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1 RESUMEN EJECUTIVO

Dentro de las sustancias no autorizadas con prohibicion de uso en todos los sistemas de produccion
animal, incluida toda la cadena productiva del salmdn, estan los colorantes Verde Malaquita, Cristal
Violeta y sus formas reducidas leuco-Verde Malaquita y leuco-Cristal Violeta respectivamente.
Considerando que estos colorantes son potencialmente toxicos para la poblacion humana, las
organizaciones internacionales han concluido que no existe un nivel seguro de residuos de estos
colorantes y sus metabolitos en los alimentos, que representen un riesgo aceptable para los
consumidores. Por esta razoén, las autoridades competentes deberian prevenir la presencia de sus
residuos en los alimentos, incluidos los de origen animal.

En Chile, a nivel de la salmonicultura, existe el Programa Oficial de Control de Residuos de Productos
Farmacéuticos, Sustancias Prohibidas, Sustancias No Autorizadas y Contaminantes en musculo de
salmon con piel y proporciones naturales cuando corresponda. En todas las muestras oficiales
analizadas por el laboratorio FARMAVET de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, durante el periodo 2019-2021 no se ha detectado la presencia de Verde
Malaquita, Cristal Violeta y sus formas reducidas (metabolitos). Sin embargo, entre los afios 2019 al
2021, el Servicio Veterinario de la Federacidn Rusa ha notificado 25 detecciones de estos colorantes
en musculo de salmén de origen nacional.

Producto de lo anterior, la autoridad ha considerado necesario efectuar una evaluacién de la cadena
productiva del salmdn para identificar potenciales fuentes y factores de riesgo que puedan resultar
en la presencia de sustancias no autorizadas (Cristal Violeta, Leuco Cristal Violeta, Verde Malaquita,
Leuco Verde Malaquita y sus formas reducidas) en musculo de salmdn.

A objeto de dar cumplimiento a lo anterior, se realizé una evaluacidn de la cadena productiva del
salmon para identificar potenciales fuentes y factores de riesgo que puedan resultar en la presencia
de sustancias no autorizadas en musculo de salmdn. Se caracterizaron las etapas de agua dulce,
agua de mar, procesamiento, comercializacién y la fabricacion de alimento. De la misma forma, se
caracterizaron los peligros junto con los dafios potenciales que podrian tener para la salud humana.
Se identificaron como principales vias de contaminacion de la cadena los desinfectantes vy
antisépticos, envases y tintas, agua, piensos e insumos. Para validar estas vias de ingreso se realizé
un taller de expertos con participantes de la academia, industria, laboratorios y del sector publico.
En este taller se concluyé que los insumos en general y de origen animal en particular, que
componen los piensos representan el mayor riesgo para la introduccion de los peligros a la cadena
productiva de salmodn.

En el dmbito nacional, la normativa correspondiente a la autorizacidn, certificacidn y fiscalizacion
de los establecimientos pesqueros incumbe al Servicio Nacional de Pesca (SERNAPESCA). En el caso
de la normativa correspondiente a la alimentacién animal y sus limites maximos, el Servicio Agricola
y Ganadero (SAG) es la autoridad competente. Por otra parte, la regulacion concerniente a los
limites maximos en alimentos de consumo humano corresponde al Ministerio de Salud. Al respecto,
Chile tiene una de las normas mas estrictas del mundo, ya que la actual legislacion del pais clasifica
a los colorantes triarilmetanos como no permitidos, lo que implica que no deben ser detectados en
las muestras analizadas. En el ambito internacional, existen numerosos paises que establecen la
prohibiciéon de uso de colorantes con Verde Malaquita y Cristal Violeta en produccion de peces,
definiendo valores referenciales de residuos cada vez mas bajos.

Para la evaluacién de riesgo, se utilizd una metodologia para elaborar un score de riesgo de las
distintas vias de ingreso de los peligros analizados en las diferentes etapas de la cadena productiva.
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Esta evaluacion identific6 como de mayor riesgo las materias primas y piensos contaminado en las
etapas de agua dulce y agua de mar, ademas del etiquetado con tinta que contenga estos
contaminantes en el proceso de toma de muestra y analisis de laboratorio.

Se realizd un levantamiento de la situacidon de contaminacidn en piensos para peces con sustancias
no autorizadas. Para esto se tomaron muestras de insumos y piensos de empresas productora de
piensos. Estas muestras fueron procesadas y analizadas en el laboratorio FARMAVET de la Facultad
de Cs. Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. Los resultados obtenidos mostraron que
la contaminacion con CVy VM de los subproductos de origen animal, pueden conllevar a la presencia
de residuos en la dieta final. Esto es posible incluso considerando el factor de dilucién de estos sub
productos debido a la incorporacidn de otros ingredientes durante la formulacién del pienso.

A partir de los resultados obtenido en la investigacidn, se proponen medidas de monitoreo y control
para evitar la presencia de residuos de sustancias no autorizadas en alimentos para peces, mediante
el monitoreo de los ingredientes de origen animal, como harinas de plumas y subproductos, dado
qgue resultaron ser estos el principal factor de riesgo para la presencia de estas sustancias no
autorizadas en los alimentos destinados a la alimentacion de peces.
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2 ANTECEDENTES

Dentro de las sustancias no autorizadas, con prohibicién de uso en todos los sistemas de produccion
animal incluida toda la cadena productiva del salmdn, estan los colorantes Verde Malaquita (VM),
Cristal Violeta (CV) (violeta de genciana) y sus formas reducidas leuco-Verde Malaquita (LVM) y
leuco-Cristal Violeta (LCV) respectivamente. En estudios realizados en roedores se ha demostrado
gue estos colorantes son potencialmente téxicos para el ser humano, teniendo efectos genotdxicos
(perjudiciales para el ADN) y carcindgenos, induciendo principalmente tumores en la tiroides y el
higado (Sudova et al, 2007; The National Food Institute, 2007).

El Codex Alimentarius, sefiala que de acuerdo a las evaluaciones de riesgo del JEFCA (Comité de
expertos en contaminantes de la FAO/OMS) realizadas el afio 2008 para Verde Malaquita y el afio
2013 para Cristal Violeta, no existe un nivel seguro de residuos de estos colorantes y sus metabolitos
en los alimentos que representen un riesgo aceptable para los consumidores. Por esta razdn, las
autoridades competentes deberian prevenir la presencia de residuos de verde de malaquita en los
alimentos, incluidos los de origen animal (CODEX ALIMENTARIUS, CX/MRL 2018).

En este contexto, a nivel nacional, el Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura (SERNAPESCA),
autoridad competente en el ambito de la inocuidad de los productos de la pesca y acuicultura
destinados a la exportacidn, establecié un Programa Oficial de Control de Residuos de Productos
Farmacéuticos, Sustancias Prohibidas, Sustancias No Autorizadas y Contaminante en musculo de
salmon con piel y proporciones naturales cuando corresponda, con el fin de verificar el
cumplimiento de los requisitos establecidos (SERNAPESCA, 2022).

Los muestreos oficiales del programa antes sefialado, son analizados en el laboratorio FARMAVET
de la Facultad de Cs. Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. La frecuencia de muestreo
para sustancias no autorizadas es de una vez al afio para los centros de cultivo con peces en etapa
de reproduccidn, alevinaje y/o smoltificacion (pisciculturas, centros de rio y lago, y centros de
smoltificacion en estuario), y de un muestreo durante la etapa de engorda en los centros de cultivo
en mar.

En cada muestreo se toman 7 muestras a las cuales se les realiza los siguientes analisis: dos son
destinadas para Verde Malaquita y Cristal Violeta, incluidas sus formas reducidas; una para los
metabolitos de nitrofuranos; una para cloranfenicol; una para nitroimidazoles; dos para esteroides
y estilbenos. Para determinar cuando un resultado es desfavorable, se considera la presencia de
ambos analitos, es decir, Cristal Violeta (CV) + Leuco Cristal Violeta (LCV), o bien, la sola presencia
de Leuco Cristal Violeta (LCV). Esto aplica de la misma forma para verde de malaquita (VM) y leuco
verde de malaquita (LVM).

En todas las muestras oficiales analizadas por el laboratorio FARMAVET durante el periodo 2019-
2021 (n=2394) no se detectd la presencia de Verde Malaquita, Cristal Violeta y sus formas reducidas
(metabolitos). El Limite de deteccidn (LD) del método analitico utilizado fue de 0,1 ppb y el Limite
de Cuantificacion (LC) de 0,2 ppb. Sin embargo, entre los afios 2019 al 2021, el Servicio Veterinario
de la Federacion Rusa UEE), Rosselkhoznadzor (RIAL, 2021) ha notificado 25 detecciones de estos
colorantes en musculo de salmdn de origen nacional.

Estos hallazgos, mas otras detecciones de oxitetraciclina, tuvieron un impacto importante en la
comercializacién de carne de salmdn nacional con ese mercado.

Producto de lo anterior, se ha visto necesario realizar una evaluacion integral de la cadena
productiva del salmén, determinando eventuales fuentes de contaminacién de estas sustancias en
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las distintas etapas, esto es a nivel de establecimientos elaboradores de alimento de peces, centros
de cultivo y establecimientos de proceso. En una primea etapa, se ha planteado el presente estudio
con el fin de realizar una evaluacién general de la cadena del salmdn, analizando los puntos criticos
de mayor riesgo en cuanto a una eventual contaminacion con estos colorantes.
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3 OBIJETIVOS

3.1 Obijetivo general

Efectuar una evaluacién de la cadena productiva del salmén para identificar potenciales fuentes y
factores de riesgo que puedan resultar en la presencia de sustancias no autorizadas (Cristal Violeta,
Leuco Cristal Violeta, Verde Malaquita, Leuco Verde Malaquita) en musculo de salmdn.

3.2 Obijetivos Especificos

a) Evaluarla cadena productiva del salmén para identificar potenciales fuentes y factores de riesgo
gue puedan resultar en la presencia de sustancias no autorizadas en musculo de salmoén.

b) Identificar insumos de riesgo para la presencia de residuos de sustancias no autorizadas en
piensos para peces.

c) Realizar un levantamiento de la situacién de contaminacién en piensos para peces con
sustancias no autorizadas.
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4 OBIJETIVO ESPECIFICO 1

4.1 Metodologia

4.1.1 Caracterizacion de la cadena de produccion

Caracterizacion general de toda la cadena de produccion de Salmdn del Atlantico (Salmo salar),
desde la elaboracidon de piensos, produccion de peces, faena y procesamiento. Para su elaboracidn,
se revisaron documentos y publicaciones cientificas que detallan los procedimientos de cada una
de las etapas de la cadena de produccidn, indicando su objetivo y caracteristicas principales.

4.1.2 Identificacion y caracterizacion de los Peligros

Evaluacién de los peligros considerando sus propiedades quimicas, fisicoquimicas, toxicoldgicas,
vias de absorcién, su degradacion metabdlica, metabolitos generados, tiempos de eliminacién y
posibles fuentes de contaminacion. Para su elaboracidn, se revisaron las versiones actualizadas del
“National Center for Biotechnology Information”, que elabora fichas técnicas de cada compuesto
conocido en base a publicaciones cientificas y es utilizado mundialmente como base para elaborar
fichas de compuestos quimicos. La informacién obtenida fue organizada en formato de tabla para
entregar las caracteristicas fisico-quimicas de cada compuesto.

4.1.3 Impacto o dafio para la salud humana de los peligros

Evaluacién de los impactos para la salud humana de CV, VM vy sus variantes metabolizadas de
acuerdo a las evidencias de toxicidad, mutagenicidad, capacidad de efectos cancerigenos, entre
otros. Se realizé una revisidon exhaustiva de articulos cientificos relacionados con los efectos fisicos
de los compuestos para posteriormente listar los efectos de cada uno de ellos en distintos
organismos.

4.1.4 Identificacion de las vias de contaminacién vy factores de riesgo

Identificacion de las vias y los factores de riesgos que pudiesen estar asociados a la ocurrencia de
un evento no deseado, en este caso la contaminacién de insumos, piensos o carne de salmdn, asi
como en la exposicion de los peces a los peligros. La informacion presentada fue levantada a través
de una revision documental de literatura cientifica, interpretaciéon de las caracteristicas fisico-
guimicas de los compuestos analizados y de opiniones de informantes expertos calificados.

Se realizd, de forma complementaria, un ejercicio de simulacion de la acumulacién de los
contaminantes evaluados en el organismo de Salmdn del Atldntico de acuerdo al estudio realizado
por Berntssen et al., 2018. En primer lugar, se examinaron las dietas utilizadas en dicho estudio y
las curvas de acumulacién obtenidas del modelo matematico propuesto. Luego, de acuerdo a la
formulacion de dietas reales entregadas durante toda la cadena de proceso de produccion detallada
anteriormente, se propusieron tres casos hipotéticos de ingredientes contaminados con
concentraciones bajas, medias y altas de CV o VM, calculando para cada una la concentracién media
de dichos contaminantes. Finalmente, las concentraciones de cada dieta simulada fueron
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comparadas por las dietas entregadas en el estudio de Berntssen et al., 2018 y extrapoladas a las
curvas de acumulacidn publicadas en dicho estudio de acuerdo a su modelo matematico.

4.1.5 Taller de expertos

Taller remoto con expertos calificados del ambito nacional. Con el objetivo de discutir las fuentes y
factores de riesgo para la presencia de sustancias no autorizadas en musculo de salmén y validar los
resultados preliminares del Proyecto.

4.2 Resultados

4.2.1 Caracterizacion de la cadena de proceso

Se inicia el proceso desde el desove y fertilizacion de las ovas por parte de los reproductores, hasta
que el pez es cosechado, procesado y comercializado. Para cada una de las etapas, se destacan las
principales caracteristicas y acciones, dando a conocer los puntos relevantes para el objetivo del
presente informe.

4.2.1.1 Ciclo productivo del salmdn

El ciclo productivo de los salmdnidos se divide en dos grandes etapas, la etapa de agua dulce y la
etapa de agua de mar. La primera tiene como objetivo producir el Smolt (pez joven adaptado a vivir
en el agua de mar) y el objetivo de la segunda etapa es originar salmones para faena.

4.2.1.1.1 Aguadulce

La fase de agua dulce se realiza habitualmente en pisciculturas, donde se reproducen y crian los
peces en piscinas hasta que estén preparados para trasladarse y vivir en agua de mar. Este proceso
dura entre 10 a 12 meses. Las pisciculturas se ubican en tierra, generalmente en torno a fuentes de
agua dulce.

a. Fertilizacion

El ciclo comienza por la fertilizacion de los huevos de la hembra con el esperma de uno o mas
machos, para obtener una ova fertilizada. Las ovas pueden originar de reproductores nacionales o
pueden ser importadas, este ultimo caso permite mantener la oferta durante todo el afio. Durante
esta etapa, los programas genéticos son muy importantes para satisfacer las necesidades fisioldgicas
durante todo el ciclo productivo (ABC-Salmonicultura chilena, 2018).

b. Incubacion

El periodo de incubacién suele durar entre 2 a 2,5 meses dependiendo de la especie, el Salmon del
Atlantico incuba por aproximadamente 510 grados/dia (64 dias a 82C aprox.) (Olson & Criddle,
2008). Durante esta etapa se pueden observar importantes transformaciones que dependen
principalmente de la temperatura, luminosidad, homogeneizacion y oxigeno del medio. La primera
transformacion es una etapa muy delicada en la que se debe limitar la manipulacién y corresponde
al paso de conversidn de la ova fertilizada a una ova embrionada. Posteriormente, se lleva a cabo la
eclosién que es el momento en que se produce la ruptura del huevo, para que subsecuentemente
el alevin (cria recién salida del huevo) pueda nadar junto a su saco vitelino. La ultima transformacion,
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sucede cuando se absorbe completamente el saco vitelino y el alevin estad capacitado para su
primera etapa de alimentacion.

c. Alevinaje

Cuando el alevin comienza a recibir su pienso y alcanza entre los 3 a 5 gramos se le denomina Salmén
Fry. Esto tarda aproximadamente 290 grados/dia (36 dias a 82C aprox.) para el Salmén del Atlantico.
Posteriormente, los alevines contindan su alimentacion con dietas balanceadas, ricas en proteinas,
lipidos y carbohidratos. El alevin crece hasta convertirse en salman juvenil distinguiéndose por unas
manchas laterales llamadas “parr” (ABC-Salmonicultura chilena, 2018).

d. Esmoltificacion

En esta etapa el salmdén juvenil experimenta una serie de transformaciones fisioldgicas,
morfoldgicas y de comportamiento. Ademas, se produce la osmorregulacion, es decir, desarrollan
la capacidad de regular activamente la presion osmatica de su cuerpo manteniendo la homeostasis
de los liquidos del organismo. Esta habilidad fisioldgica es muy significativa y determinante para su
posterior ingreso a la fase de mar. Esta etapa puede distinguirse fisicamente porque desaparecen
sus marcas parr y cambia su color. Durante esta fase los peces se alimentan con dietas balanceadas
en base a proteinas, lipidos, acidos grasos, vitaminas y minerales.

|ll

Cuando el “smolt” alcanza un peso aproximado entre los 120 y 150 gramos en el Salmén del
Atlantico y se encuentra en la estacidn optima del afio, puede ingresar al agua de mar para comenzar
la etapa de engorda. El traspaso hacia las etapas de agua de mar puede ocurrir de dos maneras:

a. Recepcion directa: Los smolt van directamente al mar, produciéndose una seleccion natural
al morir los mas débiles. Este tipo de recepcién minimiza los costos ya que se requiere
menor infraestructura y disminuye el estrés por manejo, sin embargo, aumenta la
mortalidad por shock salino, para smolt de buena calidad, esta mortalidad es minima.

b. Recepcién con acondicionamiento: En este caso, los smolt se ubican en estanques de agua
dulce oxigenada incorporandoles lentamente agua de mar, esto puede tardar hasta 4 dias
para que exista un 100 % de agua de mar.

