destino, como con el comprador. Esta claramente

definido que en la medida que los compradores estén cautivos las facilidades de intercambio seran
mayores.
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Los requisitos para el ingreso de producto, dependeran de los requisitos establecidos por cada pais.
En este sentido los requisitos establecidos por el mercado tradicional de la mitilicultura, Europa y
estados Unidos, son ampliamente conocidos y no representan un gran desafio. Distinta es la
situacion con los nuevos mercados que estan siendo explorados por la industria: Rusia, Brasil y
China.

El mercado ruso es definido como complejo, especialmente por los requisitos documentales,
solicitud de muestras, etiquetado y poca seriedad a la hora de los acuerdos, entre otros. El mercado
brasilefio se ha vuelto mas exigente por la necesidad de resguardar su patrimonio sanitario y debido
a la deteccion de ingresos de producto irregulares especialmente desde China.

Para ingresar a Brasil, todos los productos de origen animal, frescos o procesados, estan sujetos a
aprobacion previa de sus rotulos/etiquetas por parte del Ministerio de Agricultura, Pecuaria y
Abastecimiento (MAPA), especificamente evaluados por parte del Departamento de Inspeccion de
Productos de Origen Animal (DIPOA). Actualmente la obtencion del registro DIPOA, vélido por
planta y producto autorizado, esta demorando de 3 a 4 meses, pero una vez obtenido tramitacion de
despacho es expedita.

El mercado asiatico en general es muy exigente en cuanto a calidad del producto, debido a su
amplia experiencia como potencia acuicola. Estan especialmente interesados en conocer en terreno
todo el proceso de produccion y a realizar pruebas a los productos.

Con respecto al pago de compromisos, existen varias alternativas que dependeran de la confianza e
historial establecido con el comprador. Las mas utilizadas son las cartas de crédito en las
modalidades abierto y confirmado, 30, 45 o 60 dias, o0 mas; y la Cash Against Document (CAD), la
que consiste en transferir al importador los documentos que representan la propiedad de la
mercancia, contra el pago efectuado por la misma; el cual consiste en un porcentaje del orden del
20% a 30% como anticipo y el saldo contra documentos para la liberacién de contenedores del
puerto de destino.

5.13.2.5 Poder de negociacion de los proveedores

Sin duda la existencia de una fuerte industria salmonera con amplia presencia en la zona sur de
Chile ha generado, en consecuencia, una amplia variedad de empresas nacionales e internacionales
productoras de bienes y servicios, que han sido aprovechados por otros rubros de la acuicultura,
como la produccion de mitilidos. En este sentido, la fortaleza del &rea de bienes y servicios hace
que la integracion hacia el area productiva no sea una alternativa atractiva, debido a que en esencia
funcionan como un sector industrial mas.

Las tareas pendientes en el area se relacionan con la prestacion de servicios, especialmente en el
area de las operaciones. Dada la temporalidad de prestaciones como las cosechas, existe una oferta
limitada y de alto valor, lo que afecta principalmente a las empresas productoras de menos tamaro.
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Pero sin duda la mayor amenaza para los proveedores y, a la vez oportunidad para la industria
productora, es el bajo poder de negociacidn de los primeros en lo relacionado a los plazos de pago.
En términos generales los plazos de pago se concentran entre los 60 y 90 dias, generando
normalmente dificultades en los pequefios prestadores de bienes y servicio. Esta situacion deberia
ser regularizada con la entrada en vigencia de la reforma tributaria.

La sistematizacion del analisis externo se muestra en la Tabla 32.

5.14. Cuantificacion econémica social

5.14.1

Analisis del problema

El arbol de problemas, se presenta en el Anexo 9.

5.14.2. Evaluacion economica

A partir de la recopilacion de antecedentes presentados precedentemente, se establecen los
parametros utilizados en la evaluacion econdmica.

Dado que los resultados del proyecto dan cuenta de que no hay un efecto de bioacumulacion en los
mitilidos bajo los escenarios analizados, la evaluacion econémica no considera una situacion de
deteccidn de residuos de productos terapéuticos sobre la industria mitilicultora.

5.14.21 Variables de entrada

La determinacién de los parametros de entrada del modelo se realizé a partir del analisis de los
antecedentes presentados, para posteriormente definir una distribucion de frecuencia y sus
parametros para incorporar en las simulaciones.

Tasa de crecimiento. Para la definicion de la tasa de crecimiento se consider6 el historial de
incremento de exportaciones durante los ultimos 5 afios y los antecedentes entregados por
AMICHILE. El valor del modelo corresponde a un 6% y la simulacion se realizb6 con una
distribucion triangular con valor minimo de -18%, valor promedio de 6% y valor maximo de 44%.
Precio promedio. El precio del modelo se determind con el promedio de los ultimos 5 afios y
la simulacion se realizd con una distribucion normal con media de 2.276 (US$/t) y con una
desviacion estandar de 257,1.

Costo de produccién. Se determind a partir de antecedentes presentados por Pizarro, 2008,
en el Informe Final de consultoria innovaciéon tecnolégica PTI industria mitilidos, y
contrastados con antecedentes del sector. El valor del modelo corresponde a un 2.200
(US$/) y la simulacion se realizd con una distribucion triangular con valor minimo de 1.900
(US$1t), valor promedio de 2.200 (US$/t) y valor maximo de 2.300 (US$/t).
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Tabla. 32.

Sistematizacion de las 5 fuerzas de Porter. Actual €2 futura

&

Muy poco Poco
atractivo atractivo ‘ Neutral ‘ Atractivo | Muy atractivo
A de nuevos participantes

Inversiones elevadas de capital Alta % % Baja
Capacidad de crecimiento efectivo Bajo % % Alto
Rentabilidad Baja % % Alta
Dependencia de variables ambientales Alta % % Baja
Canales de mercadeo desarrollado en productos del mar Insipientes & 8 Consolidados
Mercados limitados y tradicionales No diversificado & & Diversificado
Normativa sanitaria y ambiental establecida General % % Especifica
Insentivos gubernamentales Bajo % % Alto
Especializacion de activos Alta % % Baja

Rivalidad entre competidores
Grandes productores a nivel mundial Concetrado W Disperso
Condiciones ambientales propicias Desconocidas E><3 % Conocidas
Capacidad de cremiento productivo Baja % % Alta
Diferenciacion del producto Inexistente % % Existente
Valor agregado Alto % % Bajo
Diversidad de tamafio de operacién Inexistente % % Existente
Grandes competidores integrados verticalmente Inexistente 3 & Existente
Potencial Asociativo Baja = E3 Alta

|Amenza de sustitutos
Potenciar produccion de otras especies de mitilidos Bajo % % Alto
Lealtad de clientes Baja 8 &8 Alta

|Poder de negociacion de los compradores
Fidelidad Baja =3 £ Alta
Requisitos para ingreso Bajo % % Alto
Medios y condiciones de pago % %

|Poder de negociacion de los proveedores
Amenazas de integracion Alta W Baja
Diponibilidad de proveedores y productos Baja & 8 Alta
Desarrollo de drea de prestacion de servicio Bajo % % Alto
Pago a proveedores Bajo % % Alto
Estandar de productos Bajo % % Alto
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o Dolar. El valor se determind con el analisis de los valores diarios informados por el Banco
Central desde enero del 2009 a diciembre del 2013. La simulaciéon se realizd con una
distribucion normal con media de 507,04 (US$/t) y con una desviacion estandar de 35,5.

5.14.2.2 Variables de salida

Dadas las caracteristicas de la evaluacion, se utilizd como indicador de rentabilidad el Valor Actual
Neto VAN.

Al considerar la tasa de descuento social del 2013, que corresponde a un 6%, el VAN corresponde a
MM$ 49.201 (Anexo 10).

Dada la incertidumbre que pueden presentar las variables de entrada, se realizaron 10.000
iteraciones utilizando el software @risk entregando los resultados que se muestran en la Figura 23.

Nota: Entrevistas realizadas:

e Sra. Johana Gonzéalez. Gerente Asociacion Gremial de Mitilicultores de Chile, AMI-CHILE.
e Sra. Roxana Monsalve. Ejecutiva Regional ProChile Los Lagos.

97

) SUBSECRETAR[A DE PESCA Y ACUICULTURA - LIC. N° ID 4728-71-LP1 - INFORME FINAL:
“EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE MITILIDOS DE BIOACUMULAR PRODUCTOS QUIMICOS Y FARMACEUTICOS DE USO EN ACUICULTURA”.



eons

IFOP

N\
INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION INVESTIGACION EN ACUICULTURA

Valores en x 10°-6

VAN
0,000 0,388
ol Hi% —rT—( o )
|

Dowy Bt

15 l Awrara
Carms
Erocer
T adoe

30 Iraserde ¥
Trpseas P
Doedel
Doreta b
of

25 o
™
™
L)

20 e
%
2%
b Y
»e

1.5 <N
-
wn
s
“w

1,0 [3e
%
™
%

05 P

> w0

e
e

0,0

2 g 2 g & g & g
- - ) o o - - ~

Valores en millones ($)

Figura23. Resultados de simulacién con @risk con 10.000 iteraciones.
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5.15. Actividades Generales:

5.151 Documento borrador con resultados derivados del estudio para publicacion
cientifica:

Se elabor6 un documento borrador en formato de publicacion cientifica, con los resultados derivados
del estudio, el que fue enviado por correo electronico a Alejandro Barrientos y a Maureen Alcayaga,
ambos representantes de Subpesca, el dia 26 de Enero del presente afio. Una copia del documento
borrador se puede observar en el anexo 12.

5.15.2 Taller de resultados:

El dia 5 de Junio de 2015, se realizd el taller de presentacion de los resultados del proyecto, evento
que contd con la participacion de representantes de la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura,
Servicio Nacional de Pesca, CORFO, SERCOTEC vy representantes de la industria Mitilicultora y
Salmonera. La lista de participantes se puede observar en el anexo 13. La presentacion entregada
en el evento puede ser observada en el anexo 14.
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CONCLUSIONES

Se realiz6 una caracterizacion de los productos antiparasitarios autorizados para su uso en
acuicultura en Chile, para el control de caligidosis en salmdnidos, para verificar la capacidad
de ser bioacumulados por mitilidos en cultivo.