4.2.1.1.2 Aguade mar

Dependiendo de la especie, y de distintas variables genéticas, productivas, sanitarias y ambientales,
el proceso puede durar de 10 a 24 meses. La duracidn promedio del periodo de engorda del Salmén
del Atlantico es 15 meses. Dada la extensa duracion de este proceso (lo que conlleva un mayor
riesgo), y al aumento en el valor que presenta el activo bioldgico, esta etapa es considerada la de
mayor valor agregado al proceso productivo, y es, por lo tanto, la que generalmente centra la mayor
parte de la atencion.

a. Engorda

Durante la engorda, los peces son alimentadas a base de pellets con dietas balanceadas
dependiendo de la especie, centro de cultivo y condicidn. En general, el periodo de engorda lleva
entre 12 a 18 meses para el Salmén del Atlantico. Se manejan densidades de entre 6 a 8 kg/m?,
aumentando a de 9 a 10 kg/m? antes de la cosecha. En esta fase los salmones son alimentados con
pellet o extruidos secos con una humedad del 8 al 9% y se alimentan usualmente dos veces al dia.
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b. Cosecha

La alimentacién se debe suspender por 48 horas antes de la cosecha, con el fin de disminuir el
porcentaje de lipidos y el contenido gastrointestinal. En cuanto a las dietas medicadas, estas no se
deben administrar desde 42 dias antes de la cosecha, para evitar residuos de los medicamentos en
el producto final (Urrutia, 2016).

Cuando el salmdn alcanza su peso determinado, comienza el periodo de cosecha. Los pesos dptimos
de cosecha son entre 4,5 a 5 Kg para el Salmon del Atlantico (ABC-Salmonicultura chilena, 2018).

Durante la cosecha, los peces son separados por tamafio y son trasladados en barcos de transportes
apropiadamente equipados llamados “wellboats” que permiten llegar con los peces vivos hasta la
misma planta faenadora. Para esto, existen dos tipos principales de cosecha:

a. Cosecha tradicional: los salmones son llevados a balsas de cosecha, donde son anestesiados
con CO,, posteriormente son sacados con gancho, y luego se les cortan las branquias para
el desangrado.

b. Cosecha mecanizada: en este caso los animales son extraidos directamente de las balsas
por medio de bombas especializadas con parte del agua, luego pasan por un secador y
posteriormente se procede a cortar las branquias para su desangrado y sacrificio.

Luego del corte de branquias, los peces son ubicados en estanques de desangrado por no mas de
30 minutos. Los estanques tienen una mezcla de agua y hielo para mantener la cadena de frio y
evitar que superen los 4°C. Luego viene el proceso de eviscerado y almacenaje en bandejas o bins
para su traslado a los centros de acopio, procesamiento primario o comercializacion directa (Urrutia,
2016).

4.2.1.2 Procesamiento

Luego de la cosecha, los salmones son llevados a la planta de procesamiento primario donde ocurre
la faena de los animales. En primer lugar, se remueven las visceras, las cuales se convierten en
subproductos que son vendidos a compradores locales. También, en la planta se clasifican los
pescados segln su peso, cuando son productos finales estos son empacados para el despacho al
cliente, y los productos intermedios son enviados en recipientes con hielo a la planta de
procesamiento secundario.

Las plantas de procesamiento secundario se encargan de procesar la materia prima ya eviscerada
para producir descabezados, filetes, porciones y bloques de salmén. También tiene la capacidad
para pelar, descamar, desespinar y recortar grasa segun lo especifique el producto. Cada uno de
estos productos tienen rendimientos distintos con respecto a la materia prima original, y, a su vez,
costos de proceso distinto. Los subproductos pueden derivarse para hacer otros bloques, tiras de
carne y grasa, raspado de carne, harina y aceite.

Finalmente, los productos son empaquetados y almacenados. Los empaques constan de un
empaque primario y uno secundario. Los primarios, son aquellos que estan en contacto directo con
el producto y los secundarios estan en contacto con el empaque primario. Estos pueden ser bolsas
o laminas plasticas simples o al vacio como empaques primarios y cajas de cartén o polietileno
expandido como empaques secundarios (Thomas, 2015).

Pagina 18 de 150



Informe Final Proyecto FIPA 2021-40

4.2.1.3 Comercializacion

La comercializacidn del salmén chileno ocurre a nivel mundial. La exportacion representa (afio 2022)
mas del 70% de lo producido y los principales destinos de exportacion son Estados Unidos, Japén y
Brasil. Ademas, durante los ultimos afios se han incorporado los mercados de China y el Sudeste
Asiatico. Los productos son distribuidos via terrestre, maritima y aérea. Una de las principales
dificultades es la mantencién de la cadena de frio, lo que significa mayores costos y complicaciones
operacionales para los productos frescos, debido a brechas de tiempo mas cortas que los
congelados.

4.2.1.4  Fabricacion de piensos

Las materias primas utilizadas en el proceso de fabricacidon de piensos para salmdnidos son muy
diversas en cuanto a su origen (animal, vegetal o mineral) y procedencia (decenas de paises).

El proceso de fabricacidon de piensos para salmones considera de manera general las siguientes
etapas secuenciales: mezcla, acondicionador, extrusor, secador, aceitado y enfriado.

La primera etapa ocurre en el mezclador donde los macro y micro ingredientes son mezclados en
una gran tolva. Consecutivamente, la mezcla pasa al acondicionador donde recibe agua y vapor de
agua a 90°C, por aproximadamente 3 minutos pasando posteriormente a la etapa de extrusion.
Durante la etapa de extrusion ocurre el amasado de la mezcla. Al final de este proceso, la mezcla
pasa por un molde que le entrega la forma caracteristica al pellet. Posteriormente, viene la etapa
de secado, en la cual se asegura de que la humedad final del producto se encuentre en torno al 5%.
Luego, ocurre la etapa de aceitado, en la cual ingresa aceite a los poros internos del pellet. Por
ultimo, la etapa de enfriado que deja al pellet con una temperatura final de 102C (Parejas, 2020).

4.2.2 Identificacion y caracterizacion de los Peligros

Cristal Violeta (CV), Verde Malaquita (VM) y sus compuestos metabolizados Leuco Cristal Violeta
(LCV) y Leuco Verde Malaquita (LVM) son compuestos quimicos con un triple anillo bencénico que
les proporciona una gran estabilidad a lo largo del tiempo. CV y VM son comunmente clasificados
como pigmentos o colorantes fanales (Gessner & Mayer, 2000; Schmidt, 2019). Estos pigmentos,
dadas sus caracteristicas fisico-quimicas, son utilizados ampliamente en numerosos procesos, tales
como la tintura de telas de alto contenido organico, elaboracién de pinturas y tintas de impresion,
lapices y plumones, pigmentos para manualidades y cosméticos, entre otros. Adicionalmente, CV y
VM son implementados en técnicas de laboratorio y diagndstico como tincidn celular y de tejidos,
asi como estudios analiticos. Histéricamente, estos compuestos (aunque principalmente CV) han
sido utilizados como agentes desinfectantes, aunque este uso esta descontinuado por las
propiedades toxicoldgicas que pueden presentar.

A continuacion, se presentan las propiedades fisico-quimicas estos peligros como contaminantes
potenciales de productos relacionados a la salmonicultura, de acuerdo a la informacidn existente
en bibliografia cientifica y a las fichas técnicas oficiales publicadas en el “National Center for
Biotechnology Information (NCBI)”, plataforma mundialmente utilizada como referencia para la
caracterizaciéon de compuestos quimicos. Adicionalmente, se listan los principales efectos
toxicoldgicos y peligros bioldgicos asociados a dichos contaminantes de acuerdo a publicaciones
cientificas y recomendaciones de centros médicos internacionales.
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4.2.2.1 Cristal Violeta

Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas del compuesto Cristal Violeta (elaboracion propia).

items

Descripcion

Nombre Comun

Cristal Violeta

Nominacién Quimica

Metil Violeta

Otros nombres

Gentian Violet B
Pentamethyl pararosaniline chloride

Presentacién Comun

Férmula Co5H30CIN;
Masa Molecular 407.98
Polvo

Solucién acuosa

Propiedades Organolépticas

Polvo verde a verde muy oscuro. Violeta oscuro en
solucién.

Solubilidad

4000 mg/L a 25°C, agua
10-50g/La 27°C, pH 3.07, agua
Soluble en etanol
Soluble en cloroformo

Punto de ebullicion

631.92 °C

Punto de melting

205 — 215 °C (descomposicién)
198 °C (sin descomposicion)

Estabilidad y reactividad

Estable bajo condiciones normales
Sensible a luz
Incompatible con agentes oxidantes fuertes,
agentes reductores y acidos fuertes

Clasificacion toxicolégica

Corrosivo
Irritante
Peligro para la salud
Peligro medioambiental

4.2.2.2 lLeuco Cristal Violeta

Tabla 2. Caracteristicas fisico-quimicas del compuesto Leuco Cristal Violeta (elaboracion propia).

items

Descripcion

Nombre Comun

Leuco Cristal Violeta

Nominacién Quimica

Leuco Metil Violeta

Otros nombres

Leuco Gentian Violet
Crystal violet leucobase

Férmula C25H31N3
Masa Molecular 373.53
Presentacién Comun Polvo

Propiedades Organolépticas

Polvo blanco o ligeramente violeta

Solubilidad

1.3 mg/La 20°C, agua
600 mg/L en etanol

Punto de ebullicion

Descomposicidon a 227.8 antes de alcanzar
ebullicién

Punto de melting

176.8 °C

Estabilidad y reactividad

Estable a condiciones normales
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items

Descripcion

Sensible a luz
Sensible a aire
Descomposicion termal puede generar dxidos de
nitrégeno y carbono y cloruros de hidrégeno

Clasificacion toxicolégica

Irritante
Peligro medioambiental

4.2.2.3 Verde Malaquita

Tabla 3. Caracteristicas fisico-quimicas del compuesto Verde Malaquita (elaboracion propia).

items

Descripcion

Nombre Comun

Verde Malaquita

Nominacién Quimica

Verde Malaquita

Basic Green 4

Presentacién Comun

Otros nombres China Green
Malachite green chloride
Formula Ca3H25CIN2
Masa Molecular 364.91
Cristales

Solucién acuosa

Propiedades Organolépticas

Cristales verdes con lustre metalico. En solucion,
coloracién verde azulada

Solubilidad

4 x 10* mg/L a 25°C, agua
Muy soluble en etanol
Soluble en metanol y alcohol amilico

Punto de ebullicion

452°C

Punto de melting

180°C

Estabilidad y reactividad

Neutraliza dcidos en reacciones exotérmicas
formando sales y agua.
Incompatible con isocianatos, productos
halogenados organicos, perdxidos, fenoles acidos,
epdxidos, anhidridos y acidos haloides.
Puede generar hidrégeno gaseoso inflamable al
estar en combinacién con agentes reductores
fuertes.

Clasificacion toxicolégica

Corrosivo
Irritante

4.2.2.4 lLeuco Verde Malaquita

Tabla 4. Caracteristicas fisico-quimicas del compuesto Leuco Verde Malaquita (elaboracién propia).

items

Descripcion

Nombre Comun

Leuco Verde Malaquita

Nominacién Quimica

Leuco Verde Malaquita

Otros nombres

4,4'-Bis (dimethylamino) triphenylmethane
Tetramethyldiaminotriphenylmethane
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items Descripcién
Férmula C23H26Nz
Masa Molecular 330.47
Presentacion Comun Polvo
Propiedades Organolépticas Polvo blanquecino a ligeramente marrén

6.4 x 102 mg/ml a 25°C, agua
Muy soluble en benceno y éter etilico

Solubilidad . L .
30 mg/ml en etilenglicol éter monometilico
4 mg/mL en etanol a 25°C
Punto de ebullicién 414°C
Punto de melting 101°C
Estabilidad y reactividad -
Clasificacion toxicoldgica Peligro para la salud

4.2.3 Impacto o dafio para la salud humana

4.2.3.1 Cristal Violeta
4.2.3.1.1 Toxicidad

e Mutagénico. Es considerado un veneno mitético (inhibe la mitosis) y clastégeno (induce la
ruptura de cromosomas) bajo evidencia de experimentos realizados en cultivos celulares
(Thomas & MacPhee, 1984).

e (Carcinogénico. Induce la formacion de carcinomas hepatocelulares y sarcomas en células
reticulares en roedores (Littlefield et al., 1985).

e Puede causar reacciones necroticas en la piel en dosis altas (Docampo & Moreno, 1990).

e Irritante de membranas mucosas. En altas concentraciones puede causar conjuntivitis, irritacion
gastrointestinal, cistitis hemorragica y sangrado nasal (Docampo & Moreno, 1990).

e En altas concentraciones causa bajas en el conteo de leucocitos (Docampo & Moreno, 1990).
4.2.3.1.2 Carcinogénesis

No hay evidencia disponible para afirmar que CV o LCV son agentes causantes de cancer en
humanos. Sin embargo, existe evidencia de efectos carcinogénicos en animales de investigacion
(ratas, ratones, entre otros) (Littlefield et al., 1985; Thomas & MacPhee, 1984). En el presente, la
clasificacidn oficial para CV es Grupo 2b: Posible carcinogénesis en humanos y para LCV es Grupo 3:
no clasificable por su carcinogenicidad hacia humanos.

4.2.3.1.3 Mutagenicidad

CVy LCV han demostrado tener efecto mutagénico en el genoma, causando inhibicién de la mitosis,
ruptura de cromosomas e interferencia en telémeros. Esto ha podido apreciarse en estudios
realizado en embriones de pollo (Docampo & Moreno, 1990). Estas caracteristicas, junto con la alta
estabilidad de estos compuestos proporcionada por su estructura quimica sugiere que la
acumulacién de éstos y sus efectos mutagénicos pueda ser acumulable a través de generaciones.
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4.2.3.2 Verde Malaquita
4.2.3.2.1 Toxicidad

e Mutagénico. VM genera fracturas cromosomales, efecto teratogénico y fertilidad reducida en
truchas arcoiris, ratas y ratones alimentados con este compuesto (Culp, 2004; Culp et al., 2006;
Gerundo et al., 1991; Mitrowska & Posyniak, 2004; Srivastava et al., 2004).

e (Carcinogénico. VM y LVM causan adenomas hepatocelulares, pituitarios y de células
intersticiales asi como carcinomas mamarios y hepatocelulares en ratas, ratones y conejos
(Culp, 2004; Culp et al., 2006; Ohta et al., 2012).

e Veneno respiratorio. VM y LVM parecen inhibir la respiracidn celular a través del bloqueo del
citocromo p450 (Culp, 2004; Culp et al., 2006).

e Irritante de piel. En altas concentraciones puede generar necrosis celular (Culp, 2004).
4.2.3.2.2 Carcinogénesis

No hay evidencia disponible para afirmar que VM o LVM son agentes causantes de cancer en
humanos. Sin embargo, existe evidencia de efectos carcinogénicos en animales de investigacion
(ratas, ratones, entre otros) (Culp, 2004; Culp et al., 2006). En el presente, la clasificacion oficial para
VM es Grupo 3: no clasificable por su carcinogenicidad hacia humanos y para LCV es Grupo 2b:
posible carcinogénesis en humanos.

4.2.3.2.3 Mutagenicidad

VM y LVM han demostrado tener efecto mutagénico en el genoma. Fracturas cromosomales,
fertilidad reducida y casos de teratogénesis fueron reportados en trucha arcoiris y roedores de
experimentacion (Culp, 2004; Culp et al., 2006; Gerundo et al., 1991; Mitrowska & Posyniak, 2004;
Srivastava et al., 2004) Estas caracteristicas, junto con la alta estabilidad de estos compuestos
proporcionada por su estructura quimica sugiere que la acumulacién de éstos y sus efectos
mutagénicos pueda ser acumulable a través de generaciones.

4.2.4 |dentificacion de las vias de contaminacién y factores de riesgo

CV y VM pueden entrar al organismo de salmones a través de dos vias principales: el contacto con
la piel y branquias o el consumo directo a través de la alimentacidn. Las posibles vias de ingreso de
los peligros a la cadena son las siguientes:

e Desinfectantes y antisépticos
e Envasesy tintas
e Agua

e Piensos e insumos
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Figura 1. Diagrama de flujo de posibles vias de contaminacion en la cadena del salmén (elaboracion propia).
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4.2.4.1 Descripcion de las Vias de Ingreso y Exposicion

A continuacidn, se hace una breve descripcion de los aspectos mas relevantes relacionados con las
posibles vias de ingreso de los peligros a los peces.