Se realizo la revisidn de literatura nacional e internacional asociada a bioacumulacion de
productos terapéuticos de uso en acuicultura en especies de mitilidos. Al respecto se
encontrd una publicacion que contempla estudios de bioacumulacion de cipermetrina en M.
edulis. No se encontraron publicaciones que contemplen estudios de bioacumulacion y
obtencién de curvas de deplecion de otros farmacos en mitilidos asociados a la
salmonicultura, pero si se encontraron algunos trabajos de bioacumulaciéon de otras
sustancias organicas en mitilidos.

No se encontraron documentos asociados a normativas internacionales que aborden la
bioacumulacién de productos terapéuticos de uso en acuicultura de mitilidos u otros
moluscos bivalvos.

Se desarrollaron y validaron técnicas analiticas para la deteccion Azametifés, Diflubenzurén,
Cipermetrina y Deltametrina mediante la técnica de HPLC, en matriz de carne de chorito
chileno (M. chilensis).

Una gran ventaja de las metodologias de extraccion desarrolladas para Azametifos y
Diflubenzurdn es que son exactamente iguales, y solo difieren en la proporcién de agua del
extracto final para ser inyectado en el HPLC y las condiciones cromatograficas de cada uno,
lo que podria simplificar la realizacién de estos ensayos, pudiéndose realizar una sola
extraccién, para luego diluir las muestras y analizar cromatograficamente cada analito en
particular.

La linealidad es adecuada en los rangos estudiados para todos los analitos, lo que se
demuestra obteniéndose un r2 sobre 0,99 y con la observacion visual de las curvas de
calibracién y de los graficos de residuales.

La recuperacion, especificidad y precision obtenida en los estudios es adecuada para los
analitos Diflubenzurdn y Azametifos.

La recuperacién de Cipermetrina y Deltametrina es baja, pero su especificidad y precision
son Optimas.

Los limites de deteccion para Azametifos (50 ppb) y Diflubenzuron (486 ppb) son
adecuados, ya que el Limite Maximo Residual (LMR) para estos analitos en salmones es de
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

100 y 1000 ppb, respectivamente, tomados como referencia, ante la inexistencia de LMR
para estos analitos en matriz de carne de chorito.

Se desarrollaron los ensayos in vivo en ambiente controlado de Cipermetrina, Deltametrina,
Azametifos y Diflubenzuron en el Centro de Maricultura Hueihue, pertenecientes a IFOP.,

Al respecto, para el caso de Cipermetrina, Deltametrina y Azametifés, no fue posible
comprobar bioacumulacion de los antiparasitarios administrados por bafio, lo que puede
deberse a las bajas concentraciones utilizadas en el estudio (que corresponden a las
aplicadas en la salmonicultura) y/o al tiempo de aplicacién utilizado.

Las muestras de Diflubenzurdn analizadas en un primer estudio, fueron trabajadas con una
curva de calibracion mas baja y utilizando fortificados de 114 ppb, para obtener un limite de
deteccion y cuantificacion, que permitiera cuantificarlas.

Se demostrd que los choritos son capaces de bioacumular Diflubenzurén, pero a
concentraciones inferiores a 1000 ppb (LMR en salmones).

Se realizd un segundo y nuevo estudio de Diflubenzurén en condiciones controladas,
utilizando una mayor dosificacion de este principio activo, y realizando 4 tiempos de
muestreo durante la medicacion.

Se comprueba que los choritos son capaces de bioacumular Diflubenzurén bajo las
condiciones estudiadas, con una mayor dosificacion del principio activo. La concentracion
maxima obtenida bordea los 1000 ppb.

El tiempo de vida media calculado en el segundo estudio de Diflubenzuron, fue de 1.2 dias,
indicando que el antiparasitario es eliminado por el mejillon rapidamente.

Se realizaron estudios de campo para Azametifds y Deltametrina, sin lograrse detectar los
analitos en cuestidn, lo que concuerda con los resultados derivados de los ensayos
realizados en condiciones controladas.

Se considera altamente improbable la deteccidon de los antiparasitarios utilizados en la
salmonicultura, para las dosis utilizadas en esta industria para combatir las parasitosis, en
choritos de cultivo, al menos a las concentraciones que pudieran afectar su inocuidad
alimentaria.
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19. En relaciéon a la evaluacion socioeconomica efectuada, se considera que la industria
mitilicultora se ha consolidado durante los ultimos afios como la segunda actividad
productiva del sector. Sin embargo, como toda unidad productiva, presenta fortalezas y
debilidades que deben ser abordadas por los productores para continuar en la senda de
crecimiento logrado.

20. Las fortalezas se orientan principalmente en la capacidad técnica y productiva del sector,
en tanto sus principales debilidades se enfocan en la necesidad de incrementar el
conocimiento técnico, sanitario y ambiental con el objetivo de optimizar el uso de los
recursos naturales disponibles y que son la fuente de diferenciacion del producto nacional.

21. En su conjunto, la industria mitilicultora tiene grandes oportunidades para consolidar el
trabajo desarrollado, las que se basan en el historial de Chile como potencia productiva de
productos del mar y por ende con canales de comercializacion establecidos para este sector
industrial.

22. La amenaza identificada es que la industria no sea capaz de aprovechas estas
oportunidades, debido a la alta concentracién de los mercados de destino, los que
practicamente no ha variado en la Ultima década. Por lo anterior se deben potenciar las
acciones de diversificacion, la promocion de la marca sectorial y la asociatividad para
enfrentar con éxito las oportunidades que se presentan.

23. La evaluacién economica, bajo el escenario descrito, da cuenta de un sector que debe
trabajar fuertemente en aprovechar su potencial productivo. EI Valor Actual Neto, en un
horizonte de evaluacion de 10 afios, es de MM$ 49.201, equivalente a MMUS$ 97, cifra
poco significativa para las inversiones y capacidad productiva del sector.

24. El analisis de sensibilidad considerd rangos y distribuciones de frecuencia para los
parametros de ingreso al modelo, entregando luego de 10.000 iteraciones una mediana de
MM$ 46.416, moda de MM$ 55.112 y media o promedio de MM$ 71.731. Otro de los
parametros de salida, indica que existe un 30% de probabilidad que el VAN sea igual a cero,
bajo los parametros planteados.
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ANEXO 1

Protocolo de obtencion de bioacumulacidn y/o curvas de deplecion de antiparasitarios
en Mitilidos (M. chilesis) en condiciones controladas.
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PROTOCOLO DE ESTUDIO

Obtenciéon de Curvas de Deplecion de
Cipermetrina en Mitilidos (Mytilus chilensis) en
condiciones controladas

Identificacion de Protocolo de Estudio: CD-CONT-Cip-M

Lugar de realizacién: Modulo Experimental de Especies Hidrobioldgicas
Centro de Maricultura Hueihue, IFOP
Camino a Manao s/n, Ancud

Fono: Carrier-2-1964130.

Director del Estudio: Luis Norambuena S.

Investigador Principal del Estudio: Luis Norambuena S.

Proyecto: Evaluacion de la capacidad de mitilidos de bioacumular productos
quimicos y farmacéuticos de uso en la acuicultura de la eficacia y seguridad de
productos biolégicos y determinacion de las curvas de deplecién de productos

farmacoldgicos utilizados en la salmonicultura. SUBPESCA.
Fecha:

APROBACION DE PROTOCOLO
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Obtencion de Curvas de Deplecidén de Cipermetrina
en Mitilidos (Mytilus chilensis) en condiciones
controladas

Identificacion de Protocolo de Estudio: CD-CONT-Cip-M

DIRECTOR DE ESTUDIO: Luis Norambuena S.
Departamento de Salud Hidrobiolégica.
Division de Investigacion en Acuicultura.
Instituto de Fomento Pesquero
Balmaceda 252, Puerto Montt

Fecha:
Firma:
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APROBACION DE ESTUDIO POR
COMITE CIENTIFICO

Mediante el presente documento se certifica que el siguiente estudio:

Titulo:

Obtencién de Curvas de Deplecién de Cipermetrina en Mitilidos
(Mytilus chilensis) en condiciones controladas

Identificacion de Protocolo de Estudio:

CD-CONT-Cip-M

ha sido aprobado por Comité Cientifico de IFOP, Puerto Montt.
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Obtencién de Curvas de Deplecién de Cipermetrina en
Mitilidos (Mytilus chilensis) en condiciones controladas

Identificacién de Protocolo de Estudio: CD-CONT-Cip-M

1.- Antecedentes.

La produccién intensiva de mitilidos en Chile ha tenido un fuerte crecimiento en
los ultimos 10 afios, posicionandose como el segundo mayor sector productivo
de la acuicultura. El cultivo de choritos en Chile comenzé en 1961, y a partir del
afo 2006, el 100 % de la produccién de éstos es de cultivo (Uriarte, |. 2008).
La producciéon de moluscos bivalvos se realiza principalmente en la Regién de
Los Lagos, compartiendo zonas geograficas y cuerpos de agua similares con la
producciéon de especies salmonidas. De las 288.587 toneladas de choritos
cosechadas el afio 2011, 288.579 toneladas fueron obtenidas en la Regién de
Los Lagos (SERNAPESCA, 2011).

En el proceso productivo de peces salménidos pueden presentarse
enfermedades infecciosas, parasitarias y fingicas que requieren de tratamiento
quimico o farmacolégico. Si bien el uso de productos terapéuticos ayuda a
controlar estas enfermedades, también conlleva a la inclusion directa o
indirecta de estos en la columna de agua. La incorporacion directa incluye el
uso de productos para uso en bafio o a través del alimento medicado no
ingerido por los peces, mientras que la indirecta incluye la inclusion a la
columna de agua de metabolitos excretados por piel (mucus), heces y orina de
los peces. En este contexto, el mayor riesgo identificado para la producciéon de
mitilidos se encuentra en los productos terapéuticos utilizados en bafos
(piretroides). Los cuerpos de agua que contengan estos productos terapéuticos
pueden llegar a zonas cercanas de produccion de mitilidos.

Existe numerosa bibliografia de la liberacién de farmacos al medio ambiente,
como excrecion fecal y urinaria, o como alimento medicado no ingerido por
parte de peces de cultivo (Hormazabal et al.,, 1996, Lalumera et al, 2004,
Pouliquen y Morvan, 2005, Pouliquen et al., 2009). El peligro de la aplicacién
de altas cantidades de estas sustancias, se evidencia en sus efectos
colaterales, como puede ser la modificaciéon cuantitativa y cualitativa de la flora
bacteriana en el ambiente, afectando la conservacién de la biodiversidad
marina (Buschmann y Fortt, 2005), incidencia en las cadenas tréficas,
desarrollo de defensas antibacterianas en patégenos de peces y transferencia
de resistencia bacteriana a patégenos humanos (Borja, 2002). Estudios
llevados a cabo en sistemas intensivos de producciéon de peces, han
demostrado que en ciertas ocasiones se puede detectar un impacto
significativo en un radio de un kildmetro alrededor de las jaulas de cultivo,
siendo éste generalmente, mayor en el fondo (Borja, 2002). Sin embargo no
hay publicaciones de niveles de farmacos en mitilidos producto de la actividad
salmonicultora.
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Actualmente, en Chile y a nivel mundial, existe escaso conocimiento respecto
de la capacidad de mitilidos de bioacumular, mediante su capacidad filtradora,
productos terapéuticos a las dosis utilizadas. Asimismo, se desconoce si
mediante el proceso de bioacumulacion es posible encontrar residuos de
productos quimicos y farmacéuticos en los ejemplares de mitilidos. Sin
embargo, se han realizados muchos estudios de depleciéon de diversos
farmacos en animales, en los cuales éstos se medican de acuerdo a las dosis
recomendada por cada fabricante y se obtienen muestras de matrices
biolégicas desde la suspension de la medicacion (Rievere y Mason, 2011). Asi,
las curvas de deplecién son estudios de farmacocinética, toda vez que se
evidencia el cambio de concentraciones a través del tiempo (Riviere, 2011).
Debido a que los estudios de deplecion se realizan bajo condiciones
controladas, es necesario contrastarlos con estudios de campo, esto es
especialmente necesario en mitilidos, ya que su exposicion a los farmacos es
muy inferior a la que recibirian en estudios en condiciones controladas.

En consecuencia, el presente proyecto de investigacion aborda esta
problematica, determinando la capacidad potencial que tienen los mitilidos de
bioacumular este tipo de residuos y su impacto sobre la inocuidad alimentaria.

2.- Objetivos.

Obtener las curvas de deplecion de la presentaciéon comercial de Cipermetrina
utilizada en la salmonicultura nacional, desde muestras de partes blandas de
choritos (Mytilus chilensis), bajo condiciones controladas.

3.- Justificacion.

El presente protocolo busca la obtencion de las curvas de deplecién del
producto comercial de Cipermetrina utilizado en la salmonicultura nacional, de
las partes blandas de choritos, bajo condiciones controladas, con la finalidad de
levantar informacién técnica para la correcta toma de decisiones por parte de la
Autoridad.
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4 .- Disefio del Estudio.

4.1.- Animales.

Se trabajara con choritos (Mytilus chilensis), en los grupos
experimentales designados CD-CONT-Cip-M (Betamax, Novartis).
- Tamarno de choritos: Se utilizaran choritos de longitud de 5-7 cm.
- Numero de choritos a utilizar: 300 individuos por estanque. Esto considera la
mortalidad esperada (10%) y un retiro de 10 choritos en el tiempo cero (Control
Negativo, antes de comenzar el tratamiento).
- Los choritos se mantendran a una salinidad de 30 + 2 ppm.
- Fuente de los choritos: Se obtendran los individuos de un stock comercial,
obtenidos desde zonas alejadas de centros de produccién de salmones.
- Método(s) de identificacion de los individuos: Los choritos se identificaran por
estanques (Codigos CD-CONT-Cip-M).
- Criterio(s) de inclusion/exclusién: Se incluirdn aquellos choritos
aparentemente sanos y que estén dentro las tallas establecidas.
- Aclimatacion de los choritos: La aclimatacion de los choritos seré de al menos
7 dias antes del inicio del estudio, alimentandose con un cultivo de microalgas
producida en el mismo centro.
- La experiencia se realizara en triplicado, denominandose los grupos y
estanques como CD-CONT-Cip-M-1, CD-CONT-Cip-M-2, CD-CONT-Cip-M-3,
respectivamente.

4.2 - Farmaco utilizado y controles.

- Farmaco estudiado: Cipermetrina (Betamax, Cipermetrina 5%, Novartis).
- Dosis a evaluar: 15 ug/lt de agua por 30 minutos.

4.3.- Metodologia de Muestreo.

Se realizard 1 muestreo de 20 choritos (4 pooles de 5 choritos cada uno)
antes de comenzar el tratamiento, posteriormente se realizardn 4 muestreos
programados, de 50 choritos (10 pooles de 5 choritos cada uno) por tiempo de
muestreo, el primero 1 hora post-tratamiento y los tres siguientes a los 5, 10, y
15 dias desde el término del tratamiento. Al momento de muestrear los
choritos, seran lavados con agua de mar, para eliminar el farmaco que pudiera
estar en el exterior. Luego los choritos seran envasados en bolsas plasticas
debidamente rotuladas, las que seran congeladas a -20°C, hasta su posterior
envio al Laboratorio del IFOP en Puerto Montt.

4 4 - Instalaciones e Infraestructuras utilizadas en el estudio.
- Contencion: Se utilizardn estanques de plastico reforzado de 300 litros de
capacidad.

- Se mantendra un registro diario de la temperatura de estanques, segiin POE
101: Procedimiento de registro de temperatura.
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- lluminacién: Durante todo el ensayo se mantendra un fotoperiodo ambiental
normal de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad.

- Salinidad de los estanques: Se mantendra un registro diario de la salinidad de
los estanques, segin POE 102: Procedimiento de registro de salinidad.

- Concentracién de oxigeno: Se mantendra un nivel de oxigeno entre 6 y 10
mg/l, siendo el ideal 10 mg/L. Se mantendra un registro diario de la
concentracién de oxigeno disuelto en estanques, segun POE 104:
Procedimiento de registro de concentracion de oxigeno.

- Control del flujo de agua de los estanques: Se mantendra un flujo de agua de
aproximadamente 5 It/min.

- Limpieza de estanques: Se realizara una limpieza diaria de los estanques bajo
las rejillas y dia por medio en las paredes laterales y de fondo a las 15 hrs.

4.5.- Dietas a utilizar en el estudio.

45.1.- Dieta:

Diariamente los bivalvos seran alimentados con /sochrysis galbana cada
manana.

4.5.2.- Tratamiento:

Los choritos seran transferidos a un estanque de 100 It con Cipermetrina a una
concentracion de15 ug/lt de agua por 30 minutos. Una vez transcurrido el
tiempo de tratamiento, los choritos seran devueltos a su estanque original.

4.6.- Retiro de individuos del estudio.

Los individuos muertos se retiraran diariamente junto a la alimentacién.
Se llevara un registro de esto.

4.7 - Destino de alimento medicado y animales experimentales del
estudio.

Con el fin de evitar la contaminacién medioambiental todo el material
medicado y restos de choritos seran incinerados.

5.- Programacion.

- Dia-7a0 :Aclimatacion de choritos
- Dia0 : muestreo 10 choritos
- Dia 1 postratamiento : muestreo 50 choritos
- Dia 5 postratamiento : muestreo 50 choritos
- Dia 10 postratamiento - muestreo 50 choritos
- Dia 15 postratamiento - muestreo 50 choritos

6.- Mediciones, observaciones, resultados y registros.
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Los registros de temperatura, pH, salinidad y oxigeno disuelto de los
estanques se obtendran de acuerdo a los POE correspondientes y mantendran
en fichas en cada estanque de experimentacion por todo el estudio.

7.- Obtencion de las curvas de deplecion.

En el Laboratorio de IFOP-Puerto Montt, se analizara la concentracion
de Cipermetrina (Cip) a pooles de 5 choritos (10 pooles por tiempo de
muestreo) de las muestras obtenidas. Posteriormente se obtendran las curvas
de deplecion graficando el logaritmo natural (Ln) de concentracion de
Cipermetrina vs el tiempo en dias, y se obtendra la ecuacién de la recta. Para
que la experiencia sea valida se deben cuantificar al menos 3 puntos de la
recta. Es necesario que la regresion lineal, cumpla con ciertos requisitos:
homogeneidad de las varianzas del Ln de concentracién de Cip obtenido en
cada dia de muestreo, linearidad de Ln de concentracién de Cip obtenido vs
tiempo (se puede ver visualmente en el grafico), distribucion normal de errores
(se puede ver con un grafico de residuales). Con las curvas de deplecion se
calculara el tiempo de vida media (T %) de Cip en las partes blandas del
chorito.

8.- Informe.

Finalizado el estudio, se confeccionara un informe de estudio que
resumira los resultados obtenidos.

9.- Manejo de la informacidén generada.

Durante el desarrollo del estudio, la Bitacora de Estudio y todo registro
bruto se mantendra dentro del Modulo Experimental de Especies
Hidrobiolégicas, IFOP Hueihue y con acceso restringido.

Finalizado el estudio, todo registro sera mantenido y archivado en
dependencias de IFOP, Puerto Montt.

10.- Eventos inesperados.

Cualquier evento inesperado del desarrollo del estudio sera
documentado en la Bitdcora de Estudio y se informara inmediatamente al
Director del Estudio.

11.- Personal participante.

Director del Estudio: Luis Norambuena S.

Investigador Principal del Estudio: Luis Norambuena S.
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Investigadores a cargo del Modulo Experimental de Especies Hidrobioldgicas:
Mylena Menanteau y Loreto Ovalle

Personal Técnico en Modulo Experimental de Especies Hidrobiolégicas: Dany
Alvarez y Kitza Kalergis

13 .- Bibliografia.