42.4.1.1 Piel /Contacto

VM y CV pueden ingresar al organismo mediante su absorcion directa a través de la piel y principalmente
de las branquias de los animales que se encuentren en contacto directo con los contaminantes. Tanto
bafios consecutivos (30 segundos) con concentraciones de 66.7 — 100 mg/ml de estos compuestos como
bafios de larga duracidon (3-6 hr) con concentraciones de hasta 6 mg/L generan concentraciones
detectables en musculo de salmones sometidos a estos tratamientos (Sudova et al., 2007).

4.2.4.1.2 Desinfectantes y antisépticos

Los colorantes trifenilmetanos son sustancias antisépticas y con propiedades desinfectantes. En altas
concentraciones pueden combinarse con el protoplasma bacteriano tifiendo sus componentes acidos o
basicos. Particularmente, VM y CV son efectivos contra bacterias Gram positivas y sobre hongos del
género Candidae especialmente (Singh et al., 2020). CV fue ampliamente utilizado en acuicultura en forma
de bafios de pre-tratamiento para evitar infecciones fungicas, aunque su uso en este ambito se encuentra
prohibido, persistiendo de forma acotada en desinfeccion de huevos y peces ornamentales y de acuario
(Maley & Arbiser, 2013). Los detergentes, técnicas desinfectantes y antisépticos utilizados en el Ultimo
tiempo contemplan otras alternativas tales como el uso de amonio cuaternario, compuestos clorados y
aplicaciones de luz UV focalizada. De acuerdo a esto, formulaciones desinfectantes con VM y CV en la
actualidad se encuentran practicamente en desuso (Ruiz, 2013). En particular, CV fue utilizado como
aditivo en comidas de aves de produccién para impedir el crecimiento de hongos (Chen & Day, 1974;
Jones & Falkinham, 2003; Maley & Arbiser, 2013), aunque no existe evidencia de que su uso continue.

4.2.4.1.3 Envasesy tintas

Como colorantes altamente estables y de colores vivos, VM y CV son utilizados ampliamente como
pigmentos para envases y productos de gran variedad de materiales. Se trata de compuestos
trifenilmetanos, es decir que contienen tres grupos feniles los cuales confieren al compuesto final una
gran estabilidad a lo largo del tiempo, lo que los hace ideales para lograr colores vivos y duraderos. Lo
anterior son utilizados a nivel industrial tanto de textiles como papeles, tintas de lapices e impresiones.
En la industria de pigmentos, son también cominmente llamados colorantes fanales (Gessner & Mayer,
2000; Schmidt, 2019). Los cddigos de pigmentos utilizados a nivel mundial corresponden a Pigment Violet
3y 27 (PV3y PV27) para Cristal Violeta y Pigment Green 4 (PG4) para Verde Malaquita. Todos las tintas,
telas y empaquetados que contengan estos cddigos en su etiquetado, indican el uso de estos compuestos.
Los pigmentos fanales suelen utilizarse en técnicas de impresién flexograficas al agua y en técnicas de
huecograbado. Tintas de impresion Offset y de secado UV también utilizan estos compuestos (FSVO,
2017). En telas, se utilizan normalmente como pigmentos de materiales de alto contenido organico tales
como telas de algoddn, sedas y lino.

La probabilidad del ingreso de VM y CV a un producto final de salmones a partir de contacto con envases
gue contengan estos compuestos dependerd directamente del material del envase que estemos
considerando. Distintas interacciones material-pigmento tendran distintas constantes de disociacion (Kp),
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siendo Kp la solidez de las interacciones intermoleculares entre ambos compuestos. Mientras mas
pequefio sea su valor, mayor serd la afinidad de unidn entre ambos. Cuanto mayor sea el valor, se
separaran con mayor facilidad. Como regla general, los compuestos trifenilmetanos como VM y CV con
plasticos poseen una Kp muy baja, dando como resultado una unién muy estable. Sin embargo, otro tipo
de materiales solubles al agua como cartones y papeles presentan una alta Kp con VM y CM siendo posible
su disociacién en contacto con humedad. Los materiales con contacto directo con el producto intermedio
y final de la industria de salmones son de plastico, en forma de contenedores, cajas, bandejas, bolsas y
productos similares. A nivel mundial, la elaboraciéon de éstos se realiza a partir de termoplasticos
derivados del petréleo, especificamente HDPE, LDPE y PET (Morawski, 1999). Los pigmentos para dar color
a estos materiales se adicionan durante los procesos de polimerizacion y vulcanizacién al momento de
elaborar los objetos plasticos, de modo que las moléculas de cualquier pigmento utilizado quedan
fisicamente entrelazadas con las cadenas poliméricas que componen al material plastico. Este
procedimiento minimiza el riesgo de “floracién” y “sangrado” de pigmento, denominaciones que se dan
ala movilizacién de éste dentro de los materiales durante o luego de su elaboracion (Crawford and Martin,
2020). Por otro lado, cabe considerar que los pigmentos denominados “organicos”, categoria a la que CV
y VM pertenecen, son particularmente resistentes a la migracion en materiales no solubles en agua como
lo son los plasticos (Marzec, 2014).

La situacidn es distinta cuando estos pigmentos se utilizan en materiales solubles en agua como papel,
cartén y tintas. En este caso, si existiese contacto de estos materiales con los animales seria posible una
contaminacion con CV o VM. Dado que todas las cajas y bandejas utilizadas son plasticas, el principal
problema en esta situacidn son las tintas de lapices y las etiquetas utilizadas para marcar muestras y/o
productos. Sin embargo, dentro de la normativa publicada por SERNAPESCA para la toma de muestras se
incluye la exigencia de que las manipulaciones de productos y tomas de muestra se realicen con lapiz
grafito, etiquetas blancas y guantes incoloros. La probabilidad de que exista contaminacidn a través de
los insumos, tintas y envases es, por tanto, bastante baja.

4.2.41.4 Agua

Si bien no existe evidencia de que VM y CV (o sus compuestos metabolizados) ocurran de forma natural
en el ambiente y por tanto en aguas, su produccién y uso industrial puede resultar en la presencia de estos
compuestos en el ambiente mediante desechos liberados a través de aguas contaminadas de origen tanto
industrial como municipal (Tkaczyk et al., 2020). Liberados en aguas, estos colorantes pueden permanecer
solubles en sus formas catidnicas, aunque seran mayormente asimilados por compuestos particulados,
sedimentos y fauna presente en el ambiente contaminado.

Hay evidencia de la presencia de CV y LCV en peces silvestres. En estudios realizados en 2008 y 2015, se
evidencio la presencia de ambos compuestos en muestras de tejido muscular de anguila europea (Anguilla
anguilla) tomadas entre los afios 2000 y 2009 en diversos rios, lagos y canales de Bélgica (Belpaire et al.,
2015) y en muestras de tejido de anguilas capturadas en zonas receptoras de aguas servidas municipales
(Schuetze et al., 2008).

VM pero no LVM fue encontrado en muestras de sedimento y material particulado de varios rios de
Alemania, en altas concentraciones, 543 pg/kg (Ricking et al., 2013). Este estudio se suma al reporte de
numerosos compuestos aromaticos relacionados con la manufactura de VM encontrados en Estados
Unidos el afio 1980 (Nelson & Hites, 1980) y de VM en aguas naturales en China (Zhang et al., 2012). Por
otro lado, numerosos estudios indican la presencia de este compuesto y su version reducida en tejido de
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peces silvestres, notoriamente en anguilas de zonas de agua de efluente de desecho en Alemania
(Schuetze et al., 2008) y en Bélgica (Belpaire et al., 2015).

42415 Consumo

Elingreso de VM y CV a través del piensos y por tanto por el consumo oral del animal es la via mas rapida
para su acumulacidn en el organismo. A través de esta via, los compuestos pasan directamente al sistema
digestivo y al torrente sanguineo, donde son rdpidamente metabolizados a LVM y LCV respectivamente
(Berntssen et al., 2018; Nacher-Mestre et al., 2015). Si bien cierta cantidad de estos compuestos es
rapidamente eliminada del organismo, la acumulacidon de compuestos metabolizados a través de dietas
altas en CVy VM proporcionadas en forma constante ha sido comprobada a través de numerosos estudios
(Berntssen et al., 2018; Docampo & Moreno, 1990; Schuetze et al., 2008).

4.2.4.1.6 Piensos e insumos

Tanto VM como CV han sido detectados en piensos comerciales utilizados en acuicultura (Conti et al,
2014). La contaminacion de piensos podria ocurrir tanto por insumos contaminados, por contaminacién
durante el proceso de fabricacién y/o por contaminacién de los alimentos terminados. Se ha descrito que
las plumas de aves tienen una gran capacidad de absorciéon de VM (Akpor et al., 2018; Mi H. Beak et al,
2009; Chaturvedi et al, 2013), lo que podria explicar una mayor probabilidad de encontrar este compuesto
en la harina de plumas, insumo frecuentemente utilizado en la fabricacién de piensos para la acuicultura.
Por otro lado, historicamente, CV fue utilizado como aditivo en comida de aves de produccién para evitar
la aparicidon de hongos (Chen & Day, 1974; Jones & Falkinham, 2003; Maley & Arbiser, 2013; Stewart et
al., 1980), aunque no existe evidencia de que su uso continue el dia de hoy.

Si bien no se reportan de manera regular eventos de contaminacién con estos compuestos en muestras
de salmones, la presencia de CVy VM y sus leuco-derivados es la infraccidn mas comun encontrada a nivel
mundial en peces de aleta producidos por acuicultura (Love et al., 2011). Segun estudios realizados por
diferentes grupos de investigacion, los paises que presentan mayor incidencia de eventos con agentes
trifenilmetanos son Estados Unidos, Canadd, China y Vietnam, siendo este ultimo pais el que presenta el
nimero mas alto de violacidn a la restricciones de uso de drogas veterinarias y compuestos prohibidos
(Gammoh et al., 2019; Giaccone et al., 2018; Love et al., 2011). Concentraciones residuales de CV y VM
también han sido reportadas en peces de aleta italianos comprados tanto en el mercado como
directamente en centros de crianza, en donde se reporta que el alimento contiene altas cantidades de
proteina de origen animal (Giaccone et al., 2018). Cabe destacar que, si bien las condiciones de cultivo de
distintos peces de aleta difieren por especie, un punto en comun entre estos es el uso de harinas de origen
animal como base proteinica en su alimentacién en etapas de engorda. Estas harinas son también
ampliamente utilizadas en el cultivo de salmdnidos.

Es ampliamente conocido que los compuestos trifenilmetanos como CV y VM forman complejos muy
estables con proteinas animales, siendo esta una de las causas para explicar su toxicidad. Esto favorece la
hipdtesis de que estos compuestos puedan estar presentes en harinas de origen animal aun luego del
procedimiento de elaboracidn de éstas. Especificamente, forman asociaciones de alta estabilidad con
albumina, proteinas presentes en alta concentracidon en sangre y visceras animales (Qin et al., 2016;
Seedher & Saini, 1998).

Dentro de los insumos considerados de riesgo, segun la evidencia disponible, se encuentran los siguientes:
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— Harina de sangre (hemoglobina)

Subproducto de la industria de la sangre que resulta de la extraccion del plasma. Se presenta en forma de
polvo oscuro. Es un ingrediente de alto nivel proteico rico en los aminoacidos lisina y valina, asi como
hierro de facil absorcion. Es un producto seguro con gran capacidad de absorcion de agua y palatabilidad.
Es bajo en calcio, fosforo, aminoacidos azufrados e isoleucina.

— Harina de plumas

Subproducto de la industria avicola producido a partir de la hidrélisis en condicién de presién vy
temperaturas elevadas de plumas. Alternativamente, se puede producir a través del uso de enzimas
degradadoras. Es un producto alto en proteinas, pero desequilibrado en aminoacidos esenciales: alto en
cistina, treonina y arginina y deficiente en metionina, lisina, triptéfano e histidina.

— Harina de cerdo

Subproducto de subproductos de cerdos declarados aptos para el consumo. Se obtiene a partir del
proceso de extraccion de grasa, prensado y fundicion de estos subproductos y el agregado de
antioxidantes.

— Harina de visceras de ave

Producto que contiene carne, visceras, hueso, sangre, cabezas, grasa, tejido magro y tejido digestivo de
aves. Puede ser desengrasada para obtener un producto mas palatable y facil de conservar, aunque de
esta forma presenta un menor valor energético que la harina de ave no desengrasada. Este tipo de harina
puede ser muy variable en cuanto a su composicién por lo que generalmente se caracteriza con tres
valores que indican su nivel de proteina, grasa y cenizas.

— Aceite de pescado

Aceite alto en 4cidos grasos especificos tales como acido docosahexaenoico (DHA) y acido
eicosapentaenoico (EPA), ambos de la linea del Omega 3. Su composicidén y su criterio de uso son
dependientes de la especie de proveniencia y destino.

— Reproceso

Derivado de la combinacidn de productos no utilizado o sobrante durante el procesamiento y elaboracion
de pellets y piensos de salmdnidos. Dado que este ingrediente depende de cada proceso, su composicidén
esta sujeta a los otros ingredientes utilizados en el momento y puede cambiar con el tiempo.

4.2.4.2 Modelo de simulacion de concentracion en musculo de peligros

El comportamiento cinético de la entrada, acumulacién y depuracion de compuestos dentro de los
salmones puede describirse a través de una aproximacion utilizando un sistema de tres compartimentos
dado que LCV y LVM pueden distribuirse en considerables cantidades tanto en tejido graso como muscular
(Berntssen et al., 2018; Roybal et al., 1995). De acuerdo a esto, en este modelo el cuerpo del animal puede
dividirse en 3 compartimientos:
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Figura 3. Modelo tricompartimental de la cinética de contaminantes (Berntssen et al., 2018).

A. Representacion esquematica de la disposicion de Leuco Cristal Violeta y Leuco Verde Malaquita
basada en la cinética fisioldgica de Salmdn del Atldntico adulto. “A”: cantidad de contaminante en
cada compartimento (musculo An, central A. y grasa As). “Faps, D”: Fraccidn de la dosis que es
absorbida al compartimento central. “K:”: eliminacion. “qy” y “qc”: parametros de transferencia

desde central a musculo y central a grasa respectivamente.
transferencia desde musculo a central y grasa a central respectivamente.

“u

B. Composicidén en porcentaje del peso total en un salmén completo.

qa” y lqull :

parametros de

Este modelo tricompartimental puede ser descrito con un set de 3 ecuaciones diferenciales que describen
los cambios de LCV y LVM en cada uno de los compartimentos designados, de acuerdo a el trabajo

realizado por Berntssen et al., 2018.

dAf(t) 4 qr
dt = Wc(t) * QcBw * Bw<t) * Ac(t> — W
* QcB,, * Bw(t) * Af(t)
dAw(t) _ qv 9a
= = W(l‘) * Q.B,y * B, (t) x Ac(t) — WD
dA.(t) dA,(t) dAs(t)
it —Fm*(’?(f) Ta @~
Wi(t
W A(t)
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Donde:

A¢(t) cantidad en el compartimento tejido graso, (ug, calculado), A¢(0) = 0

A, (t) cantidad en el compartimento central, (ug, calculado), A,(0) =0
A, (t) cantidad en el compartimento muscular, (ug, calculado), 4,,(0) =0

By, (t) peso corporal, (g, conocido)
D(t) dosis administrada, (u%, conocido)

W, (t) peso del compartimento central, (g, conocido)
W, (t) peso del compartimento muscular, (g, conocido)

W; (t) peso del compartimento tejido graso, (g, conocido)

W;(t) peso del higado, (g, conocido)

Q.B,, flujo cardiaco (ml, conocido)

1
q.flujo relativo desde el compartimiento central a tejido graso (E' calibrado)
qsflujo relativo desde el tejido graso a compartimiento central (E, calibrado)
, o 1 .
quflujo relativo desde el misculo a compartimiento central (E' calibrado)

1
qpflujo relativo desde el compartimiento central a musculo (E, calibrado)

F,ps proporcion de compuesto absorbido por el sistema (adimensional, calibrado)

1
K. cte de eliminacién desde compartimiento central (ﬁ' calibrado)

(Berntssen et al., 2018)

De acuerdo a los parametros anteriores, el calculo de concentracidn final en filete de salmdn para LCV o
LVM se realiza de la siguiente manera.

Cﬁllet(t) = [Amuscle(t) + (2N Afat(t)}/wﬁllet(t)

(Berntssen et al., 2018)

Siendo ¢ la fraccidn del total de tejido graso en filete basado en el tejido graso de la fraccidn de filete vs
la fraccion total del tejido graso en todo el animal.

En el estudio de Berntssen et al., 2018, se recoge evidencia empirica de la acumulacién de la version
metabolizada de estos compuestos (LCV y LVM) a través de una alimentacién con dietas fortificadas con
CV y VM en distintas concentraciones. A partir de sus experimentos y del modelo matematico
previamente presentado, se logra realizar un modelo de simulacién de concentracion de los compuestos
metabolizados en musculo de salmones. Cabe destacar que estos modelos computacionales estan
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modificados para incluir las variaciones propias de condiciones realistas de la crianza de salmones para
consumo humano.
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Figura 4. Concentraciones de LCV y LVM simuladas por modelo matemadtico-computacional(Berntssen et al., 2018).

Concentraciones estimadas de LCV (a) y LVM (b) a lo largo del tiempo en filetes de Salmdn del Atldntico
bajo condiciones realistas de un ciclo completo de produccién en agua salada con dosis altas (1.1 pg kg?,
linea continua), medias (0.55 pg kg?, linea discontinua) y bajas (0.28 pg kg, linea punteada). Las
predicciones se entregan como niveles medios estimados (curva del medio de cada grupo) asi como los
intervalos de confianza del 95% (curva superior e inferior de cada grupo).

De acuerdo al modelo indicado anteriormente, es posible realizar predicciones de la concentracién de los
peligros en producto final de salmdn tras una dieta con concentraciones estimadas. Las siguientes
predicciones de tres casos hipotéticos de dietas contaminadas con CV o VM seran realizadas a través de
la extrapolacion de tres concentraciones promedio distintas de contaminantes que se comparan con las
dietas utilizadas en el estudio de Berntssen et al., 2018. De este modo, las concentraciones hipotéticas de
nuestros casos de estudio seran extrapoladas en los gréaficos entregados en el articulo de Berntssen et al.,
2018 (basados en las tres ecuaciones diferenciales previamente listadas). De este modo, se consigue una
simulacidon aproximada de la metabolizacion de los contaminantes durante el proceso productivo del
salmon. Para cada uno de los casos, se basara la contaminacion hipotética en formulaciones reales
utilizadas a lo largo del proceso productivo.

Tabla 5. Caso 1: Concentraciones bajas en ingredientes (elaboracion propia).

Concentracién Contaminante por dieta (ug/kg)

: Contaminante . 5 5
Ingredientes 100200 200-500 %0 1000 2000- 3500.up  4500-UP
riesgosos (ug/kg) 1000 2000 3000

Harina Visceras de

1 0,06 0,082 0 0 0,07 0,04 0
Ave
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Contaminante

Concentracién Contaminante por dieta (ug/kg)

'"rgi;es‘;ii'::s og/ke) 100-200  200-500 1533(') 12%%% 23%%% 3000-UP  4500-UP
Harina Sangre 1 0,04 0,045 0,0443 0,045 0,0407 0,0117 0,0106
Hari”ac\g:dcsras de 1 0,0295 0 0,04 0,1 0 0,04 0,12
Harina de Pluma 0 0 0 0 0 0 0 0
Reproceso 0 0 0 0 0 0 0 0
Harina de Pescado 0 0 0 0 0 0 0 0
Aceite de Pescado 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL (ug/kg) 0,1295 0,127 0,0843 0,145 0,1107 0,0917 0,1306
Promedio 0,12

En el caso hipotético de existir la presencia de los contaminantes en concentraciones muy bajas (1 ug kg’
1) en tres de los ingredientes riesgosos de las dietas de engorda de Salmén del Atladntico nos
encontraremos, de acuerdo al porcentaje de estos ingredientes en el total de la dieta, con una
concentracién final de 0,12 ug kg que se estaria proporcionando a los animales durante el proceso
completo de produccion en agua salada. En este caso, contamos con una dieta prolongada con una dosis
menor a la dosis baja considerada por Berntssen et al., 2018.
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Figura 5. Concentraciones simuladas de LCV y LVM en modelo matemdtico considerando las concentraciones de
piensos en el Caso 1 (adaptado de Berntssen et al., 2018 y datos propios)

Concentraciones estimadas de LCV (a) y LVM (b) a lo largo del tiempo en filetes de Salmdn del Atldntico
bajo condiciones realistas de un ciclo completo de produccion en agua salada de acuerdo al modelo de
Berntssen et al., 2018. Se muestra la dosis mas baja considerada por Berntssen et al. (0,28 pug kg, linea
punteada, intervalos de confianza del 95%) en comparacidn con la dosis putativa del caso 1 (0,12 pg kg™,
linea roja).
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Extrapolando con el modelo matematico mostrado anteriormente se obtiene que la concentracién en
musculo de salmén no sobrepasaria los 0,1 ug kg™ para LCV (Figura 5) mientras que para LVM los niveles
mas altos equivaldrian a aproximadamente 0,02 ug kg (Figura 5) en un periodo de 12 meses. Estos
valores son inferiores tanto a los limites maximos de residuos establecidos, como al limite de decisidn
analitico (CCa) de la técnica utilizada por Berntssen et al., 2018. En el presente caso, no existiria una
deteccion de los analitos en ninglin momento del proceso.

Tabla 6. Caso 2: Concentraciones medias en ingredientes (elaboracion propia).

Concentracién Contaminante por dieta (ug/kg)

: Contaminante . 5 5
Ing'redlentes 100-200 200-500 2 L ALY 3000-UP 4500-UP
riesgosos (ug/kg) 1000 2000 3000
AR HEIE S 1 0,06 0,082 0 0 0,07 0,04 0
Ave
Harina Sangre 1 0,04 0,045 0,0443 0,045 0,0407 0,0117 0,0106
Harina Vi d
arina Visceras de 1 0,0295 0 0,04 0,1 0 0,04 0,12
Cerdo
Harina de Pluma 1 0 0,08 0,1 0,12 0,12 0,12 0,0957
Reproceso 1 0 0 0,02 0,025 0,03 0,025 0,03
Harina de Pescado 1 0,37 0,14 0,12 0,09 0,09 0,09 0,09
Aceite de Pescado 1 0,12 0,09 0,09 0,0792 0,0699 0,0699 0,0653

TOTAL (ug/kg) 0,6195 0,437 0,4143 0,4592 0,4206 0,3966 0,4116

Promedio 0,50

En el caso hipotético de existir la presencia de los contaminantes en concentraciones muy bajas (1 ug kg’
1) en todos los ingredientes riesgosos de las dietas de engorda de Salmdn del Atldntico, nos encontraremos
de acuerdo al porcentaje de estos ingredientes en el total de la dieta con una concentracién final de 0,5
ug kg! que se estaria proporcionando a los animales durante el proceso completo de produccién en agua
salada. En este caso, contamos con una dieta prolongada con una dosis similar a la dosis media
considerada por Berntssen et al., 2018.
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Figura 6 a y b. Concentraciones simuladas de LCV y LVM en modelo matemdtico considerando las concentraciones
de piensos en el Caso 2 (adaptado de Berntssen et al., 2018 y datos propios).

Concentraciones estimadas de LCV (a) y LVM (b) a lo largo del tiempo en filetes de Salmdn del Atldntico
bajo condiciones realistas de un ciclo completo de produccion en agua salada de acuerdo al modelo de
Berntssen et al., 2018. Se muestra la dosis media considerada por Berntssen et al. (0,55 pg kg?, linea
punteada, intervalos de confianza del 95%) en comparacién con la dosis putativa del caso 2 (0,50 pg kg™,
linea roja).

Extrapolando con el modelo matematico mostrado anteriormente, se obtiene que la concentracion en
musculo de salmoén alcanzaria 0,185 pg kg para LCV (Figura 6) mientras que para LVM los niveles mads
altos equivaldrian a aproximadamente 0,05 pg kg* (Figura 6) en un periodo de 12 meses. Los valores
predichos para ambos compuestos son inferiores a los limites maximos de residuos establecidos. Sin
embargo, el valor obtenido para LCV es superior al limite de decisién analitico (CCa) de la técnica utilizada
por Berntssen et al., 2018 (0.15 pg kg). En el presente caso, existiria una deteccién de LCV mediante CCa
gue debiese ser reportada. No existiria una deteccion de LVM.

Tabla 7. Caso 3: Concentraciones altas en ingredientes (elaboracion propia).

Concentracién Contaminante por dieta (ug/kg)

| ; Contaminante . 1000- 2000-
ngredientes 100200 200-500 %0 000 000-  3500.up  4500-UP
riesgosos (ug/kg) 1000 2000 3000
Harina Visceras de 20 12 164 0 0 14 0,8 0
Ave
Harina Sangre 20 0,8 0,9 0,886 0,9 0,814 0,234 0,212
Harina Visceras de 0 0 0 0 0 0 0 0
Cerdo
Harina de Pluma 0 0 0 0 0 0 0 0
Reproceso 0 0 0 0 0 0 0 0
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Concentracién Contaminante por dieta (ug/kg)

'"ﬁ:‘;ii’::s con(t:;::nte 100-200  200-500 1533(') 12%%% 23%%% 3000-UP  4500-UP
Harina de Pescado 0 0 0 0 0 0 0 0
Aceite de Pescado 0 0 0 0 0 0 0 0

TOTAL (ug/kg) 2 ‘ 2,54 ‘ 0,886 ‘ 0,9 ‘ 2,214 ‘ 1,034 ‘ 0,212
Promedio 1.4

En el caso hipotético de existir la presencia de los contaminantes en concentraciones altas (20 ug kg?) en
2 de los ingredientes riesgosos de las dietas de engorda de Salmdn del Atlantico se encontrara, de acuerdo
al porcentaje de estos ingredientes en el total de la dieta, con una concentracién final de 1,4 pg kg que
se estaria proporcionando a los animales durante el proceso completo de produccién en agua salada. En
este caso, contamos con una dieta prolongada con una dosis mayor a la dosis alta considerada por
Berntssen et al., 2018.
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Figura 7 a y b. Concentraciones simuladas de LCV y LVM en modelo matemdtico considerando las concentraciones
de piensos en el Caso 3 (adaptado de Berntssen et al., 2018 y datos propios).

Concentraciones estimadas de LCV (a) y LVM (b) a lo largo del tiempo en filetes de Salmdn del Atldntico
bajo condiciones realistas de un ciclo completo de produccion en agua salada de acuerdo al modelo de
Berntssen et al., 2018. Se muestra la dosis mas alta considerada por Berntssen et al. (1,1 pg kg?, linea
negra, intervalos de confianza del 95%) en comparacion con la dosis putativa del caso 3 (1,4 ug kg™, linea
roja).

Extrapolando con el modelo matematico mostrado anteriormente se obtiene que la concentracidén en
musculo de salmén alcanzaria 0,46 ug kg™ para LCV (Figura 7) mientras que para LVM los niveles mas altos
equivaldrian a aproximadamente 0,138 ug kg™ (Figura 7) en un periodo de 12 meses. Los valores predichos
para ambos compuestos son inferiores a los limites maximos de residuos establecidos. Sin embargo, el
valor obtenido para LCV es superior al limite de decision analitico (CCa) de la técnica utilizada por
Berntssen et al., 2018 (0,15 pg kgt). En el presente caso, existiria una deteccién de LCV mediante CCa que
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debiese ser reportada. No existiria una deteccion de LVM, aunque su concentracién mas alta se acerca
bastante al CCa del método. Cabe destacar que el CCa depende del método de deteccion utilizado, por lo
gue es muy probable que con estos valores exista una deteccion de ambos compuestos con métodos mas
sensibles.

4.2.5 Taller de expertos

4.2.5.1 Objetivo

Robustecer la Evaluacion de Riesgos para identificar potenciales fuentes y factores de riesgo que puedan
resultar en la presencia de sustancias no autorizadas (Cristal Violeta, Leuco Cristal Violeta, Verde
Malaquita, Leuco Verde Malaquita) en musculo de salmdn con las opiniones de expertos.

4.2.5.2 Metodologia

Se realizd un taller el 22 de noviembre del 2022 y tuvo una duracién de una hora y cuarenta y cinco
minutos (9:00-10:45), en las que el equipo CERES BCA presentd los resultados preliminares de la
Evaluacién de Riesgos. Esos resultados se discutieron con el panel de expertos. La sesion se llevé a cabo
virtualmente por la plataforma Zoom. La jornada se dividid como se presenta a continuacion:

e Presentacién del proyecto.

e Presentacién informacién de contaminantes (Anexo 1).

e Presentacién de resultados de la evaluacion de riesgo (Anexo 2).

e Discusion de expertos, autoridades y participantes.

4.2.5.3 Participantes

Tabla 8. Lista de expertos participantes del Taller.

Nombre Funcién Institucién/Empresa

Experta en epidemiologia animal y
alta gestion publica de

Alicia Gallardo T . U. de Chile
instituciones asociadas a la
acuicultura
Jurij Wacyk Experto en alimentacién de peces U. de Chile
Mauro Araneda Experto en alimentacién de peces AquacChile
Experto en andlisis y servicios de
Luciano Rivera laboratorio asociados a la AQUAGESTION
acuicultura
Jorge Eduardo Ponce Experto en alimentacién de peces Consultor Independiente
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Tabla 9. Lista de profesionales participantes del Taller.

Nombre Funcién Institucién/Empresa
Héctor Escobar Directiva SERNAPESCA
Diego Fernandez Directiva SERNAPESCA
Maria Eugenia Olguin Directiva SERNAPESCA
Maureen Alcayaga Directiva SUBPESCA
Rafael Hernandez Directiva FIPA
Javiera Cornejo Equipo Proyecto FAVET
Ekaterina Pokrant Equipo Proyecto FAVET
Gabriela Asenjo Equipo Proyecto CERES BCA
Camila Huidobro Equipo Proyecto CERES BCA
Marcelo Olivares Equipo Proyecto CERES BCA
Pablo Binelli Equipo Proyecto CERES BCA

En el Anexo 3 se puede ven la evidencia de la realizacion del taller y los participantes.

4.2.5.4 Temas tratados

Dentro de la conversacion mantenida con los panelistas expertos, se llega a un consenso respecto
qgue los insumos que componen el pienso son el grupo de mayor riesgo. Esto se desprende a partir
de la investigacion realizada por el equipo, las observaciones profesionales de los panelistas y la
cantidad de materia prima rechazada por las empresas que elaboran piensos.

Respecto a los insumos de piensos con mayor riesgo de contener estos contaminantes, se
concuerda con que se trata de aquellos de origen animal. Se enfatiza que el insumo
“Hemoglobina” es de mayor riesgo que la “Harina de Sangre”, por lo que queda registrado este
punto para planear el proceso de toma de muestras.

Ademas, los panelistas comentan que existe una falta de armonizacién entre los sistemas de
control de la produccién de piensos del SAG y SERNAPESCA.

Se comenta que existe una red de monitoreo privado, integrado por 7 laboratorios (Eurofins,
Bureau Veritas, SGS, Intertek, Labser, Qualified y AGQ), la cual realiza un monitoreo de materias
de origen animal de los principales proveedores del pais.

Existe una preocupacién por parte de algunos panelistas respecto a otros insumos que pueden
pasar desapercibidos como posibles fuentes de contaminacion de estos compuestos. Insumos
como tintas de lapices y plumones, tintura y logos de cajas, guantes, entre otros, se encuentran
dentro de esta lista. Sin embargo, se clarifica dentro de la conversacion, que en la normativa y
manuales de SERNAPESCA la toma de muestra se realiza con guantes sin coloracion, en lapiz
grafito y etiquetas blancas. Por tanto, los panelistas concuerdan que, si bien este riesgo es real,
no resulta ser un item de alto riesgo.
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4.2.5.5

En relacién a la toma de muestras, los panelistas se muestran de acuerdo en que es muy
importante el volver a comunicarle a las empresas participantes y aquellas que deseen participar,
de que se trata de un proyecto de investigacién que gestionara con confidencialidad los
resultados. Que, por tanto, no habra problemas de eventuales sanciones si llegasen a encontrarse
eventos de identificacion de los contaminantes. De esta forma se favorecerd la cooperacion de
las plantas.

Conclusiones del Taller

Los insumos que componen los piensos representan el mayor riesgo para la introduccién de los
peligros a la cadena productiva de salmon.

Dentro de los insumos, los de mayor riesgo son los de origen animal.

Existen otras vias de ingreso de los peligros a la cadena, como tintas y colorantes, pero no serian
de alto riesgo.

Existe la necesidad de insistir con las plantas de piensos, en que se garantiza la confidencialidad
de los resultados de los analisis, dado que se trata de un proyecto de investigacion.

4.3 Conclusiones parciales Objetivo Especifico 1

Los colorantes CV y VM, junto con sus versiones metabolizadas LCV y LVM son compuestos
altamente estables con variadas aplicaciones, principalmente como colorantes y pigmentos para
telas, tintas y plasticos, asi como en pruebas histoldgicas y de laboratorio. Historicamente, estos
compuestos han sido utilizados asociados a la produccion animal como antifungicos vy
desinfectantes.

Estos compuestos, CV, VM, LCV Y LVM, estan clasificados por organizaciones internacionales
como altamente tdxicos, mutagénicos y posiblemente cancerigenos, por lo que no se considera
segura su presencia en productos de consumo animal y humano. Por esta razén, Chile posee una
de las legislaciones mas estrictas a nivel mundial, donde no se admite la presencia de ninguno de
estos compuestos en producto terminado.

El andlisis de las etapas de la cadena productiva de salmdnidos permitio identificar las posibles
vias de ingreso de los peligros que podrian producir la presencia de éstos en los animales y en el
producto final. Las vias identificadas son desinfectantes y antisépticos utilizados durante el
proceso, envases y tintas, agua y piensos e insumos. La informacidn bibliografica disponible indica
gue la contaminacion con estos compuestos es la infracciéon mas comun a nivel mundial en peces
de aleta producidos por acuicultura, relacionandose con la presencia de piensos e insumos
contaminados. Los insumos considerados de riesgo corresponden a harinas de origen animal:
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harina de sangre, harina de pluma, harina de cerdo, harina de visceras de ave y aceite de pescado,
asi como cualquier reproceso que incluya estos ingredientes.

Los compuestos como CV y VM forman complejos muy estables con proteinas animales, lo que es
una de las causas de su toxicidad. Si bien se considera que estos compuestos tienen una tasa de
depuracion alta, el estudio realizado por el grupo noruego Berntssen et al, 2018, entrega pruebas
indiscutibles de que estos compuestos pueden acumularse, tanto en tejido graso como muscular,
en salménidos alimentados con dietas contaminadas.