Borja, A., 2002. Los impactos ambientales de la acuicultura y la sostenibilidad de esta actividad.
Boletin ISSN: 0074-0195. Instituto Espafiol de Oceanografia. Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 18 (1-4),
41-49.

Buschmann, A., Fortt, A., 2005. Efectos ambientales de la acuicultura intensiva y alternativas
para un desarrollo sustentable. Ambiente y Desarrollo. 21, 58-64.

Hormazabal, V., Steffenak, |., Yndestad, M., 1998. Simultaneous extraction and determination of
florfenicol and the metabolite florfenicol amine in sediment by high-performance liquid
chromatography. J. Chromatogr. A . 724, 364-366.

Lalumera, GM,, Calamari, D, Galli, P., Castiglioni, S., Crosa, G., Fanelli, R., 2004. Preliminary
investigation on the environmental occurrence and effects of antibiotics used in aquaculture in
Italy. Chemosphere. 54, 661-668.

Pouliquen, H., Morvan, M.L., 2005. Determination of Florfenicol in Freshwater, sediments and
bryophyte fontinalis antipyretica by HPLC with Fluorescence. Chromatographia. 62, 225-231.

Pouliquen. H., Deléppe, R., Thorin, Ch., Haury, J., Larhantec-Verdier, M., Morvan, M., Le Bris, H.,
2009. Comparison of water, sediment, and plants for the monitoring of antibiotics: a case study
on a river dedicated to fish farming. Environ. Toxicol. Chem. 28, 496-502.

Riviere, J. 2011. Comparative Pharmacokinetics: Principles, Techniques, and Applications,
Second Edition, 442 p.

Riviere, J. and Mason, S. 2011. Tissue residues and withdrawal times. In: Comparative
Pharmacokinetics: Principles, Techniques, and Applications, Second Edition, Edited by Jim E.
Riviere, 413-424.

Sernapesca. 2011. Anuario Estadistico de Pesca 2011. Servicio Nacional de Pesca y
Acuicultura.  Ministerio de Economia Fomento y Turismo. Sistemas de informacion y
estadisticas pesqueras. Gobierno de Chile.

Uriarte, 1. 2008. Estado actual del cultivo de moluscos bivalvos en Chile. Taller Técnico

Regional de la FAO 20-24 de Agosto de 2007. Puerto Montt, Chile. FAO Actas de Pesca y
Acuicultura N°12. Roma. pp 61-75.

9

) SUBSECRETARIA DE PESCA Y ACUICULTURA - LIC. N° ID 4728-71-LP1 - INFORME FINAL: ANEXO 1.
“EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE MITILIDOS DE BIOACUMULAR PRODUCTOS QUIMICOS Y FARMACEUTICOS DE USO EN ACUICULTURA”.



oo

IFOP

N\

INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION INVESTIGACION EN ACUICULTURA

10

SUBSECRETARIA DE PESCA Y ACUICULTURA - LIC. N° ID 4728-71-LP1 - INFORME FINAL: ANEXO 1.
“EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE MITILIDOS DE BIOACUMULAR PRODUCTOS QUIMICOS Y FARMACEUTICOS DE USO EN ACUICULTURA”.



oo

IFOP

N\

INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION INVESTIGACION EN ACUICULTURA

INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO

=

IFOP

N’ \

PROTOCOLO DE ESTUDIO

Obtencion de Curvas de Deplecion de
Deltametrina en Mitilidos (Mytilus chilensis) en
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APROBACION DE ESTUDIO POR
COMITE CIENTIFICO

Mediante el presente documento se certifica que el siguiente estudio:

Titulo:

Obtenciéon de Curvas de Deplecion de Deltametrina en Mitilidos
(Mytilus chilensis) en condiciones controladas

Identificacion de Protocolo de Estudio:

CD-CONT-Del-M

ha sido aprobado por Comité Cientifico de IFOP, Puerto Montt.
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Obtencion de Curvas de Deplecion de Deltametrina en
Mitilidos (Mytilus chilensis) en condiciones controladas

Identificacién de Protocolo de Estudio: CD-CONT-Del-M

1.- Antecedentes.

La produccién intensiva de mitilidos en Chile ha tenido un fuerte crecimiento en
los ultimos 10 afios, posicionandose como el segundo mayor sector productivo
de la acuicultura. El cultivo de choritos en Chile comenz6 en 1961, y a partir del
afio 2006, el 100 % de la produccion de éstos es de cultivo (Uriarte, 1. 2008).
La produccién de moluscos bivalvos se realiza principalmente en la Region de
Los Lagos, compartiendo zonas geograficas y cuerpos de agua similares con la
produccién de especies salmonidas. De las 288.587 toneladas de choritos
cosechadas el afio 2011, 288.579 toneladas fueron obtenidas en la Regién de
Los Lagos (SERNAPESCA, 2011).

En el proceso productivo de peces salménidos pueden presentarse
enfermedades infecciosas, parasitarias y flngicas que requieren de tratamiento
quimico o farmacoldgico. Si bien el uso de productos terapéuticos ayuda a
controlar estas enfermedades, también conlleva a la inclusién directa o
indirecta de estos en la columna de agua. La incorporacién directa incluye el
uso de productos para uso en bafio o a través del alimento medicado no
ingerido por los peces, mientras que la indirecta incluye la inclusién a la
columna de agua de metabolitos excretados por piel (mucus), heces y orina de
los peces. En este contexto, el mayor riesgo identificado para la produccion de
mitilidos se encuentra en los productos terapéuticos utilizados en bafios
(piretroides). Los cuerpos de agua que contengan estos productos terapéuticos
pueden llegar a zonas cercanas de produccion de mitilidos.

Existe numerosa bibliografia de la liberacién de farmacos al medio ambiente,
como excrecion fecal y urinaria, o como alimento medicado no ingerido por
parte de peces de cultivo (Hormazabal et al., 1996, Lalumera et al, 2004,
Pouliqguen y Morvan, 2005, Pouliquen et al., 2009). El peligro de la aplicacion
de altas cantidades de estas sustancias, se evidencia en sus efectos
colaterales, como puede ser la modificacion cuantitativa y cualitativa de la flora
bacteriana en el ambiente, afectando la conservacién de la biodiversidad
marina (Buschmann y Fortt, 2005), incidencia en las cadenas tréficas,
desarrollo de defensas antibacterianas en patégenos de peces y transferencia
de resistencia bacteriana a patégenos humanos (Borja, 2002). Estudios
llevados a cabo en sistemas intensivos de produccion de peces, han
demostrado que en ciertas ocasiones se puede detectar un impacto
significativo en un radio de un kilémetro alrededor de las jaulas de cultivo,
siendo éste generalmente, mayor en el fondo (Borja, 2002). Sin embargo no
hay publicaciones de niveles de farmacos en mitilidos producto de la actividad
salmonicultora.

-13 -
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Actualmente, en Chile y a nivel mundial, existe escaso conocimiento respecto
de la capacidad de mitilidos de bioacumular, mediante su capacidad filtradora,
productos terapéuticos a las dosis utilizadas. Asimismo, se desconoce si
mediante el proceso de bioacumulaciéon es posible encontrar residuos de
productos quimicos y farmacéuticos en los ejemplares de mitilidos. Sin
embargo, se han realizados muchos estudios de deplecion de diversos
farmacos en animales, en los cuales éstos se medican de acuerdo a las dosis
recomendada por cada fabricante y se obtienen muestras de matrices
biolédgicas desde la suspensién de la medicacion (Rievere y Mason, 2011). Asi,
las curvas de deplecion son estudios de farmacocinética, toda vez que se
evidencia el cambio de concentraciones a través del tiempo (Riviere, 2011).
Debido a que los estudios de deplecién se realizan bajo condiciones
controladas, es necesario contrastarlos con estudios de campo, esto es
especialmente necesario en mitilidos, ya que su exposicion a los farmacos es
muy inferior a la que recibirian en estudios en condiciones controladas.

En consecuencia, el presente proyecto de investigacion aborda esta
problematica, determinando la capacidad potencial que tienen los mitilidos de
bioacumular este tipo de residuos y su impacto sobre la inocuidad alimentaria

2.- Objetivos.

Obtener las curvas de deplecién de la presentacién comercial de Deltametrina
mas utilizada en la salmonicultura nacional, desde muestras de partes blandas
de choritos (Mytilus chilensis), bajo condiciones controladas.

3.- Justificacion.

El presente protocolo busca la obtencion de las curvas de deplecién del
producto comercial mas utilizado en la salmonicultura nacional de Deltametrina
utilizado en la salmonicultura nacional, de las partes blandas de choritos, bajo

condiciones controladas, con la finalidad de levantar informacién técnica para la
correcta toma de decisiones por parte de la Autoridad.
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4.- Disefio del Estudio.

4.1.- Animales.

Se trabajara con choritos (Mytilus chilensis), en los grupos
experimentales designados CD-CONT-Del-M (Deltametrina 1%, FAV S.A.).
- Tamano de choritos: Se utilizaran choritos de longitud de 4-6 cm.
- Numero de choritos a utilizar: 300 individuos por estanque. Esto considera la
mortalidad esperada (10%) y un retiro de 20 choritos en el tiempo cero (Control
Negativo, antes de comenzar el tratamiento).
- Los choritos se mantendran a una salinidad de 30 + 2 ppm.
- Fuente de los choritos: Se obtendran los individuos de un stock comercial,
obtenidos desde zonas alejadas de centros de produccion de salmones.
- Método(s) de identificacién de los individuos: Los choritos se identificaran por
estanques (Cédigos CD-CONT-Del-M).
- Criterio(s) de inclusién/exclusién: Se incluirdn aquellos choritos
aparentemente sanos y que estén dentro las tallas establecidas.
- Aclimatacién de los choritos: La aclimatacion de los choritos sera de al menos
7 dias antes del inicio del estudio, alimentandose con un cultivo de microalgas
producida en el mismo centro.
- La experiencia se realizara en triplicado, denominandose los grupos y
estanques como CD-CONT-Del-M-1, CD-CONT-Del-M-2, CD-CONT-Del-M-3,
respectivamente.