El modelo matematico elaborado por Berntssen et al, 2018, considera los factores y variables
involucrados en el proceso productivo de salménidos. Utilizandolo como base, es posible estimar
el efecto de materias primas de pienso contaminadas en la acumulacién y posible posterior
deteccidon en producto final. De acuerdo con las estimaciones realizadas en el presente informe,
concentraciones altas de estos contaminantes (20 pg kg) en ingredientes de pienso son capaces
de generar una concentraciéon de contaminante suficiente para ser detectada con los equipos
utilizados actualmente.

Los expertos en el area productiva y alimentacion de salmdnidos consultados durante el taller de
expertos realizado el 22 de noviembre del 2022 se mostraron de acuerdo con las conclusiones
preliminares del presente informe. Los expertos confirmaron que los insumos que componen los
piensos corresponden al mayor riesgo asociado al ingreso de peligros a la cadena productiva del
salmon y que entre estos, los ingredientes de origen animal son los de mayor riesgo.
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5 OBJETIVO ESPECIFICO 2

5.1 Metodologia

5.1.1 Descripcién de la normativa nacional e internacional

Se realizd una busqueda documental de la normativa nacional e internacional en materia de residuos
guimicos en piensos para peces con foco en los aspectos de inocuidad alimentaria.

5.1.2 Descripcién de insumos utilizados para alimentacidon de salmones

Se recopild informacion sobre los insumos mas utilizados en la alimentaciéon para salmones a nivel
nacional. Para lo anterior, se consultaron referencias nacionales elaboradas por empresas de produccién
de salmones, empresas de fabricacién de piensos, SERNAPESCA y SAG. Adicionalmente se revisaron
estudios y documentos académicos o de instituciones de investigacién que se refieran a los principales
ingredientes utilizados en la fabricacion de piensos para salmones.

5.1.3 Descripcién de residuos de sustancias no autorizadas

Se recopild informacidn cientifica sobre los residuos de sustancias no autorizadas en piensos para peces
(CM, LCM, VM y LVM), considerando la composicién, diseminacion y efectos de los residuos en las
distintas etapas de la produccidn acuicola.

5.1.4 Andlisis de insumos utilizados para la alimentacion de salmones

Se identificaron las condiciones bajo las cuales se puede presentar la sustancia no autorizada en piensos
para salmones y los indicadores que determinan si dicha sustancia tiene un efecto negativo en la salud de
las personas.

Para ello se determinaron cuales residuos de sustancias no autorizadas son significativos, mediante el
estudio de factores como probabilidad de ocurrencia, importancia e incidencia.

Probabilidad de ocurrencia: Es la frecuencia posible de presentacion del peligro identificado (sustancia
no autorizada), la cual se determina en forma cualitativa de acuerdo a los siguientes niveles de ocurrencia:
alta, mediana, baja e insignificante.

Importancia: Se clasifica en critica, mayor, media, baja e insignificante segun sus efectos.

Incidencia: Corresponde a la posibilidad de que, una vez ocurrido el peligro (sustancia no autorizada), se
obtenga un producto final inseguro.
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5.1.5 Caracterizacidn y estimacion del riesgo

Para cada uno de los eslabones o fases de la cadena productiva se utilizd el score de riego para evaluar la
probabilidad de ocurrencia de los eventos no deseados (contaminacién de insumo, piensos o producto y
exposicidon de peces a los peligros) considerando los factores de riesgo identificados.

Se determind un score de riesgo, considerando la ponderacién de las probabilidades de ocurrencia de
eventos, exposicidn, presencia en producto final, junto con la evidencia existente para determinar si los
vehiculos o fuentes se consideran de riesgo y son candidatos a toma de muestra, de acuerdo a los
siguientes pasos:

a) Categorizacién de la probabilidad de ocurrencia de cada uno de los subfactores de riesgo de
contaminacidn con CV y VM para cada etapa y evento de riesgo de los distintos eslabones de la
cadena productiva del salmdn. Este proceso se realizd contrastando la informacién cientifica
existente con los antecedentes entregados por informantes calificados.

b) Agregacion de subfactoresy sus riesgos finales por factor de riesgo. De acuerdo a la categorizacion
obtenida del riesgo final de cada subfactor, se asocié un valor numérico (1 a 5). El valor de cada
subfactor de riesgo fue ponderado a partir del trabajo con expertos, obteniéndose puntajes
ponderados de los factores de riesgos.

c) Finalmente se obtuvieron los puntajes ponderados de los subfactores de riesgos. Para este célculo
se utilizo el promedio de los puntajes de los subfactores correspondientes, resultando en un
puntaje de riesgo total. Con el puntaje de riesgo total se determind el indice o score de riesgo en
funcidén de la proporcidn del puntaje mas alto, obteniéndose el indice de riesgo total. A partir de
lo anterior se establecieron tres categorias de riesgo y aquellos casos que tuviesen indice de riesgo
total igual o superior a 0,8 (alto) son los seleccionados para el muestreo posterior.

5.1.6 Evaluacion incertidumbres asociadas a la estimacion de riesgos

Para la evaluacién de incertidumbres asociadas a la estimacion de riesgo, se identificaron las brechas de
informacidn o incertidumbres asociadas durante el proceso, esto permitid tenerlas en consideracion al
momento de tomar decisiones tendientes a reducir los riesgos. En este caso, se incorpord dentro del score
de riesgo y se utilizd una escala que evalla la evidencia y datos existentes para cada evento de riesgo. El
nivel de evidencia se evalud del 1 al 3 segln la escala que se muestra en la Tabla 10. En este sentido, el
nivel de evidencia alto corresponde a incertidumbre baja y el nivel de evidencia bajo corresponde a
incertidumbre alta.
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Tabla 10. Escala de evidencia.

Nivel de evidencia Definicion Ponderacion

Se dispone de datos sélidos y completos; se aportan pruebas sélidas de

ALTA multiples referencias. 3
Se dispone de algunos datos, pero no de todos, las pruebas se presentan
MEDIA en un numero reducido de referencias. 2

Los datos disponibles son escasos o inexistentes; las pruebas proceden
BAJA de informes no publicados o se basan en observaciones o 1
comunicaciones personales.

Elaborado por CERES BCA basado en:
pfeiffer D.U., Ho H.PJ.,, Bremang A, Kim Y. & OIE team (2021). - Compartmentalisation Guidelines — African Swine Fever.
World Organisation for Animal Health (OIE), Paris, France, 148 pp.

5.1.7 Metodologia de toma y andlisis de muestra

Las muestras de piensos fueron tomadas desde las plantas y en caso necesario de los centros de cultivo
(en la etapa final de engorda en agua de mar). Cada planta de piensos participante se codificé con el fin
de mantener la confidencialidad de los resultados. A cada planta se le envid el cédigo asignado.

Para el procedimiento de muestreo se tomé como referencia el Reglamento N° 691 /2013 de la Unidn
Europea (5) donde se sefiala el método de muestreo para piensos y el Manual de Inocuidad y Certificacion
de SERNAPESCA (2021) (6) donde se hace referencia sobre el método de muestreo en harina de carne.

Las muestras fueron analizadas en el laboratorio FARMAVET de la Facultad de Cs. Veterinarias y Pecuarias
de la Universidad de Chile, acreditado bajo Nomas Internacionales ISO 17025 of. 2017. Se validé el método
analitico en piensos, tomando como referencia el Método validado en el laboratorio en musculo de
salmon con piel en proporciones naturales. Considerando la naturaleza del pienso para peces, se
realizaron las modificaciones necesarias en el procedimiento de extraccidn de las muestras.

5.2 Resultados

5.2.1 Descripcién de la normativa nacional e internacional

SERNAPESCA elaboré el Manual de Inocuidad y Certificacion (MIC), aprobado mediante la Resolucion
Exenta N° 5.125, de 29 de junio de 2016, el cual describe las normas y procedimientos que permiten
garantizar la calidad sanitaria de los productos pesqueros y acuicolas de exportacion a lo largo de toda la
cadena productiva.

Las Normas y Procedimientos del MIC, contiene la seccién | sobre “Control de Origen”, en la cual se ubica
una seccion especifica de “Control en acuicultura de residuos de productos farmacéuticos, sustancias
prohibidas, sustancias no autorizadas y contaminantes”. Esta parte del manual describe las normas y
procedimientos para el control de residuos de productos farmacéuticos, sustancias prohibidas, sustancias
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no autorizadas y contaminantes en peces de la acuicultura, con el propdsito de garantizar la inocuidad de
los productos elaborados en base a estos recursos.

Los establecimientos que estan sujetos a los procedimientos y requisitos establecidos en este apartado,
son todos los centros de cultivo de peces y los establecimientos que procesen este tipo de recursos.

El control de residuos de productos farmacéuticos en centros de cultivo, se efectuara a través de
muestreos pre-cosecha, realizados directamente en los centros, por unidad de cultivo, a los peces tratados
con el producto farmacéutico Oxitetraciclina, administrado por cualquier via y en cualquier momento de
la etapa en mar para peces en engorda y reproductores destinados a cosecha, y en cualquier momento
de la etapa en agua dulce para peces cosechados desde pisciculturas (cultivo de tamafio porcién o pan
size y reproductores).

Para todos los centros de cultivo que destinen sus producciones al mercado de la Unidn Econdmica
Euroasiatica, el muestreo pre-cosecha es obligatoria para los siguientes compuestos:

a) Tetraciclinas (Oxitetraciclina, Clortetraciclina, Tetraciclina y sus 4-epimeros), independiente de si han
realizado o no tratamientos con el farmaco Oxitetraciclina.

b) Sustancias No Autorizadas (Cristal Violeta, Leuco Cristal Violeta, Verde Malaquita, Leuco Verde
Malaquita).

En caso de no realizar estos muestreos, se debe indicar la restriccién para este mercado en el documento
Declaracién de Garantia.

Estos muestreos deben realizarse acorde a los Procedimientos Relativos al Control en Acuicultura de
Residuos de Productos Farmacéuticos, Sustancias Prohibidas, Sustancias No Autorizadas y Contaminantes,
establecidos en la Seccion de Autorizacidn y Control de Entidades de Analisis, Muestreo y Muestreadores
del MIC.

En caso de que un centro de cultivo no haya realizado tratamientos con el farmaco Oxitetraciclina, el
Médico Veterinario responsable del centro debe emitir una Declaracion Jurada Simple, certificando que
no se han realizado tratamientos con este producto. Esta Declaraciéon puede ser reemplazada por el
Certificado Oficial para Peces Libres de Uso entregado por SERNAPESCA, en caso de contar con este
documento. Esto no aplica para centros de cultivo que destinen sus producciones al mercado de la Unién
Econdmica Euroasiatica. La Solicitud de Muestreo para Cosecha respaldara a las unidades tratadas, sélo
mientras se mantengan las condiciones del centro al momento del muestreo, es decir, que no se hayan
realizado tratamientos posteriores a la toma de muestras.

Los peces de cultivo cosechados deben cumplir con los requisitos indicados en el Punto sobre “Limites
maximos residuales en carne y piel de pescado”. De no cumplirse con las concentraciones sefialadas, se
debe prolongar el periodo de carencia y realizar un nuevo muestreo, o bien, indicar las restricciones de
mercado correspondientes en el documento Declaracion de Garantia.

En caso de cosechas excepcionales autorizadas por el Servicio, en que los peces se destinen a plantas que
han incorporado en su PAC un peligro relacionado a la confusion de lotes, la empresa de cultivo debe
informar claramente en la Declaracidon de Garantia las concentraciones de residuos con que fueron
cosechados los peces.

El Manual de Inocuidad y Certificacién de SERNAPESCA contempla el control de sustancias prohibidas y
no autorizadas a través de muestreos oficiales que se realizan de forma rutinaria en centros de cultivo de
peces. La frecuencia de muestreo es de una vez al aio para los centros de cultivo con peces en etapa de
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reproduccion, alevinaje y/o smoltificacidn (pisciculturas, centros de rio y lago, y centros de smoltificaciéon
en estuario), y de un muestreo durante la etapa de engorda para los centros de cultivo en mar.

Para el caso de CV y LCV, para determinar cuando un resultado es desfavorable, se considerara la
presencia de ambos analitos, es decir, CV + LCV, o bien, la sola presencia de LCV. Esto aplica de la misma
forma para VM y LVM.

En casos de deteccidon de centro de agua dulce, los peces solamente podran ser trasladados con
autorizacion de SERNAPESCA, se les realizara seguimiento y nuevos muestreos en la etapa de engorda.
Para los casos positivos provenientes de centro de mar, los peces no podras ser cosechados ni trasladados.

El SAG tiene como mision el proteger y mejorar la condicidn fito y zoosanitaria de los recursos productivos,
y conservar los recursos naturales renovables del ambito silvoagropecuario del pais, controlando los
insumos y productos, a través de la elaboracidn, actualizacidn y aplicacion de la normativa vigente, para
contribuir al desarrollo sustentable y competitivo del sector.

A partir de lo anterior, el SAG ha dispuesto normativas para garantizar la salud animal, inocuidad vy
trazabilidad de los piensos para animales, mediante la obtencidn y utilizacion de piensos procedentes de
establecimientos nacionales bajo control oficial o piensos importados autorizados.

Adicionalmente el Reglamento de Alimentos para Animales (Decreto N°4/2016), sefiala que el SAG
determinara la ndmina de contaminantes, limites maximos permitidos y técnicas analiticas que deberan
realizarse a los piensos para animales segun su categoria y composicién.

En este marco, el SAG ha definido criterios normativos que establecen limites maximos de contaminantes
en piensos completos, suplementos, aditivos e ingredientes destinados a la alimentacion de especies de
consumo humano, dentro de lo cual se encuentran los niveles maximos de colorantes prohibidos en
alimentacién en peces de abasto (Resolucidn Exenta N° 7885, 25/01/2018).

En particular la normativa del SAG indica que para el caso de los colorantes Cristal Violeta, Leuco Cristal
Violeta, Verde Malaquita, Leuco Verde Malaquita y Verde Brillante en piensos completos, debe existir
ausencia (Id=0,2) de dichos colorantes.

El MINSAL tiene por misién construir un modelo de salud sobre la base de una atencién primaria
fortalecida e integrada, que pone al paciente en el centro, con énfasis en el cuidado de poblaciones
durante todo el ciclo de vida, y que ademas estimule la promocidn y prevencion en salud, asi como el
seguimiento, trazabilidad y cobertura financiera.

En dicho contexto, el MINSAL ha establecido normativas que apuntan a garantizar la inocuidad de los
piensos. Tal es el caso del Reglamento Sanitario de los Alimentos que indica que "Pienso Contaminado"
es aquel que contiene microorganismos, virus o parasitos, sustancias extrafias o deletéreas de origen
mineral, organico o bioldgico, sustancias radioactivas o sustancias toxicas en cantidades superiores a las
permitidas por las normas vigentes o que se presumen nocivas para la salud y que se prohibe la
comercializacién, a cualquier titulo, de carnes y sus subproductos con residuos de plaguicidas, residuos
de medicamentos de uso veterinario y de aditivos, usados en la alimentacién animal, que estén por sobre
los limites de tolerancia fijados (RSA, 1996).

El MINSAL fija los limites maximos para residuos de medicamentos de uso veterinario en la carne y otros
piensos y debe asegurar que la exposicién a medicamentos veterinarios de los animales destinados a la
produccién de piensos no represente un riesgo para la salud humana (Resolucién Exenta N° 1560,
11/09/2019).
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En este sentido el MINSAL, debe controlar el uso de los medicamentos veterinarios y verificar que se
apliquen las practicas adecuadas y que existan medidas eficaces establecidas dentro del sistema de
distribucion de medicamentos veterinarios y de produccién de piensos, a fin de conferir una proteccion
eficaz para la salud del consumidor.

De manera especifica, el MINSAL definié normativamente que los colorantes Verde Malaquita y Violeta
de Genciana no debe ser detectable en cualquier tejido comestible de cualquier especie animal, lo
anterior considerando la suma de Verde Malaquita y Leuco Verde Malaquita.

Tabla 11. Normativa Nacional Cristal Violeta y Verde Malaquita (Elaboracion propia).

Institucion Ambito Referencia

e  Muestreo pre-cosecha obligatorio de sustancias no Autorizadas
(Cristal Violeta, Leuco Cristal Violeta, Verde Malaquita, Leuco Verde
Malaquita).

e Deteccion de sustancias no autorizadas (acciones).

e Establecimientos autorizados para exportar al mercado de la Unién Manual de

SERNAPESCA Econdmica Euroasiatica deben incorporar a sus verificaciones inocuidad y
periddicas del PAC las sustancias no autorizadas (Cristal Violeta, Leuco | certificacion
Cristal Violeta, Verde Malaquita, Leuco Verde Malaquita).

e LMR sustancias prohibidas y sustancias no autorizadas (ausencia).

e Lista de sustancias monitoreadas y los requisitos y procedimientos
establecidos por SERNAPESCA en el Programa de Control de

Farmacos.
MINSAL e Limites maximos de residuos de medicamentos veterinarios en los Resolucion
piensos (no detectable). 1560/2019
e Limites maximos de contaminantes en insumos destinados a la .,
SAG alimentacién animal Resolucién
’ 7885/2017

e Alimentacion en peces de abasto (Ausencia).