4.2 - Farmaco utilizado y controles.

- Farmaco estudiado: Cipermetrina (Deltametrina 1%, FAV S.A.).
- Dosis a evaluar: 3 ug/Ilt de agua por 40 minutos.

4.3.- Metodologia de Muestreo.

Se realizara 1 muestreo de 20 choritos (4 pooles de 5 choritos cada uno)
antes de comenzar el tratamiento, posteriormente se realizaran 4 muestreos
programados, de 50 choritos (10 pooles de 5 choritos cada uno) por tiempo de
muestreo, el primero 1 hora post-tratamiento y los tres siguientes a los 5, 10, y
15 dias desde el término del tratamiento. Al momento de muestrear los
choritos, seran lavados con agua de mar, para eliminar el farmaco que pudiera
estar en el exterior. Luego los choritos serdn envasados en bolsas plasticas
debidamente rotuladas, las que seran congeladas a -20°C, hasta su posterior
envio al Laboratorio del IFOP en Puerto Montt.

4.4 - Instalaciones e Infraestructuras utilizadas en el estudio.
- Contencién: Se utilizaran estanques de plastico reforzado de 300 litros de
capacidad.

- Se mantendra un registro diario de la temperatura de estanques, segin POE
101: Procedimiento de registro de temperatura.
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- lluminacion: Durante todo el ensayo se mantendra un fotoperiodo ambiental
normal de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad.

- Salinidad de los estanques: Se mantendra un registro diario de la salinidad de
los estanques, segin POE 102: Procedimiento de registro de salinidad.

- Concentracién de oxigeno: Se mantendra un nivel de oxigeno entre 6 y 10
mg/l, siendo el ideal 10 mg/L. Se mantendra un registro diario de la
concentracién de oxigeno disuelto en estanques, segun POE 104:
Procedimiento de registro de concentracion de oxigeno.

- Control del flujo de agua de los estanques: Se mantendra un flujo de agua de
aproximadamente 5 It/min.

- Limpieza de estanques: Se realizara una limpieza diaria de los estanques bajo
las rejillas y dia por medio en las paredes laterales y de fondo a las 15 hrs.

4.5 .- Dietas a utilizar en el estudio.

4.5.1 .- Dieta:

Diariamente los bivalvos seran alimentados con Isochrysis galbana cada
mafana.

4.5.2.- Tratamiento:

Los choritos seran transferidos a un estanque de 100 It con Deltametrina a una
concentracién de 3 ug/lt de agua por 40 minutos. Una vez transcurrido el
tiempo de tratamiento, los choritos seran devueltos a su estanque original.

4 .6.- Retiro de individuos del estudio.

Los individuos muertos se retiraran diariamente junto a la alimentacion.
Se llevara un registro de esto.

4.7 - Destino de alimento medicado y animales experimentales del
estudio.

Con el fin de evitar la contaminacién medioambiental todo el material
medicado y restos de choritos seran incinerados.

5.- Programacioén.

- Dia-7a0 :Aclimatacion de choritos
- Dia0 - muestreo 10 choritos
- Dia 1 postratamiento . muestreo 50 choritos
- Dia 5 postratamiento : muestreo 50 choritos
- Dia 10 postratamiento . muestreo 50 choritos
- Dia 15 postratamiento : muestreo 50 choritos

6.- Mediciones, observaciones, resultados y registros.
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Los registros de temperatura, pH, salinidad y oxigeno disuelto de los
estanques se obtendran de acuerdo a los POE correspondientes y mantendran
en fichas en cada estanque de experimentacion por todo el estudio.

7.- Obtencién de las curvas de deplecion.

En el Laboratorio de IFOP-Puerto Montt, se analizaréa la concentracion
de Deltametrina (Del) a pooles de 5 choritos (10 pooles por tiempo de
muestreo) de las muestras obtenidas. Posteriormente se obtendran las curvas
de deplecion graficando el logaritmo natural (Ln) de concentraciéon de
Deltametrina vs el tiempo en dias, y se obtendra la ecuacion de la recta. Para
que la experiencia sea valida se deben cuantificar al menos 3 puntos de la
recta. Es necesario que la regresion lineal, cumpla con ciertos requisitos:
homogeneidad de las varianzas del Ln de concentracién de Del obtenido en
cada dia de muestreo, linearidad de Ln de concentracion de Del obtenido vs
tiempo (se puede ver visualmente en el gréafico), distribucién normal de errores
(se puede ver con un grafico de residuales). Con las curvas de deplecion se
calculara el tiempo de vida media (T %) de Del en las partes blandas del
chorito.

8.- Informe.

Finalizado el estudio, se confeccionara un informe de estudio que
resumira los resultados obtenidos.

9.- Manejo de la informacién generada.

Durante el desarrollo del estudio, la Bitdcora de Estudio y todo registro
bruto se mantendra dentro del Modulo Experimental de Especies
Hidrobioldgicas, IFOP Hueihue y con acceso restringido.

Finalizado el estudio, todo registro serd mantenido y archivado en
dependencias de IFOP, Puerto Montt.

10.- Eventos inesperados.

Cualquier evento inesperado del desarrollo del estudio sera
documentado en la Bitdcora de Estudio y se informard inmediatamente al
Director del Estudio.

11.- Personal participante.

Director del Estudio: Luis Norambuena S.

Investigador Principal del Estudio: Luis Norambuena S.
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Instituto de Fomento Pesquero
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APROBACION DE ESTUDIO POR
COMITE CIENTIFICO

Mediante el presente documento se certifica que el siguiente estudio:

Titulo:

Obtenciéon de Curvas de Deplecion de Azametifos en Mitilidos
(Mytilus chilensis) en condiciones controladas

Identificacion de Protocolo de Estudio:

CD-CONT-Aza-M

ha sido aprobado por Comité Cientifico de IFOP, Puerto Montt.
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Obtencion de Curvas de Deplecion de Azametifos en
Mitilidos (Mytilus chilensis) en condiciones controladas

Identificacién de Protocolo de Estudio: CD-CONT-Aza-M

1.- Antecedentes.

La produccion intensiva de mitilidos en Chile ha tenido un fuerte crecimiento en
los ultimos 10 afos, posicionandose como el segundo mayor sector productivo
de la acuicultura. El cultivo de choritos en Chile comenz6 en 1961, y a partir del
afno 2006, el 100 % de la produccién de éstos es de cultivo (Uriarte, |. 2008).
La produccién de moluscos bivalvos se realiza principalmente en la Regién de
Los Lagos, compartiendo zonas geograficas y cuerpos de agua similares con la
producciéon de especies salménidas. De las 288.587 toneladas de choritos
cosechadas el afio 2011, 288.579 toneladas fueron obtenidas en la Regién de
Los Lagos (SERNAPESCA, 2011).

En el proceso productivo de peces salménidos pueden presentarse
enfermedades infecciosas, parasitarias y fungicas que requieren de tratamiento
quimico o farmacolégico. Si bien el uso de productos terapéuticos ayuda a
controlar estas enfermedades, también conlleva a la inclusién directa o
indirecta de estos en la columna de agua. La incorporacién directa incluye el
uso de productos para uso en bafio o a través del alimento medicado no
ingerido por los peces, mientras que la indirecta incluye la inclusién a la
columna de agua de metabolitos excretados por piel (mucus), heces y orina de
los peces. En este contexto, el mayor riesgo identificado para la produccién de
mitilidos se encuentra en los productos terapéuticos utilizados en bafos
(piretroides). Los cuerpos de agua que contengan estos productos terapéuticos
pueden llegar a zonas cercanas de produccion de mitilidos.

Existe numerosa bibliografia de la liberacion de farmacos al medio ambiente,
como excrecion fecal y urinaria, o como alimento medicado no ingerido por
parte de peces de cultivo (Hormazabal et al., 1996, Lalumera et al, 2004,
Pouliquen y Morvan, 2005, Pouliquen et al., 2009). El peligro de la aplicacion
de altas cantidades de estas sustancias, se evidencia en sus efectos
colaterales, como puede ser la modificacion cuantitativa y cualitativa de la flora
bacteriana en el ambiente, afectando la conservacion de la biodiversidad
marina (Buschmann y Fortt, 2005), incidencia en las cadenas tréficas,
desarrollo de defensas antibacterianas en patégenos de peces y transferencia
de resistencia bacteriana a patégenos humanos (Borja, 2002). Estudios
llevados a cabo en sistemas intensivos de produccion de peces, han
demostrado que en ciertas ocasiones se puede detectar un impacto
significativo en un radio de un kildmetro alrededor de las jaulas de cultivo,
siendo éste generalmente, mayor en el fondo (Borja, 2002). Sin embargo no
hay publicaciones de niveles de farmacos en mitilidos producto de la actividad
salmonicultora.
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Actualmente, en Chile y a nivel mundial, existe escaso conocimiento respecto
de la capacidad de mitilidos de bioacumular, mediante su capacidad filtradora,
productos terapéuticos a las dosis utilizadas. Asimismo, se desconoce si
mediante el proceso de bioacumulacién es posible encontrar residuos de
productos quimicos y farmacéuticos en los ejemplares de mitilidos. Sin
embargo, se han realizados muchos estudios de deplecién de diversos
farmacos en animales, en los cuales éstos se medican de acuerdo a las dosis
recomendada por cada fabricante y se obtienen muestras de matrices
biolégicas desde la suspension de la medicacion (Rievere y Mason, 2011). Asi,
las curvas de deplecion son estudios de farmacocinética, toda vez que se
evidencia el cambio de concentraciones a través del tiempo (Riviere, 2011).
Debido a que los estudios de deplecién se realizan bajo condiciones
controladas, es necesario contrastarlos con estudios de campo, esto es
especialmente necesario en mitilidos, ya que su exposicion a los farmacos es
muy inferior a la que recibirian en estudios en condiciones controladas.

En consecuencia, el presente proyecto de investigacion aborda esta
problematica, determinando la capacidad potencial que tienen los mitilidos de
bioacumular este tipo de residuos y su impacto sobre la inocuidad alimentaria.

2.- Objetivos.

Obtener las curvas de deplecion de la presentacion comercial de Azametifos
desde muestras de partes blandas de choritos (Mytilus chilensis), bajo
condiciones controladas.

3.- Justificacion.

El presente protocolo busca la obtencién de las curvas de depleciéon del
producto comercial de Azametifos utilizado en la salmonicultura nacional, de las
partes blandas de choritos, bajo condiciones controladas, con la finalidad de
levantar informacion técnica para la correcta toma de decisiones por parte de la
Autoridad.
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4 .- Disefio del Estudio.

4.1.- Animales.

Se trabajara con choritos (Mytilus chilensis), en los grupos experimentales
designados CD-CONT-Aza-M (Azametifos 50%, Bayer S.A.).

- Tamano de choritos: Se utilizaran choritos de longitud de 4-6 cm.

- Ndmero de choritos a utilizar: 300 individuos por estanque. Esto considera la
mortalidad esperada (10%) y un retiro de 20 choritos en el tiempo cero (Control
Negativo, antes de comenzar el tratamiento).

- Los choritos se mantendran a una salinidad de 30 + 2 ppm.

- Fuente de los choritos: Se obtendran los individuos de un stock comercial,
obtenidos desde zonas alejadas de centros de produccién de salmones.

- Método(s) de identificacién de los individuos: Los choritos se identificaran por
estanques (Cédigos CD-CONT-Aza-M).

- Criterio(s) de inclusién/exclusién: Se incluirdn aquellos choritos
aparentemente sanos y que estén dentro las tallas establecidas.

- Aclimatacion de los choritos: La aclimatacién de los choritos sera de al menos
7 dias antes del inicio del estudio, alimentandose con un cultivo de microalgas
producida en el mismo centro.

- La experiencia se realizard en triplicado, denominandose los grupos y
estanques como CD-CONT-Aza-M-1, CD-CONT-Aza-M-2, CD-CONT-Aza-M-3,
respectivamente.

4.2 .- Farmaco utilizado y controles.

- Farmaco estudiado: Azametifos (Azametifos 50%, Bayer S.A.).
- Dosis a evaluar: 100 ug/lt de agua por 60 minutos (tiempo maximo de
exposicion).

4.3.- Metodologia de Muestreo.

Se realizara 1 muestreo de 20 choritos (4 pooles de 5 choritos cada uno)
antes de comenzar el tratamiento, posteriormente se realizaran 4 muestreos
programados, de 50 choritos (10 pooles de 5 choritos cada uno) por tiempo de
muestreo, el primero 1 hora post-tratamiento y los tres restantes a los 5, 10, y
15 dias desde el término del tratamiento. Al momento de muestrear los
choritos, seran lavados con agua de mar, para eliminar el farmaco que pudiera
estar en el exterior. Luego los choritos seran envasados en bolsas plasticas
debidamente rotuladas, las que seran congeladas a -20°C, hasta su posterior
envio al Laboratorio del IFOP en Puerto Montt.

4.4 - Instalaciones e Infraestructuras utilizadas en el estudio.

- Contencion: Se utilizaran estanques de plastico reforzado de 300 litros de
capacidad.
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- Se mantendra un registro diario de la temperatura de estanques, segin POE
101: Procedimiento de registro de temperatura.

- lluminacion: Durante todo el ensayo se mantendra un fotoperiodo ambiental
normal de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad.

- Salinidad de los estanques: Se mantendra un registro diario de la salinidad de
los estanques, segun POE 102: Procedimiento de registro de salinidad.

- Concentracion de oxigeno: Se mantendra un nivel de oxigeno entre 6 y 10
mg/l, siendo el ideal 10 mg/L. Se mantendrd un registro diario de la
concentracion de oxigeno disuelto en estanques, segun POE 104:
Procedimiento de registro de concentracion de oxigeno.

- Control del flujo de agua de los estanques: Se mantendra un flujo de agua de
aproximadamente 5 It/min.

- Limpieza de estanques: Se realizara una limpieza diaria de los estanques bajo
las rejillas y dia por medio en las paredes laterales y de fondo a las 15 hrs.

4.5 - Dietas a utilizar en el estudio.

4.5.1.- Dieta:

Diariamente los bivalvos seran alimentados con /sochrysis galbana cada
mafana.

4.5.2.- Tratamiento:

Los choritos seran transferidos a un estanque de 100 It con Azametifos a una
concentraciéon de 100 ug/lt de agua por 60 minutos. Una vez transcurrido el
tiempo de tratamiento, los choritos seran devueltos a su estanque original.

4.6.- Retiro de individuos del estudio.

Los individuos muertos se retiraran diariamente junto a la alimentacién. Se
llevara un registro de esto.

4.7 - Destino de alimento medicado y animales experimentales del
estudio.

Con el fin de evitar la contaminacién medioambiental todo el material medicado
y restos de choritos seran incinerados.

5.- Programacion.

- Dia-7a0 :Aclimatacion de choritos
- Dia0 . muestreo 20 choritos
- Dia 1 postratamiento - muestreo 50 choritos
- Dia 5 postratamiento : muestreo 50 choritos
- Dia 10 postratamiento . muestreo 50 choritos
- Dia 15 postratamiento . muestreo 50 choritos

6.- Mediciones, observaciones, resultados y registros.
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Los registros de temperatura, pH, salinidad y oxigeno disuelto de los estanques
se obtendran de acuerdo a los POE correspondientes y mantendran en fichas
en cada estanque de experimentacién por todo el estudio.

7.- Obtencidn de las curvas de deplecion.

En el Laboratorio de IFOP-Puerto Montt, se analizard la concentracién de
Azametifos (Aza) a pooles de 5 choritos (10 pooles por tiempo de muestreo) de
las muestras obtenidas. Posteriormente se obtendran las curvas de deplecién
graficando el logaritmo natural (Ln) de concentracién de Azametifos vs el
tiempo en dias, y se obtendra la ecuacion de la recta. Para que la experiencia
sea valida se deben cuantificar al menos 3 puntos de la recta. Es necesario
que la regresién lineal, cumpla con ciertos requisitos: homogeneidad de las
varianzas del Ln de concentracion de Aza obtenido en cada dia de muestreo,
linearidad de Ln de concentracion de Aza obtenido vs tiempo (se puede ver
visualmente en el grafico), distribucién normal de errores (se puede ver con un
gréfico de residuales). Con las curvas de deplecién se calculara el tiempo de
vida media (T %) de Aza en las partes blandas del chorito.

8.- Informe.

Finalizado el estudio, se confeccionara un informe de estudio que resumira los
resultados obtenidos.

9.- Manejo de la informacién generada.

Durante el desarrollo del estudio, la Bitacora de Estudio y todo registro bruto se
mantendra dentro del Modulo Experimental de Especies Hidrobiolégicas, IFOP
Hueihue y con acceso restringido.

Finalizado el estudio, todo registro sera mantenido y archivado en
dependencias de IFOP, Puerto Montt.

10.- Eventos inesperados.

Cualquier evento inesperado del desarrollo del estudio serd documentado en la
Bitdcora de Estudio y se informara inmediatamente al Director del Estudio.
11.- Personal participante.

Director del Estudio: Luis Norambuena S.
Investigador Principal del Estudio: Luis Norambuena S.

Investigadores a cargo del Modulo Experimental de Especies Hidrobioldgicas:
Mylena Menanteau y Loreto Ovalle
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Personal Técnico en Modulo Experimental de Especies Hidrobiolégicas: Dany
Alvarez y Kitza Kalergis
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PROTOCOLO DE ESTUDIO

Obtencion de Curvas de Deplecion de
Diflubenzurén en Mitilidos (Mytilus chilensis) en
condiciones controladas

Identificacion de Protocolo de Estudio: CD-CONT-Dif-M

Lugar de realizacion: Modulo Experimental de Especies Hidrobioldgicas

Centro de Maricultura Hueihue, IFOP

Camino a Manao s/n, Ancud

Fono: Carrier-2-1964130.

Director del Estudio: Luis Norambuena S.

Investigador Principal del Estudio: Luis Norambuena S.

Proyecto: Evaluacion de la capacidad de mitilidos de bioacumular productos
quimicos y farmacéuticos de uso en la acuicultura de la eficacia y seguridad de
productos biolégicos y determinacién de las curvas de deplecion de productos

farmacoldgicos utilizados en la salmonicultura. SUBPESCA.
Fecha:
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APROBACION DE PROTOCOLO

Obtencién de Curvas de Deplecion de Diflubenzuron
Mitilidos (Mytilus chilensis) en condiciones
controladas

Identificacion de Protocolo de Estudio: CD-CONT-Dif-M

DIRECTOR DE ESTUDIO: Luis Norambuena S.
Departamento de Salud Hidrobioldgica.
Divisién de Investigacion en Acuicultura.
Instituto de Fomento Pesquero
Balmaceda 252, Puerto Montt

Fecha:
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Firma:

APROBACION DE ESTUDIO POR
COMITE CIENTIFICO

Mediante el presente documento se certifica que el siguiente estudio:

Titulo:

Obtencion de Curvas de Deplecion de Diflubenzurén en Mitilidos
(Mytilus chilensis) en condiciones controladas

Identificacion de Protocolo de Estudio:

CD-CONT-Dif-M

ha sido aprobado por Comité Cientifico de IFOP, Puerto Montt.
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Obtencién de Curvas de Deplecién de Diflubenzurén en
Mitilidos (Mytilus chilensis) en condiciones controladas

Identificacién de Protocolo de Estudio: CD-CONT-Dif-M

1.- Antecedentes.