A nivel internacional, existen paises que establecen la prohibicion de uso de colorantes con VM y CV en
produccién de peces, definiendo valores referenciales de residuos muy bajos, determinando que los
colorantes antes mencionados no sean detectables en el producto.

A nivel latinoamericano, los paises analizados cuentan con normativa que hace referencia a la presencia
de estos colorantes y sefialan valores referenciales de residuos equivalentes.

En el caso de la Unién Europea o Estados Unidos, la CV y VM no estan aprobados para uso en la acuicultura
y sus valores referenciales de residuos, son ain mas bajos.

A continuacion, se indican algunas referencias normativas de distintos paises, que hacen alusién al uso de
este tipo de colorantes a la produccion de pescado.
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Tabla 12. Normativa Internacional Cristal Violeta y Verde Malaquita® (Elaboracién propia).

Institucién Ambito Referencia
Maximum Residue Limits (MRLs)
Las autoridades competentes deben evitar los | aAnd Risk Management
CODEX residuos de verde de malaquita en los piensos. | Recommendations (RMRs)

ALIMENTARIUS

Esto se puede lograr no utilizando verde de
malaquita en animales destinados a la
produccion de piensos.

For Residues Of Veterinary
Drugs In Foods
CX/MRL 2-2018

Unidn Europea

Valores de referencia para las sustancias
farmacoldgicamente activas no autorizadas
presentes en los piensos de origen animal.

0,5 pg/kg para la suma de verde de malaquita y
leuco verde de malaquita.

Reglamento (UE) 2019/1871 De
La Comisién

Comision Economica
Euroasiatica

Para el ingreso al territorio de la Unidn
Aduanera y (o) traslado entre las Partes no se
admite los productos de pescado, - tratados
con sustancias colorantes

Requerimientos sanitarios y
veterinarios unificados para las
mercancias sujetas a control
veterinario (vigilancia)

Estados Unidos-FDA

Medicamentos animales no aprobados para
acuicultura.

Fish and Fishery Products
Hazards and Controls Guidance
Fourth Edition-2021

Estados Unidos-FDA

La FDA determina que la violeta de genciana no
se reconoce como segura y efectiva para el uso
de ningun farmaco veterinario en animales
destinados al consumo humano y es un nuevo
farmaco animal sujeto a la seccién 512 de la
Ley Federal de Piensos, Medicamentos y
Cosméticos.

Code of Federal Regulations
Title 21, Volume 6
CITE: 21CFR500.30

Japén

Department of Food
Safety,
Pharmaceutical and
Food Safety Bureau,
Ministry of Health,
Labour, and Welfare

Establecimiento de los Limites Maximos de
Residuos para productos agricolas y sustancias
guimicas veterinarias en los piensos.

Malachite green: 0.002 mg/kg

Leucomalachite green: 0.002 mg/kg

Ministry Health, Labour and
Welfare Notification No. 645,
2006

Brasil

Establece los limites de referencia para el Plan
Nacional de Control de Residuos y
Contaminantes en Productos de Origen Animal
- PNCRC de 2019.

Sustancia prohibida o no autorizada para
pescados.

Ministerio de Agricultura,
Ganaderiay
Abastecimiento/Secretaria de
Defensa Agropecuaria
Instruccidn normativa N° 5.

1 En el Anexo 4, se sintetiza el sistema de control de la UE, como un ejemplo relevante de referencia.
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Institucion Ambito Referencia

e El Limite Minimo de Rendimiento Requerido
(LMDR) para el método analitico es de 2 pg/kg.

e Establece los requisitos que debe cumplir el
pescado fresco refrigerado o congelado de | Resolucién N2 301 - NTE INEN
produccién acuicola que se presenta para el | 1896 sobre requisitos para

Ecuador consumo humano. pescados frescos, refrigerados o

congelados de produccion

e El limite maximo de residuos de medicamentos ;
acuicola.

veterinarios en los pescados es: Verde
Malaquita mas Leuco Verde Malaquita, 2 pug/kg

e Los colorantes triarilmetanos, (entre ellos CV,
VM y sus versiones metabolizadas) se
encuentran prohibidos para la administracion
en animales.

e Jas tomas de muestra vy andlisis de
contaminantes que deben realizar las empresas
como parte del programa HACCP deben incluir
el analisis de estos componentes y la emision de
un certificado que compruebe su ausencia en | Resolucién N°730 de 1998

Colombia todos los lotes producidos. Resolucién N°961 del 2003

e , Resolucion N°770 del 2014
e Los andlisis de las muestras deberan ser

realizados por laboratorios debidamente
acreditados a modo de asegurar que los
resultados sean fiables.

e Ademas, tienen planes nacionales
subsectoriales de vigilancia y control de residuos
en piensos (PSVCR) los cuales implican la
entrega de muestras obligatorias por parte de
las empresas.

Si bien existen algunas diferencias minimas entre los paises y Codex, al compararlas con el sistema de
control utilizado en Chile no existen grandes diferencias. Por un lado, todos los paises analizados
mantienen la prohibicidon del uso de colorantes triarilmetanos para acuicultura y los catalogan como
compuestos posiblemente peligrosos. Como fue mencionado anteriormente en el presente informe,
numerosos paises mantienen una legislacién que permite la presencia de estos compuestos Unicamente
en trazas. Respecto a este punto cabe destacar que Chile tiene una de las normas mas estrictas, ya que la
actual legislacién del pais clasifica a los colorantes triarilmetanos como no permitidos, lo que implica que
no deben ser detectados en las muestras analizadas. Con respecto al analisis de muestras, en todos los
paises considerados, asi como en las propuestas realizadas por las comisiones de la UE y de entidades
globales como la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OMSA) se identifica el uso de programas que
incluyan la toma de muestras de los productos y su analisis por un laboratorio no afiliado a la industria.
Se comparte que la certificacion de laboratorios es relevante para asegurar la calidad de resultados. En
muchos casos, estos analisis deben incluirse dentro de programas HACCP que deben elaborar las
empresas.
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5.2.2

Descripcion de insumos utilizados para alimentacién de salmones

Tal como se describe en el punto 4.2.4.1.6, los insumos para la alimentacion en acuicultura pueden
presentar CVy VM, especialmente las harinas de origen animal, de ahi que sean considerados factores de
riesgo de contaminacién con dichos colorantes. Dado lo anterior, en el siguiente cuadro se describen los
principales insumos utilizados en las formulaciones alimenticias utilizadas en salmones. Para cada uno de
ellos se sefalan las condiciones bajo las cuales se producen, sus propiedades nutricionales y las
limitaciones para su uso.

Tabla 13. Descripcion de principales insumos utilizados para alimentacion de salmones (Elaboracién propia).

Insumo Caracteristicas Propiedades nutricionales Limitaciones
La harina de pescado contiene -
. . Sus principales
proteinas  valiosas con alta limitaciones son la
La harina de pescado se obtiene | digestibilidad. Ademads, las harinas | . -

. . . . disponibilidad,
Harinade | cocinando, prensando, secando y | de pescado tienen un contenido costo la
pescado moliendo pescado crudo fresco o | energético relativamente alto y son . 'y

. - . sustentabilidad de
recortes de pescado. ricas en minerales importantes ) .
. o la industria
como el fésforo, en vitaminas By en .
. . acuicola.
acidos grasos esenciales.
La sangre se puede recolectar
durante el sacrificio de varias . .
. . La harina de sangre contiene
especies de ganado (bovinos, cerdos, - ;
ollos, etc.) en una amplia gama de principalmente proteinas (alrededor | Por su alto
Harinade | P oo plia & del 90-95% de MS) y pequefias | contenido de
condiciones. Por lo general, se seca y . o .
sangre . . cantidades de grasa (menos del 1% | hierro, se debe
se convierte en harina de sangre para . o . . L
. de MS) y cenizas (menos del 5% de | limitar su inclusidn.
que pueda manipularse e MS)
incorporarse a las raciones mas '
facilmente.
La harina de plumas resulta del .
. La  harina de plumas es
procesamiento de las plumas - . I
. . o principalmente una fuente de | Digestibilidad de la
. obtenidas después del sacrificio de , . . ,
Harina de proteinas. Contiene tipicamente | proteina puede
aves de corral. Las plumas son un o .
plumas . alrededor del 85% de MS de | variar entre 67-
subproducto de las operaciones de . 0 0
. proteina, con algo de grasa (9%) y | 87%.
procesamiento de pollos de engorde, . o
minerales (6%).
pavo y otras aves de corral.
La calidad de Ia

. Es un producto que resulta de la , roteina se puede

Harina de . p 4 Buena fuente de proteinas con buen P . P
fundicidn, prensado, y desengrasado ) L ver deteriorada por
cerdo perfil de aminoacidos.
de los subproductos del cerdo. el uso de procesos
térmicos.
Harina de Alto en proteinas, con un buen perfil
visceras de Es un subproducto de la industria | e aminoacidos esenciales. Es bajo La calidad de Ia
v avicola, generalmente consiste en | 4, cenizas y contiene poco o ningdn | Proteina se puede
partes del animal consideradas | factor anti nutricional. ver deteriorada por
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Insumo Caracteristicas Propiedades nutricionales Limitaciones
desfavorecidas para el consumo el uso de procesos
humano. térmicos.

El aceite de pescado es una valiosa
fuente primaria de lipidos que
pcede | E360 e pcadose e de 0 | roporciondidos a5t | pode tener oo
pescado harina d P qd poliinsaturados omega 3 | palatabilidad.
arina de pescado. beneficiosos.
No tiene los mismos
. . . Contienen altos niveles de acido | niveles de acidos
Aceite de Aceite vegetal ampliamente . . . s
. o oleico y bajos niveles de &acidos | grasos omega 3 que
Canola producido y distribuido. .
grasos saturados. el aceite de
pescado.
Buena fuente de proteinas vy
. . . secundariamente grasa. La proteina | Menor proteina que
Leguminosa ampliamente producida . , . .
Soya ST de soya contiene la mayoria de los | insumos de origen
y distribuida. S . .
aminodcidos esenciales para | animal.
salmdnidos.
Residuo interno del proceso de
elaboracién de piensos. Compuesto . oo -
. P p' Pueden contener las propiedades | Dificil trazabilidad
por polvo fino, granos partidos, . . .
Reproceso nutricionales correspondientes a la | de insumos
productos no conformes en forma, . L . .
. dieta de la cual de origina. primarios.
color, humedad, densidad entre
otros.
5.2.3 Descripcidn de residuos de sustancias no autorizadas

CV y VM son compuestos trifenilmetanos que pertenecen a la misma familia de pigmentos. Son
principalmente utilizados como pigmentos para telas de alto contenido orgénico, tintas de impresidn,
técnicas de laboratorio e histdricamente como desinfectantes. Se clasifican como compuestos corrosivos,
toxicos y posiblemente carcinogénicos. Son compuestos altamente solubles en agua y con una gran
estabilidad a temperaturas.

CV y VM, al igual que sus versiones metabolizadas se consideran sustancias no autorizadas en la
acuicultura, es decir, su uso no se encuentra autorizado ni registrado por la autoridad competente en este
ambito. Esto se deriva de la capacidad toxicoldgica, teratogénicas, corrosivas y posiblemente cancerigenas
de estos pigmentos. Existen, por tanto, mecanismos de control asociados con el fin de garantizar la
ausencia de todos ellos en el producto terminado. Esto incluye que no deben encontrarse presente en los
productos de alimentacién de los animales cultivados. El procedimiento de control de sustancias no
autorizadas se efectla a través de muestreos oficiales, directamente en centros de cultivo de peces, por
muestreadores oficiales bajo las directrices de SERNAPESCA. Este muestreo se realiza en los animales de
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centros de cultivo, ya sea en su etapa de reproduccidn, alevinaje y/o smoltificacién como en su etapa de
engorda en agua salada.

En el caso de ambas sustancias no autorizadas, se considera la presencia de la versién comun (CV o VM)
junto con la presencia de sus versiones metabolizadas (LCV o LVM) para determinar un resultado
desfavorable. Se considerara desfavorable también la identificacion de las sustancias metabolizadas por
si solas (LCV o LVM). No se permite ningun nivel residual ni traza de estos metabolitos y deben ser
reportados a la brevedad en caso de ser identificados. Los grupos de animales que presenten resultados
desfavorables no pueden ser movilizados sin la autorizacion de SERNAPESCA y se requeriran nuevas
pruebas.

5.2.4 Andlisis de insumos utilizados para la alimentacion de salmones

Para el analisis se consideré si los residuos de sustancias no autorizadas son significativos, mediante el
estudio de factores como probabilidad de ocurrencia, importancia e incidencia, para cada uno de los
insumos considerados en el estudio.

El siguiente cuadro muestra el resultado del analisis realizado.

Tabla 14. Resultado del andlisis realizado de insumos utilizados para la alimentacion de salmones (Elaboracion
propia).

Probabilidad de

Insumo ocurrencia Importancia Incidencia Peligro significativo
Harina de pescado Mediana Media A veces No
Harina de sangre Alta Mayor A veces Si
Harina de plumas Alta Mayor A veces Si
Harina de cerdo Alta Mayor A veces Si
::23: de visceras Alta Media A veces Si
Aceite de pescado Baja Baja A veces No
Aceite de Canola Insignificante Insignificante Nunca No
Soya Insignificante Insignificante Nunca No
Reproceso Mediana Baja A veces No
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5.2.4.1 Probabilidad de Presencia en Producto Final

5.2.4.1.1 Escala Probabilidades

MUY ALTA 5 Es casi seguro que ocurra.
ALTA 4 Ocurre con mucha frecuencia.
PROBABILIDAD MEDIA 3 Ocurre con regularidad.
BAJA 2 Es poco frecuente, pero se produce.
MUY BAJA 1 Muy raro, pero no se puede excluir.

Elaborado por CERES BCA basado en:
pfeiffer D.U., Ho H.PJ,, Bremang A, Kim Y. & OIE team (2021). - Compartmentalisation Guidelines — African Swine Fever.
World Organisation for Animal Health (OIE), Paris, France, 148 pp.

5.2.4.2  Evaluacion incertidumbres asociadas a la estimacion de riesgos

5.2.4.2.1 Escala Evidencia

Se dispone de datos sélidos y completos; se aportan pruebas sélidas de

ALTA e .
multiples referencias.

Se dispone de algunos datos, pero no de todos, las pruebas se presentan

MEDIA , . .
en un numero reducido de referencias.

Los datos disponibles son escasos o inexistentes; las pruebas proceden
BAJA de informes no publicados o se basan en observaciones o
comunicaciones personales.

Elaborado por CERES BCA basado en:
pfeiffer D.U., Ho H.P.J,, Bremang A, Kim Y. & OIE team (2021). - Compartmentalisation Guidelines — African Swine Fever.
World Organisation for Animal Health (OIE), Paris, France, 148 pp.

5.2.5 Caracterizacién y estimacidn del riesgo

5.2.5.1.1 Score de Riesgo

Corresponde a la ponderacion de las probabilidades de ocurrencia de eventos, exposicion, presencia en
producto final, junto con la evidencia existente para determinar si los vehiculos o fuentes se consideran
de riesgo y son candidatos a toma de muestra.

Los resultados obtenidos del score de riego determinaron que en 6 etapas y eventos de riesgo se superd
el indice de 0,8, los cuales fueron seleccionados para la toma de muestra. Por otro lado, 8 etapas
alcanzaron un indice menor a 0,5, lo que indica una baja probabilidad de presencia de los colorantes en
esa etapa.

Las siguientes tablas muestran los resultados obtenidos en el proceso de determinacion del score de
riesgo para la fabricacidn de piensos y el proceso productivo del salmon.
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La Tabla 15 muestra los resultados del score de riesgo de las etapas de fabricacion y transporte de materias primas y de piensos para salmones. Los
resultados muestran dos eventos de riesgo correspondientes al uso de insumos y materias primas contaminadas.

Tabla 15. Priorizacion de eventos de riesgo de contaminacién por CV/LCV O VM/LVM en la fabricacion de piensos.

CRITERIOS DE RIESGO
Candidata
ETAPAS EVENTOS DE RIESGO Probabilidad Probabilidad SCORE | aToma
del evento Wi de. » w; | Evidencia | w3 Muestra
exposicion
Uso de insumos contaminados con CV/LCV o VM/LVM MEDIA 3 MUY ALTA 5 BAJA 1| 3,0 (1,00 Sl
Fabricacion de materias primas | Uso de envases con tinta que contenga CV/LCV o VM/LVM MEDIA 3 MUY BAJA 1 MEDIA 2|20 |0,67 NO
Uso de desinfectantes que contengan CV/LCV o VM/LVM MUY BAJA 1 MUY BAJA 1 ALTA 3| 1,7 | 0,56 NO
Transporte materias primas Uso de desinfectantes que contengan CV/LCV o VM/LVM MUY BAJA 1 MUYBAJA | 1 ALTA 3 (17 (056 NO
Uso de materias primas contaminados con CV/LCV o VM/LVM MEDIA 3 MUY ALTA 5 BAJA 1| 3,0 (1,00 Sl
Fabricacion de piensos Uso de envases con tinta que contenga CV/LCV o VM/LVM MEDIA 3 BAJA 2 MEDIA 2| 231|078 NO
Uso de desinfectantes que contengan CV/LCV o VM/LVM MUY BAJA 1 MUY BAJA 1 ALTA 3| 1,7 | 0,56 NO
Transporte piensos Uso de desinfectantes que contengan CV/LCV o VM/LVM MUY BAJA 1 MUY BAJA | 1 ALTA 3 (17 [056 NO
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La Tabla 16 muestra los resultados del score de riesgo de las etapas de agua dulce, transporte, agua de mar, acopio, planta de proceso y bodega o
frigorifico. Los resultados muestran dos eventos de riesgo correspondientes al uso de piensos contaminados tanto en agua dulce como agua de mar. Sin

embargo, el uso en la etapa de agua de mar seria de mayor riesgo, ya que tiene un resultado de score de riesgo mas alto.