La produccién intensiva de mitilidos en Chile ha tenido un fuerte crecimiento en
los ultimos 10 afios, posicionandose como el segundo mayor sector productivo
de la acuicultura. El cultivo de choritos en Chile comenzé en 1961, y a partir del
afo 2006, el 100 % de la produccién de éstos es de cultivo (Uriarte, 1. 2008).
La produccion de moluscos bivalvos se realiza principalmente en la Regién de
Los Lagos, compartiendo zonas geograficas y cuerpos de agua similares con la
produccién de especies salménidas. De las 288.587 toneladas de choritos
cosechadas el afio 2011, 288.579 toneladas fueron obtenidas en la Regién de
Los Lagos (SERNAPESCA, 2011).

En el proceso productivo de peces salménidos pueden presentarse
enfermedades infecciosas, parasitarias y flngicas que requieren de tratamiento
quimico o farmacolégico. Si bien el uso de productos terapéuticos ayuda a
controlar estas enfermedades, también conlleva a la inclusién directa o
indirecta de estos en la columna de agua. La incorporacién directa incluye el
uso de productos para uso en bafio o a través del alimento medicado no
ingerido por los peces, mientras que la indirecta incluye la inclusién a la
columna de agua de metabolitos excretados por piel (mucus), heces y orina de
los peces. En este contexto, el mayor riesgo identificado para la produccién de
mitilidos se encuentra en los productos terapéuticos utilizados en bafios
(piretroides). Los cuerpos de agua que contengan estos productos terapéuticos
pueden llegar a zonas cercanas de produccion de mitilidos.

Existe numerosa bibliografia de la liberacién de farmacos al medio ambiente,
como excrecion fecal y urinaria, o como alimento medicado no ingerido por
parte de peces de cultivo (Hormazabal et al.,, 1996, Lalumera et al, 2004,
Pouliquen y Morvan, 2005, Pouliquen et al., 2009). El peligro de la aplicacién
de altas cantidades de estas sustancias, se evidencia en sus efectos
colaterales, como puede ser la modificacién cuantitativa y cualitativa de la flora
bacteriana en el ambiente, afectando la conservacién de la biodiversidad
marina (Buschmann y Fortt, 2005), incidencia en las cadenas tréficas,
desarrollo de defensas antibacterianas en patégenos de peces y transferencia
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de resistencia bacteriana a patégenos humanos (Borja, 2002). Estudios
llevados a cabo en sistemas intensivos de produccién de peces, han
demostrado que en ciertas ocasiones se puede detectar un impacto
significativo en un radio de un kildmetro alrededor de las jaulas de cultivo,
siendo éste generalmente, mayor en el fondo (Borja, 2002). Sin embargo no
hay publicaciones de niveles de farmacos en mitilidos producto de la actividad
salmonicultora.

Actualmente, en Chile y a nivel mundial, existe escaso conocimiento respecto
de la capacidad de mitilidos de bioacumular, mediante su capacidad filtradora,
productos terapéuticos a las dosis utilizadas. Asimismo, se desconoce si
mediante el proceso de bioacumulacion es posible encontrar residuos de
productos quimicos y farmacéuticos en los ejemplares de mitilidos. Sin
embargo, se han realizados muchos estudios de depleciéon de diversos
farmacos en animales, en los cuales éstos se medican de acuerdo a las dosis
recomendada por cada fabricante y se obtienen muestras de matrices
biolégicas desde la suspension de la medicacion (Rievere y Mason, 2011). Asi,
las curvas de deplecién son estudios de farmacocinética, toda vez que se
evidencia el cambio de concentraciones a través del tiempo (Riviere, 2011).
Debido a que los estudios de deplecion se realizan bajo condiciones
controladas, es necesario contrastarlos con estudios de campo, esto es
especialmente necesario en mitilidos, ya que su exposicion a los farmacos es
muy inferior a la que recibirian en estudios en condiciones controladas.

En consecuencia, el presente proyecto de investigacion aborda esta
problematica, determinando la capacidad potencial que tienen los mitilidos de
bioacumular este tipo de residuos y su impacto sobre la inocuidad alimentaria.

2.- Objetivos.

Obtener las curvas de deplecion de la presentacion comercial de
Diflubenzurén desde muestras de partes blandas de choritos (Mytilus chilensis),
bajo condiciones controladas.

3.- Justificacion.

El presente protocolo busca la obtencion de las curvas de deplecién del
producto comercial de Diflubenzurén utilizado en la salmonicultura nacional, de
las partes blandas de choritos, bajo condiciones controladas, con la finalidad de
levantar informacién técnica para la correcta toma de decisiones por parte de la
Autoridad.
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4 .- Disefio del Estudio.

4.1.- Animales.

Se trabajard con Salmén del Atldntico (Saimo salar), en los grupos
experimentales designados CD-CONT-Dif-M (Calishot Fav S.A.)
- Peso vivo inicial: Se iniciara el estudio con peces de un peso vivo promedio
de 120 gramos +/-50 g.
- Tamanfo de choritos: Se utilizaran choritos de longitud de 4-6 cm.
- Estado fisiolégico: Se utilizaran peces sanos y libres de enfermedades
concomitantes.
- Namero de animales a utilizar: 20 peces y 300 choritos por estanque. Esto
considera la mortalidad esperada (10%) y el retiro de 20 choritos antes de
empezar el tratamiento.
-- Fuente de los animales: Se obtendran los peces de un stock comercial
debidamente certificados sanitariamente.  Los choritos seran obtenidos de
sitios alejados de los centros de cultivo.
- Método(s) de identificacion de los animales: Los choritos se identificaran por
estanques (Cddigos CD-CONT-Dif-M).
- Criterio(s) de inclusién/exclusién: Se incluiran aquellos peces sanos y que
estén dentro los pesos vivos establecidos y choritos aparentemente sanos y
que estén dentro las tallas establecidas.
- Aclimatacion de los animales: La aclimatacion de los peces y choritos sera de
al menos 7 dias antes del inicio del estudio, sin realizar otros manejos
sanitarios y alimentandose con una férmula comercial no medicada.
- La experiencia se realizard en triplicado para el producto comercial,
denominandose los grupos y estanques como CD-CONT-Dif-M-1, CD-CONT-
Dif-M-2, CD-CONT-Dif-M-3, respectivamente.

4.2 .- Farmaco utilizado y controles.

- Farmaco estudiado: Diflubenzurén.

- Dosis a evaluar: 6 mg/kg P.V. en 24 horas por 14 dias, via oral en alimento
comercial.

- Almacenamiento del fArmaco durante el estudio: Los alimentos medicados se
almacenaran evitando el contacto con el alimento no medicado, otros peces y
personal.

4.3.- Metodologia de Muestreo.

Se realizara 1 muestreo de 20 choritos (4 pooles de 5 choritos cada uno) antes
de comenzar el tratamiento, posteriormente se realizaran 4 muestreos
programados, de 50 choritos (10 pooles de 5 choritos cada uno), el primer
muestreo 1 dia post-tratamiento y los otros a los 2, 5, y 7 dias desde el término
del tratamiento. Al momento de muestrear los choritos, seran lavados con
agua de mar, para eliminar el farmaco que pudiera estar en el exterior. Luego
los choritos seran envasados en bolsas plasticas debidamente rotuladas, las
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que seran congeladas a -20°C, hasta su posterior envio al Laboratorio del IFOP
en Puerto Montt.

4.4 - Instalaciones e Infraestructuras utilizadas en el estudio.

- Contencién: Se utilizaran estanques de plastico reforzado de 300 litros de
capacidad.

- Equipo de calefaccion y/o enfriamiento: Se mantendra un registro diario de la
temperatura de estanques, segin POE 101: Procedimiento de registro de
temperatura.

- lluminacién: Durante todo el ensayo se mantendra un fotoperiodo ambiental
normal de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad.

- Salinidad de los estanques: Se mantendra un registro diario de la salinidad de
los estanques, segiin POE 102: Procedimiento de registro de salinidad.

- Concentracién de oxigeno: Se mantendra un nivel de oxigeno entre 6 y 10
mg/l, siendo el ideal 10 mg/L. Se mantendra un registro diario de Ila
concentracion de oxigeno disuelto en estanques, segin POE 104:
Procedimiento de registro de concentracién de oxigeno.

- Control del flujo de agua de los estanques: Se mantendra un flujo de agua de
aproximadamente S It/min.

- Limpieza de estanques: Se realizara una limpieza diaria de los estanques bajo
las rejillas y dia por medio en las paredes laterales y de fondo a las 15 hrs.

4.5 .- Dietas a utilizar en el estudio.

4.5.1.- Dieta no medicada:

La dieta no medicada esta formulada de acuerdo a las necesidades
nutricionales de cada especie de pezy a una razén de1,4% PV.

4.5.2.- Dieta medicada:

Se utilizara una dieta idéntica a la anterior pero con una concentracion
conocida de Diflubenzurén, que equivaldra a una concentracién ingerida
equivalente a 6 mg/Kg PV/dia.

4.5.3.- Programa de alimentacion:

La alimentacion sera 1 vez por dia independiente de la dieta que se esté
utilizando (no medicada o medicada). La dosis diaria a entregar sera calculada
para cada estanque en base a los antecedentes de nimero de peces del dia y
peso promedio de la semana. La dosis calculada sera pesada utilizando
balanza semianalitica marca Quiris con sensibilidad de 0.1 g., posteriormente
se dividira en 20 raciones las que seran entregadas manualmente por un
alimentador asignado para esta experiencia en intervalos de 3 minutos
finalizando la entrega de las 20 dosis en la totalidad del grupo experimental al
cabo de 1 hora. La aplicacién del tratamiento farmacolégico se iniciara
diariamente a las 12:00 AM durante 14 dias.

45.4.- Adicionalmente los bivalvos seran alimentados diariamente con
Isochrysis galbana cada manana.

4.6.- Retiro de individuos del estudio.
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Aguellos individuos que presenten evidencias de trastornos clinico-
patolégicos seran retirados del estudio y sacrificados, segin POE 202:
Procedimiento de sacrificio de peces. Los choritos muertos seran retirados
diariamente.

4.7 .- Destino de alimento medicado y animales experimentales del
estudio.

Con el fin de evitar la contaminacién medioambiental todo el material
medicado y restos de animales y choritos seran incinerados.

5.- Programacién.

- Dia-7a0 :Aclimatacion de choritos y peces con
alimento normal

- Dia0 : muestreo 10 choritos

- Dia1a14 : alimentacién con alimento medicado

- Dia 1 postratamiento : muestreo 50 choritos

- Dia 2 postratamiento : muestreo 50 choritos

- Dia 5 postratamiento . muestreo 50 choritos

- Dia 7 postratamiento : muestreo 50 choritos

6.- Mediciones, observaciones, resultados y registros.

Se mantendra una Bitacora de Estudio donde se registraran diariamente
observaciones como apetito, letargia, entre otros. Adicionalmente, se
monitoreara diariamente a todo el grupo experimental por sintomatologia clinica
anormal.

Los registros de temperatura, pH, salinidad y oxigeno disuelto de los
estanques se obtendran de acuerdo a los POE correspondientes y mantendran
en fichas en cada estanque de experimentacién por todo el estudio.

7.- Obtencion de las curvas de deplecion.

En el Laboratorio de IFOP-Puerto Montt, se analizara la concentracién de
Diflubenzurén (Dif) a pooles de 5 choritos (10 pooles por tiempo de muestreo)
de las muestras obtenidas. Posteriormente se obtendran las curvas de
deplecién graficando el logaritmo natural (Ln) de concentracion de
Diflubenzurdn vs el tiempo en dias, y se obtendra la ecuacién de la recta. Para
que la experiencia sea valida se deben cuantificar al menos 3 puntos de la
recta. Es necesario que la regresién lineal, cumpla con ciertos requisitos:
homogeneidad de las varianzas del Ln de concentraciéon de Dif obtenido en
cada dia de muestreo, linearidad de Ln de concentracion de Dif obtenido vs
tiempo (se puede ver visualmente en el gréafico), distribucion normal de errores
(se puede ver con un grafico de residuales). Con las curvas de depleciéon se
calculara el tiempo de vida media (T %) de Dif en las partes blandas del chorito.
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8.- Informe.

Finalizado el estudio, se confeccionard un informe de estudio que
resumira los resultados obtenidos.

9.- Manejo de la informacion generada.

Durante el desarrollo del estudio, la Bitacora de Estudio y todo registro
bruto se mantendra dentro del Modulo Experimental de Especies
Hidrobioldgicas, IFOP Hueihue y con acceso restringido.

Finalizado el estudio, todo registro serd mantenido y archivado en
dependencias de IFOP, Puerto Montt.

10.- Eventos inesperados.
Cualquier evento inesperado del desarrollo del estudio sera

documentado en la Bitdcora de Estudio y se informard inmediatamente al
Director del Estudio.

11.- Procedimientos Estandares Operacionales.

Se ocuparan Procedimientos Estandares Operacionales descritos en el
presente protocolo.

12.- Personal participante.

Director del Estudio: Luis Norambuena S.

Investigador Principal del Estudio: Luis Norambuena S.

Investigadores a cargo del Modulo Experimental de Especies Hidrobioldgicas:
Mylena Menanteau y Loreto Ovalle

Personal Técnico en Modulo Experimental de Especies Hidrobiolégicas: Dany
Alvarez y Kitza Kalergis
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PROTOCOLO DE ESTUDIO

Obtencion de Bioacumulacion y Curva de
Deplecién de Diflubenzurén en Mitilidos (Mytilus
chilensis) en condiciones controladas

Identificacion de Protocolo de Estudio: BA-CD-CONT-Dif-M

Lugar de realizacion: Modulo Experimental de Especies Hidrobioldgicas

Centro de Maricultura Hueihue, IFOP

Camino a Manao s/n, Ancud

Fono: Carrier-2-1964130.

Director del Estudio: Luis Norambuena S.

Investigador Principal del Estudio: Luis Norambuena S.

Proyecto: Evaluacion de la capacidad de mitilidos de bioacumular productos
quimicos y farmacéuticos de uso en la acuicultura de la eficacia y seguridad de
productos bioldgicos y determinacion de las curvas de deplecién de productos

farmacolégicos utilizados en la salmonicultura. SUBPESCA.
Fecha:
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APROBACION DE PROTOCOLO

Obtencidn de Bioacumulacion y Curva de Deplecion
de Diflubenzurdn Mitilidos (Mytilus chilensis) en
condiciones controladas

Identificacion de Protocolo de Estudio: BA-CD-CONT-Dif-M

DIRECTOR DE ESTUDIO: Luis Norambuena S.
Departamento de Salud Hidrobioldgica.
Division de Investigacion en Acuicultura.
Instituto de Fomento Pesquero
Balmaceda 252, Puerto Montt

Fecha:
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Firma:

APROBACION DE ESTUDIO POR
COMITE CIENTIFICO

Mediante el presente documento se certifica que el siguiente estudio:

Titulo:

Obtencién de Bioacumulacién y Curva de Deplecién de
Diflubenzurén en Mitilidos (Mytilus chilensis) en condiciones
controladas

Identificacidon de Protocolo de Estudio:

BA-CD-CONT-Dif-M

ha sido aprobado por Comité Cientifico de IFOP, Puerto Montt.
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Obtencién de Bioacumulacion y Curva de Deplecion de
Diflubenzurén en Mitilidos (Mytilus chilensis) en
condiciones controladas

Identificacién de Protocolo de Estudio: BA-CD-CONT-Dif-M

1.- Antecedentes.

La produccién intensiva de mitilidos en Chile ha tenido un fuerte crecimiento en
los ultimos 10 afos, posicionandose como el segundo mayor sector productivo
de la acuicultura. El cultivo de choritos en Chile comenzé en 1961, y a partir del
afo 2006, el 100 % de la produccién de éstos es de cultivo (Uriarte, |. 2008).
La produccién de moluscos bivalvos se realiza principalmente en la Regién de
Los Lagos, compartiendo zonas geograficas y cuerpos de agua similares con la
produccién de especies salménidas. De las 288.587 toneladas de choritos
cosechadas el afio 2011, 288.579 toneladas fueron obtenidas en la Regién de
Los Lagos (SERNAPESCA, 2011).

En el proceso productivo de peces salménidos pueden presentarse
enfermedades infecciosas, parasitarias y fingicas que requieren de tratamiento
quimico o farmacolégico. Si bien el uso de productos terapéuticos ayuda a
controlar estas enfermedades, también conlleva a la inclusion directa o
indirecta de estos en la columna de agua. La incorporacién directa incluye el
uso de productos para uso en bafio o a través del alimento medicado no
ingerido por los peces, mientras que la indirecta incluye la inclusiéon a la
columna de agua de metabolitos excretados por piel (mucus), heces y orina de
los peces. En este contexto, el mayor riesgo identificado para la produccion de
mitilidos se encuentra en los productos terapéuticos utilizados en bafios
(piretroides). Los cuerpos de agua que contengan estos productos terapéuticos
pueden llegar a zonas cercanas de produccion de mitilidos.

Existe numerosa bibliografia de la liberacion de farmacos al medio ambiente,
como excrecion fecal y urinaria, o como alimento medicado no ingerido por
parte de peces de cultivo (Hormazabal et al., 1996, Lalumera et al, 2004,
Pouliquen y Morvan, 2005, Pouliquen et al., 2009). El peligro de la aplicacién
de altas cantidades de estas sustancias, se evidencia en sus efectos
colaterales, como puede ser la modificacion cuantitativa y cualitativa de la flora
bacteriana en el ambiente, afectando la conservacion de la biodiversidad

sid]s

44

) SUBSECRETARIA DE PESCA Y ACUICULTURA - LIC. N° ID 4728-71-LP1 - INFORME FINAL: ANEXO 1.
“EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE MITILIDOS DE BIOACUMULAR PRODUCTOS QUIMICOS Y FARMACEUTICOS DE USO EN ACUICULTURA”.



oo

IFOP

N\

INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION INVESTIGACION EN ACUICULTURA

marina (Buschmann y Fortt, 2005), incidencia en las cadenas troficas,
desarrollo de defensas antibacterianas en patégenos de peces y transferencia
de resistencia bacteriana a patégenos humanos (Borja, 2002). Estudios
llevados a cabo en sistemas intensivos de produccién de peces, han
demostrado que en ciertas ocasiones se puede detectar un impacto
significativo en un radio de un kildémetro alrededor de las jaulas de cultivo,
siendo éste generalmente, mayor en el fondo (Borja, 2002). Sin embargo no
hay publicaciones de niveles de farmacos en mitilidos producto de la actividad
salmonicultora.

Actualmente, en Chile y a nivel mundial, existe escaso conocimiento respecto
de la capacidad de mitilidos de bioacumular, mediante su capacidad filtradora,
productos terapéuticos a las dosis utilizadas. Asimismo, se desconoce si
mediante el proceso de bioacumulacién es posible encontrar residuos de
productos quimicos y farmacéuticos en los ejemplares de mitilidos. Sin
embargo, se han realizados muchos estudios de deplecion de diversos
farmacos en animales, en los cuales éstos se medican de acuerdo a las dosis
recomendada por cada fabricante y se obtienen muestras de matrices
biolégicas desde la suspensién de la medicacién (Rievere y Mason, 2011). Asi,
las curvas de deplecién son estudios de farmacocinética, toda vez que se
evidencia el cambio de concentraciones a través del tiempo (Riviere, 2011).
Debido a que los estudios de deplecion se realizan bajo condiciones
controladas, es necesario contrastarlos con estudios de campo, esto es
especialmente necesario en mitilidos, ya que su exposicion a los farmacos es
muy inferior a la que recibirian en estudios en condiciones controladas.

En consecuencia, el presente proyecto de investigacién aborda esta
problematica, determinando la capacidad potencial que tienen los mitilidos de
bioacumular este tipo de residuos y su impacto sobre la inocuidad alimentaria.

2.- Objetivos.
Obtener la bioacumulacién y curva de deplecién de la presentacion comercial

de Diflubenzurén desde muestras de partes blandas de choritos (Mytilus
chilensis), bajo condiciones controladas.

3.- Justificacion.

El presente protocolo busca la obtenciéon de las curvas de deplecién del
producto comercial de Diflubenzurén utilizado 