Tabla 16. Priorizacion de eventos de riesgo de contaminacién por CV/LCV O VM/LVM en la cadena de salmon.

CRITERIOS DE RIESGO

Probabilidad Candidata
ETAPAS EVENTOS DE RIESGO Probabilidad | Probabilidad | | depresencia | | .. .| SCORE aToma
del evento ! | de exposicién 2 | en producto 3 4 Muestra
final
PlEm=e GERE Ml con CHLEY e MEDIA 3 MUYALTA | 5 | MUYBAIA | 1 BAJA 1| 25 | 083 S|
VM/LVM
Agua dulce A BIE EolE e e CYIeY MUY BAJA 1 ALTA 4| MuyBAJA | 1| MEepA | 2| 2 | o067 NO
VM/LVM
Lo el el Gl G e GO MUY BAJA 1 MUYBAJA | 1 | MUYBAA | 1 MEDIA | 2 | 1,3 | 042 NO
CV/LCV 0 VM/LVM ’ ’
Uso de envases con tinta que contenga
MUY BAJA 1 MUYBAJA | 1 | MUYBAJA | 1| MEDIA | 2| 1,3 | 042 NO
Transporte smolt CV/LCV 0 VM/LVM
terrestre i
( ) i g iree @on E ey @ MUY BAJA 1 ALTA 4 | MUYBAA | 1 MEDIA | 2| 2 | 067 NO
VM/LVM
Uso de envases con tinta que contenga
MUY BAJA 1 MUYBAJA | 1 | MUYBAJA | 1| MEDIA | 2| 1,3 | 042 NO
Transporte smolt CV/LCV o VM/LVM
mar i
(mar) Ellontaniacaleoniadilads MUY BAJA 1 ALTA 4 | MUYBAA | 1 MEDIA 2| 2 | 067 NO
VM/LVM
Pienso contaminado con CV/LCV o
VM/LYM MEDIA 3 MUYALTA | 5 BAJA 2| MEpA | 2| 3 1 S|
Agua de mar A BIE Eol e e CYIeY MUY BAJA 1 ALTA 4| MuyBAJA | 1| MEepA | 2| 2 | o067 NO
VM/LVM
Lo el el Gl G e G MUY BAJA 1 MUYBAJA | 1 | MUYBAA | 1 MEDIA | 2 | 1,3 | 042 NO
CV/LCV 0 VM/LVM ’ ’
Uso de envases con tinta que contenga
CVILCY oMLV MUY BAJA 1 MUYBAJA | 1 | MUYBAJA | 1| MEDIA | 2| 1,3 | 042 NO
Transporte cosecha A po—— e
Vﬁ/ll’/a‘ucf"\;' aminada con ° MUY BAJA 1 ALTA 4 | MUYBAA | 1 MEDIA | 2| 2 | 067 NO
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CRITERIOS DE RIESGO

Probabilidad Candidata
ETAPAS EVENTOS DE RIESGO Probabilidad | Probabilidad | | depresencia | | .. .| SCORE aToma
del evento ! | de exposicién 2 | en producto 3 4 Muestra
final
Acopio goiceiianinaalonicEais MUY BAJA 1 ALTA 4| MuyBAJA | 1| MEebA | 2| 2 | o067 NO
VM/LVM
Uso de envases pldsticos con tinta que
B A MEDIA 3 MUYBAJA | 1 | MUYBAJA | 1| MEDIA | 2| 1,8 | 058 NO
Uso de envases de papel/cartén con
ey MEDIA 3 BAJA 2 BAJA 2| MepA | 2| 23| 075 NO
Etiquetado con tinta que contenga
MEDIA 3 BAJA 2 BAJA 2| MepA | 2| 23| 075 NO
Planta de proceso CV/LCV o VM/LVM
SR UED Rl R CemEE G ST e MEDIA 3 MUYBAJA | 1 | MUYBAIA | 1| MEDIA | 2| 1,8 | 058 NO
VM/LVM
Uo el CemEmiEE O CmQHCHO | pporagy 1 MUYALTA | 5 | MuyBAIA | 1 BAJA 1| 2 | o067 NO
VM/LVM
S G ECIN T IS RO L MUY BAJA 1 MUYBAJA | 1 | MUYBAIA | 1| MEDIA | 2| 13 | 042 NO
CV/LCV 0 VM/LVM 0 g
Transporfe pr'oducto No se identifica 0 0 0 0 - - NO
planta primaria
Uso de envases pldsticos con tinta que
et G P MEDIA 3 MUYBAJA | 1 | MUYBAJA | 1| MEDIA | 2| 1,8 | 058 NO
Uso de envases de papel/cartén con
e Ty YO MEDIA 3 BAJA 2 BAJA 2| MepA | 2| 23 | 075 NO
Etiquetado con tinta que contenga
Planta de proceso | CV/LCY o VM/LVM MEDIA 3 BAJA 2 BAJA 2| MepA | 2| 23 | 075 NO
secundaria
U i g cemE G S e MEDIA 3 MUYBAJA | 1 | MUYBAJA | 1| MEDIA | 2| 1,8 | 058 NO
VM/LVM
Uso el CemEmiEE O Cm@HCH® | pmopany 1 MUYALTA | 5 | MuyBAIA | 1 BAJA 1| 2 | o067 NO
VM/LVM
Uso de desinfectantes que contengan
CV/LCY o WMALVMA MUY BAJA 1 MUYBAJA | 1 | MUYBAJA | 1| MEDIA | 2| 1,3 | 042 NO
Bodega o frigorifico f/lnj\;);Lr\f/l&e Eelaninaealeniey e e MUY BAJA 1 MUYBAJA | 1 | MuYBAJA | 1| MepA | 2| 13 | 042 NO

Pagina 55 de 150




Informe Final Proyecto FIPA 2021-40

La Tabla 17 muestra los resultados del score de riesgo de las etapas de toma de muestra y procesamiento de laboratorio. Los resultados muestran dos

eventos de riesgo correspondientes al etiquetado con tinta que contiene los contaminantes en ambas etapas.

Tabla 17. Priorizacion de eventos de riesgo de contaminacion por CV/LCV O VM/LVM en la toma de muestra.

CRITERIOS DE RIESGO
Probabilidad Candidata a
ETAPAS EVENTOS DE RIESGO Probabilidad w Probabilidad w de presencia w Evidencia | w SCORE Toma
del evento 1 | de exposicién 2 en producto 3 4 Muestra
final
Etiquetado con tinta que
Toma de muestra contenga CV/LCV 0 VM/LVM ALTA 4 MUY ALTA 5 MUY ALTA 5 MEDIA 2 1 SI
Etiquetado con tinta que
. contenga CV/LCV 0 VM/LVM ALTA 4 MUY ALTA 5 MUY ALTA 5 MEDIA 2 1 SI
Procesamiento en
laboratorio
S MUYBAIA | 1 | MUYBAIA 1 MUY BAJA 1 BAJA 1 0,25 NO
contaminado
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5.2.6  Evaluacion incertidumbres asociadas a la estimacion de riesgos

Los resultados del score de riesgo apuntan a que los insumos utilizados para la fabricacion de piensos vy el
pienso terminado utilizado en la etapa productiva de agua de mar son candidatos a toma de muestra. Estos
resultados incorporan la evaluacion de la incertidumbre o, en este caso, de la evidencia disponible. Para el
caso de los insumos, existe baja evidencia de la presencia de contaminantes, principalmente debido a la
escasa informacion publicada respecto a este tema. La principal fuente de informacién proviene de
informantes calificados de la industria. Por otro lado, los piensos terminados se evaluaron con evidencia
media, lo que quiere decir que existe mayor cantidad de publicaciones referentes a la contaminacion de
estos productos con respecto a los insumos, sin embargo, estas siguen siendo escasas.

5.2.6.1 Resumen score de riesgo

La evaluacion de riesgo, utilizando el Score de Riesgo, se centrd en identificar los principales vehiculos o
fuentes responsables de la posible contaminacion de productos con los contaminantes Cristal Violeta,
Leuco Cristal Violeta, Verde Malaquita y Leuco Verde Malaquita. Estos vehiculos se consideran como los
puntos de control, mediante andlisis de laboratorio, para toma de muestra y andlisis para detectar la
presencia de estos contaminantes. Para esta evaluacion se consideraron las etapas productivas, los
tiempos, cantidades, la evidencia de bioacumulacion y los antecedentes bibliograficos disponibles. De
acuerdo a los antecedentes recabados y lo discutido en la reunion de expertos, , se tomaron las muestras
relacionadas con la fabricacion de piensos considerados de mayor riesgo.

El resumen de los principales candidatos a toma de muestra se detalla en la tabla continuacion.

Tabla 18. Candidatos toma de muestra segtin etapa.

Etapa Candidato toma de muestra

1) Harina de sangre

Fabricacién de piensos Insumos 2) Harina de plumas

3) Harina de cerdo

Cadena productiva de salmén Agua de mar Piensos

5.3 Conclusiones parciales Objetivo Especifico 2

e Secompararon las normativas que regulan la presencia de CV, VM, LCV y LVM en diferentes paises
y el Codex Alimentarius, comparandolas con la normativa actual chilena. Si bien existen algunas
diferencias entre los paises y Cddex, todas las normativas prohiben el uso de colorantes
triarilmetanos en acuicultura. Algunos paises permiten la presencia de trazas de estos
compuestos en producto terminado. Chile se encuentra dentro de los paises con las normas mas
estrictas, clasificando estos compuestos como no permitidos.
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Cada uno de los insumos previamente determinados como alta fuente de riesgo fue analizado de
acuerdo con su probabilidad de ocurrencia, importancia e incidencia. Este analisis determiné que
las harinas de sangre, plumas, cerdo y visceras de ave presentan un peligro significativo.

La evaluacién de riesgo se llevd a cabo utilizando escalas cualitativas de probabilidad y evidencia
gue asignan un valor numérico por cada estrato de la escala. Estos valores fueron utilizados para
asignar un score de riesgo a cada una de las vias de ingreso y eventos de riesgo previamente
identificados. El score de riesgo obtenido indica a su vez si el riesgo evaluado debe ser
considerado para una toma de muestra y posterior analisis en laboratorio.

De acuerdo con los resultados de la evaluacién de riesgo, los candidatos a toma de muestra
identificados son parte de la etapa de fabricacién de piensos, y corresponden a los siguientes
insumos: harina de sangre, harina de plumas y harina de cerdo. Asimismo, el anadlisis de riesgo
indicé que, durante la etapa de agua de mar del proceso productivo del salmén, los piensos
elaborados son también candidatos a toma de muestra dado el valor alto de su score de riesgo
asociado.
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6 OBJETIVO ESPECIFICO 3

6.1 Metodologia

6.1.1 Validacion del método analitico para los colorantes; Verde Malaquita (VM), cristal Violeta (CV), v
sus metabolitos respectivos en piensos para salmoénidos.

El presente método analitico, fue implementado para la deteccidn de las moléculas de Cristal Violeta (CV),
Leuco Cristal Violeta (LCV), Verde Malaquita (VM) y Leuco Verde Malaquita (LVM) en las matrices de
alimento de salmén, harinas de origen animal y hemoglobina. La metodologia utiliza cromatografia liquida
acoplada a un detector de espectrometria de masas de triple cuadrupolo y tiene como objetivo la
deteccion confirmatoria y cuantificacidn de los analitos descritos previamente, en las matrices sefialadas,
cumpliendo las indicaciones y reglamentaciones nacionales e internacionales bajo norma ISO 17025:2017,
Unién Europea, Decisién de la Comisién 2002/657/CE, FDA, Q2B Validation of Analytical Procedures:
Methodology y Codex Alimentarius 2009: Produccidn de Alimentos de Origen Animal.

6.1.2 Resumen de la metodologia analitica

Los colorantes no autorizados y sus metabolitos CV, LCV, VM y LVM son extraidos desde la matriz a interés
(alimento para salmédn, harinas de origen animal, y hemoglobina) con buffer citrato y acetonitrilo, para
luego realizar la extraccién con diclorometano mediante la separacion de bases orgdanicas (extraccién en
base sdlida). El Diclorometano se seca bajo flujo de nitrégeno en bafo de agua entre 40-50°C. El residuo
resultante, es reconstituido con 200 pl fase movil, sonicado, centrifugado v filtrado. La fase acuosa final es
inyectada al HPLC-MS/MS 3q.

6.1.3 Requisitos técnicos para implementacién

6.1.3.1 Terminologia

Tiempo de retencién del analito: tr

- Droga Pura: dp

- Limite de Deteccién: LD

- Limite de Cuantificacién: LC
- Relacién Seial Ruido: rsr

- Fase Movil: fm

- Desviacién Standard: ds

- Recuperacién: R
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6.1.3.2 Pardmetros analiticos evaluados?

a) Tiempo de retencion: Su determinacion se realizé mediante el analisis de los tiempos de retencién
obtenidos para cada analito, siguiendo las indicaciones metodoldgicas propuestas. La totalidad de
tiempos de retencion para cada analitico deben presentar un CV% menor al 5%.

b) Especificidad: Se realiz6 mediante el analisis de las diferentes matrices de estudio (Alimento
completo, harinas de subproductos, y hemoglobina) de diferentes origenes, se determind que las
matrices no tuvieran interferentes en los tiempos de retencién establecidos para cada analito en
la metodologia. De acuerdo con los tiempos de retencién y mases especificas para cada uno de los
analitos estudiados.

c) Limite de Deteccién y Cuantificacion: Se realiz6 mediante la fortificacion de muestras blanco,
aceptando sefiales analiticas minimas de 3:1 y 10:1 para los limites de deteccidn y cuantificacién
en su relacion sefal ruido, respectivamente.

d) Linealidad: Se determiné mediante la construccién de curvas de calibracién (n = 3), aceptando un
coeficiente de determinacién mayor a 0.95 en la totalidad de las matrices, con un CV% de las
pendientes menor a un 25%.

e) Recuperacion: La recuperacién se calculé comparando muestras fortificadas versus muestras
libres de matriz. Ambos grupos deben estar a los mismos niveles de concentraciéon. Se acepté el
parametro obteniéndose un porcentaje de recuperacion mayor al 80% para cada nivel y analito.

f) Precisidn: Se evalué mediante el andlisis de la repetitividad y reproducibilidad. Se acepté el
parametro analitico, de acuerdo con lo establecido por el laboratorio, en donde los CV% de la
reproducibilidad aceptados no deberdn ser mas que un 35%, para concentraciones entre 1y 10

ug/ke.

g) Robustez: Para la metodologia analitica se seleccionaron 3 factores que puedan influir en el
resultado final. Mediante el método de Youden se realizé un disefio factorial fraccional incompleto
para detectar las interacciones entre los factores seleccionados.

h) Incertidumbre: Se realizé evaluacion de factores fijos y aleatorios, evaluando mediante curvas de
calibracion la variabilidad de cuadrados obtenidos. Se informa como porcentaje con relacion a la
cuantificacion obtenida.

2 Para la ampliacién de cada matriz analitica incluida en la validacién (harinas de subproductos y hemoglobina), se realiza
evaluacién de los parametros de tiempos de retencién, especificidad y linealidad.
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6.1.4

Equipamiento

Homogeneizador (Moulinex)
Centrifuga Eppendorf Thermo Scientific, Hetich
Agitador de tubos Heidolph Multireax
Tubos para centrifuga de 50 ml con tapa rosca (Falcon)
Matraz de Erlenmeyer de 100, 250 500 ml.
Micropipetas de 100-1000 ul y de 10-100 pl.
Agitador magnético
Matraces aforados
Tubos eppendorf de 1,5 mL
Dispensadores de solventes
pH metro
Balanza Analitica
Cromatografo compuesto por:

o 2 -Bombas Perkin Elmer Series 200

o Autosampler Perkin EImer Series 200

o Horno calefactor Perkin Elmer Series 200
Spectrometro de masas API 4000, Apliedd Biosystem
Columna Analitica Symmetry Waters C18, 2.1x150mm.
Refrigerador entre 2 y 8°C y Congelador
Filtros Millex de: 13 mm x 0,22 um y Whatman
Sonicador
Sistema secado nitrégeno gas (8 vias)
Balanzas analiticas
Balanzas pesaje de muestras

Reactivos vy soluciones utilizadas para la extraccion y andlisis

Acido citrico monohidrato Grado P.A. (Merck o similar)
Cloruro de sodio NaCl Grado P.A. (Merck o similar)
Hidréxido de sodio NaOH Grado P.A. (Merck o similar)
Agua Grado HPLC (Fisher, Merck o similar)

Acido acético Grado HPLC (Merck o similar)
Acetonitrilo Grado HPLC (Fisher, Merck o similar)
Dietilenglicol Grado P.A. (Merck o similar)

Metanol Grado HPLC (Fisher, Merck o similar)
Diclorometano Grado HPLC (Merck, Fisher o similar)
Columna Aromatic Sulfonic (JT Baker o similar)
Acetona Grado P.A. (Merck, Fisher o similar)
Amoniaco Grado P.A. (Merck o similar)

Acetato de amonio Grado P.A. (Merck o similar)
Acido Acético Glacial Grado P.A. (Merck o similar)

Pagina 61 de 150



Informe Final Proyecto FIPA 2021-40

6.1.5.1

6.1.5.2

6.1.6

Soluciones de extraccion utilizadas en la metodologia analitica

Buffer Citrato: Para 500 mL pesar 5,9 g de Acido citrico monohidrato y 1,3 g de cloruro de sodio,
disolver en 400 mL de agua, ajustar el pH a 4,0 + 0,1 utilizando hidréxido de sodio muy diluido,
completar el volumen con agua a 500 mL.

Acido acético 6 % en acetonitrilo: Para 250 mL, agregar a 235 mL de acetonitrilo y 15 mL de acido
acético glacial, y agitar.

Amoniaco al 6 % en Acetonitrilo: Para 250 mL, agregar a 235 mL de acetonitrilo y 15 mL de
amoniaco concentrado, y agitar.

Dietilenglicol en metanol: Diluir 1 mL de dietilenglicol en 9 mL de metanol.
Fase mavil utilizada en mddulos HPLC

Fase A: 20 mM de acetato de amonio pH=4,5 + 0,2. En una botella de 500 mL agregar 770 mg de
acetato de amonio, y disolver con 500 mL de agua. Se debe ajustar el pH = 4.5 + 0.2 con &acido
acético glacial, y finalmente agitar vy filtrar.

Fase B: Acetonitrilo grado HPLC.

Estandares analiticos certificados

Leuco Verde Malaquita (Sigma o similar) Pureza segun certificado.

Verde Malaquita (Aldrich o similar) Pureza segun certificado.

Violeta Basico 3 (Dr. Ehrenstorfer o similar) Pureza segun certificado.
Leuco Cristal Violeta (Dr. Ehrenstorfer o similar) Pureza segun certificado.

LVM D5 (Sigma-Aldrich o similar) Pureza segun certificado.

Cada uno de los estandares analiticos sefialados, fueron preparados a 10.000 mg/Kg, con el fin de ser

utilizados en las curvas de calibracion en matriz fortificada y en controles internos asociados a la
metodologia analitica.
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6.1.7 Procedimiento de extraccion®

Procedimiento:

1. Pesar 5 + 0,5 g de la matriz (alimento para peces, harinas, o hemoglobina) en un tubo de
polipropileno de 50 mL (tipo Falcon).

2. Agregar 10 mL de buffer citrato y 10 mL de acetonitrilo, disgregar matriz.

3. Agitar con vortex 3 minutos, sonicar 5 minutos, agitar nuevamente 3 minutos con vortex.
4. Centrifugar 5 minutos a 4500 rpm.

5. Transferir sobrenadante a otro tubo Falcon de 50 mL.

6. Agregar 8 mL de diclorometano, y una punta de espatula de cloruro de Sodio (NaCl).

7. Agitar con vortex 5 minutos.

8. Centrifugar 5 minutos a 4000 rpm.

9. Extraer la fase inferior (diclorometano), y transferirla a otro tubo de 50 mL.

10. Agregar 5 mL de diclorometano.

11. Agitar con vortex 5 minutos.

12. Centrifugar 5 minutos a 4500 rpm.

13. Extraer la fase inferior (diclorometano), y juntarlo con el extracto anterior.

14. Secar los extractos colectados (Diclorometano) con suave flujo de Nitréogeno entre 40 y 50°C.

15. Reconstituir con 5 mL de Acido acético 5% en acetonitrilo, agitar 5 minutos y centrifugar 3 minutos
a 5000 rpm.

16. Acondicionar columnas SPE Sulfénica Aromdtica acida con: 5 mL de Acido acético 5 % en
acetonitrilo.

17. Pasar la muestra por la columna.
18. Lavar con 2,5 mL de acetona, 5 mL de metanol y 5 mL de acetonitrilo.

19. Eluir con 8 mL de amoniaco al 5 % en Acetonitrilo, sobre un tubo que contenga 100 pL de
dietilenglicol al 10 % metanol.

3 Antes de realizar el proceso de extraccion, se debe evitar el uso de lapices, plumones, destacadores, o cualquier elemento que
contenga uso de tintas de cualquier tipo. Se debe utilizar solo lapiz grafito/mina para la totalidad de registros y anotaciones.
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20. Secar con suave flujo de Nitrogeno entre 40 y 50°C.
21. Reconstituir con 200 uL de fase movil, agitar 3 minutos y centrifugar 30 minutos a 2000 rpm.

22. Pasar a través de filtros Millex 0.22 um a un vial de inyeccién para LC-MS-MS.

6.1.8 Configuracidn de pardmetros de anlisis instrumental HPLC-MS/MS 3q

6.1.8.1 Deteccion por espectrometria de masas

Todas las transiciones referidas a las moléculas de interés se determinaron por modo de ionizacién
positivo. Las masas de los iones precursores, iones productos, y los parametros de la fuente de ionizacion
para la selecciéon de masas se detallan en la Tabla 19. Por su parte, los parametros utilizados para la
ionizacion de cada analito se detallan en Tabla 20.

Tabla 19. Parametros eléctricos de fuente de ionizacion para seleccion de masas.

ID Qi(pa) | Q3(pa) (:::Z) DP (volts) | EP (volts) | CE (volts) | CXP (volts)
VM 1 329.4 313.2 450 121 10 47 8
VM 2 329.4 208.1 450 121 10 47 12
LVM 1 331.4 239.3 450 40 8 40 14
LVM 2 331.4 316.2 450 40 8 30 20
cvi1 372.5 356.3 450 121 10 53 16
Ccv2 372.5 340.3 450 121 10 69 10
LCV 1 374.5 358.3 450 50 10 35 20
LCV 2 374.5 239.3 450 50 10 35 15
LVM-D5 336.2 239.2 450 91 10 39 12

Tabla 20. Parametros de ionizacion de fuente.

Parametros de la fuente
CUR 15
CAD 8
IS 5500
TEM 400
GS1 60
GS2 40
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6.1.8.2 Condiciones cromatogrdficas y de bomba HPLC

- Columna Analitica Symmetry C18 3,5 um 2,1 x 150 mm Waters.
- Temperatura del calefactor de columna: 30°C + 1°C.

- Flujo: Programa gradiente (detallados en Tabla 21).

- Volumen Inyeccion: 20ulL.

Tabla 21. Gradiente de flujos utilizada para separacion cromatogrdfica

Tiempo Flujo (ml/min) A% B%
0 200 40 60
3 200 40 60
4 200 10 90
10 200 10 90
11 400 40 60
14 400 40 60
22 200 40 60

6.1.9 Criterios de confirmacidn analitica

Los resultados seran expresados en ng/g (ppb).
Los criterios de confirmacion los analitos detectados por LC-MS/MS son los siguientes:

a) Tiempo de Retencién del analito: El tiempo de retencion del analito detectado en una muestra no
debe superar en un * 2,5% del tiempo de retencidn del control fortificado.

b) Tiempo de Retencidn Relativo: El cociente entre el tiempo de retencion del analito y el Tiempo de
retencion del estandar interno, no debe superar un + 2,5% entre una muestra positive y el control.

c) Ratio: Primero se calcula el cociente entre la transicion minoritaria y la transicién mayoritaria,
expresada en A veces.

) Area transicién minoritaria
Ratio = - — —
Area transicién mayoritaria

Una vez obtenido el ratio, este se multiplica por 100 para ser expresado como Intensidad Relativa:

Intensidad Relativa = Ratio * 100%
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Obtenida la Intensidad relativa, tanto para las muestras detectadas como para los controles, la Intensidad
relativa del control se compara con la siguiente tabla de Intensidades relativas.

Tabla 22. Tolerancia maxima establecida para intensidad relativa de fragmentacion.

Intensidad relativa (% del pico de base) Tolerancia maxima permitida
>50% +/-20%
>20%-50% +/- 25%
>10%-20% +/-30%
<10% +/-50%

A cada intensidad relativa le corresponde una tolerancia. Tal tolerancia se aplica entonces al ratio del
control, quedando:

Ratio control + Tolerancia

Luego, se compara si el ratio obtenido para una muestra positiva cae dentro del intervalo de ratio de los
controles. Cabe destacar que el ratio es siempre menor o igual a 1.

d) Senal Ruido: Debe ser igual o mayor a 3 en la transicion minoritaria de una muestra considerada
positiva.

Luego, una muestra es considerada positiva si cumple con los 4 criterios de confirmacion en forma
simultanea.

6.1.10 Pardmetros de validacién obtenido mediante HPLC-MS/MS 3Q para las diferentes matrices de
estudio

La totalidad de los parametros fueron obtenidos en un cromatégrafo ABSciex, modelo TQ 5500.

6.2 Resultados

6.2.1 Método validado: Método Analitico mediante HPLC-MS/MS 3Q para las diferentes matrices de
estudio.

Los resultados obtenidos para cada parametro de validacidn evaluado segliin matriz de estudio se detallan
en la Tabla 23, Tabla 24 y Tabla 25. Todos los parametros analiticos evaluados cumplieron los requisitos
normativos y analiticos para la confirmacién y cuantificacion de total las moléculas evaluadas. Las planillas
de validacion en alimento para peces se encuentran en Anexo 5y la ampliacion metodoldgica para harinas
de origen animal y hemoglobina en Anexo 6.
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Se establecid un limite de deteccidn para todas las matrices de 0,1 ug/kg. El detalle de los resultados para
los otros pardmetros se muestra en las tablas a continuacidon (Tabla 23, 24 y 25). En la Figura 8 se observan
cromatogramas representativos de la inyeccion de estandar interno de muestras blanco (libre de residuos
de colorantes), en donde no se observan interferentes en los tiempos de retencidn especificos de cada

analito.

Tabla 23. Parametros analiticos obtenidos para alimento para Peces.

Parametro

Observacion

Tiempo de Retencion

VM: 5,39 min. LVM: 12,95 min. CV: 9,01 min. LCV:
13,05 min. LVM D4: 12,847 min.

Especificidad

No se presentan interferentes en los tiempos de
retencién de los analitos, por lo tanto, se cumple
con el criterio de especificidad.

Limite de Deteccidn

0.1 pg/Kg

Limite de Cuantificacion

0.11 ug/Kg

Linealidad de curvas de calibrado en matriz

Coeficiente de variacién de las pendientes es
inferior al 25% y el coeficiente de determinacidn es
de 0,99.

Recuperacién

VM: 89,57% LVM: 79,55% CV: 89,96% LCV: 80,59%.

Precisidon

Se cumple en cada uno de los analitos los criterios
de repetitividad y reproducibilidad evaluadas en la
precision.

Repetitividad (CV%)

VM: 3,94% LVM: 3,1% CV: 2,2% LCV: 3,3%

Repetitividad (CV%)

VM: 8.7% LVM: 11 % CV: 15,7% LCV: 11,7%

Robustez

Se comprueba la robustez del método a través de
la prueba de Youden. Se seleccionan los factores de
centrifugacién y agitacién por ser los factores que
mas influyen.

Incertidumbre

Se cumple con los criterios de incertidumbre en
cada uno de los puntos de concentracién
evaluados.

Tabla 24. Parametros analiticos obtenidos para Harinas de Origen animal.

Parametro

Observacion

Tiempo de Retencion

VM: 5,39 min. LVM: 12,95 min. CV: 9,01 min. LCV:
13,05 min. LVM D4: 12,847 min.

Especificidad

No se presentan interferentes en los tiempos de
retencién de los analitos, por lo tanto, se cumple
con el criterio de especificidad.

Pagina 67 de 150




Informe Final Proyecto FIPA 2021-40

Parametro Observacion
Limite de Deteccion 0.1 pg/Kg
Limite de Cuantificacidon 0.11 ug/Kg
Coeficiente de variacién de las pendientes es
Linealidad de curvas de calibrado en matriz inferior al 25% y el coeficiente de determinacidn es
de 0,99.

Tabla 25. Parametros analiticos obtenidos para Hemoglobina.

Parametro Observacion

VM: 5,39 min. LVM: 12,95 min. CV: 9,01 min. LCV:

Tiempo de Retencion 13,05 min. LVM D4: 12,847 min.

No se presentan interferentes en los tiempos de
Especificidad retencién de los analitos, por lo tanto, se cumple
con el criterio de especificidad.

Limite de Deteccion 0.1 pg/Kg
Limite de Cuantificacidon 0.11 ug/Kg
Coeficiente de variacién de las pendientes es
Linealidad de curvas de calibrado en matriz inferior al 25% y el coeficiente de determinacion es
de 0,99.
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Figura 8. (a.1.) cromatograma de VM (329.4/313.2) representativo de inyeccion de estdndar certificado; (a.2.)
cromatograma de muestra blanco de alimento para salmon (libre de residuo); (b.1.) cromatograma de LVM
(331.4/239.3) representativo de inyeccién de estdndar certificado; (b.2.) cromatograma de muestra blanco de
alimento para salmon (libre de residuo); (c.1.) cromatograma de CV (372.5/356.3) representativo de inyeccién de
estdndar certificado; (c.2.) cromatograma de muestra blanco de alimento para salmoén (libre de residuo); (d.1.)
cromatograma de LCV (374.6/358.3) representativo de inyeccién de estdndar certificado; (d.2.) cromatograma de
muestra blanco de alimento para salmén (libre de residuo).
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6.2.2 Andlisis de las muestras para la busqueda activa de los colorantes mencionados obtenidas desde
las plantas de piensos.

Con la finalidad de realizar el levantamiento de informacidon sobre la presencia de sustancias prohibidas,
Verde Malaquita (VM); Leuco Verde Malaquita (LVM); Cristal Violeta (CV); Leuco Cristal Violeta (LCV), en
el alimento para peces, se analizaron los productos criticos, correspondientes a la dieta final de salmdnidos
y a harinas de subproductos de origen animal que fueron utilizadas como ingredientes para la fabricacién
de las respectivas dietas finales muestreadas.

Especificamente, las matrices muestreadas fueron: alimento completo (dieta final para salménidos),
harina de cerdo, harina de hemoglobina, harina de plumas y harina de visceras. Todas las muestras fueron
analizadas mediante el método analitico previamente validado, para el cual se determind un limite de
deteccion de 0,1 ng/gr.

En una primera etapa se realizd un screening para determinar la presencia de los contaminantes y rango
de trabajo para la construccidn de curvas de calibracidn, con la finalidad de evitar extrapolaciones durante
la cuantificacion. Para este fin, se analizaron muestras de forma preliminar, lo cual también permitio
verificar la performance de la metodologia en matrices incurridas (muestras de terreno), debido a que
durante el proceso de validacidn solo se realiza el analisis de muestras fortificadas, es decir muestras a las
cuales se les adicionan las moléculas de interés en concentraciones conocidas. Esta primera aproximacion
fue fundamental para el anadlisis de la totalidad de las muestras.

Posterior al screening, 59 muestras fueron analizadas mediante un método cuantitativo confirmatorio,
utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas de triple cuadrupolo (HPLC-MS/MS),
tecnologia ideal para la deteccién simultdnea de diferentes compuestos y que entrega una gran
confiabilidad en la identificacidn gracias a la determinacion de las masas y tiempos de retencién de cada
uno de los compuestos. En la Tabla 26 se observan los resultados obtenidos para cada una de las muestras
analizadas y en la Figura 9 se grafican los porcentajes de positividad a cada uno de los contaminantes.

Tabla 26. Resultados de andlisis para la identificacion de contaminantes en alimento completo e ingredientes.

N2 Identificacion Tipo de muestra D ND | Analitos detectados
1 E073-6488 Harina de plumas X

2 E073-888 Harina de hidrolizado de proteinas X cv

3 E073-6585 Harina de plumas X cv

4 E076-1001 Harina de visceras X

5 E074-6563 Harina de plumas X

6 E074-663 harina de sangre X cv

7 E074-886 Harina hidrolizada de proteinas X

8 E074-661 harina de sangre X LVM

9 E074-70303 Alimento completo X cv
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Ne Identificacion Tipo de muestra ND | Analitos detectados
10 E074-6557 Harina de plumas X

11 E075-0102 Harina de plumas X

12 E066-7023 Harina de cerdo X

13 E066-6956 Harina de hemoglobina de cerdo X

14 E066-0301 Alimento completo LVM
15 E067-6956 Harina de hemoglobina X

16 E067-7023 Concentrado proteico aviar X

17 E067-0302 Alimento completo cv
18 E068-100 Harina de hidrolizado proteico aviar X

19 E068-0406 Alimento completo X

20 E069-8679 Alimento completo LVM-LCV
21 E070-8680 Alimento completo LVM
22 E071-3094 Alimento completo Lcv
23 E072-3129 Alimento completo X

24 E073-0302 Alimento completo X

25 E077-0109 harina de hemoglobina de cerdo cv
26 E078-6001 harina de plumas X

27 E079-1004 harina de visceras X

28 E080-0102 harina de visceras cv
29 E081-8001 harina de hemoglobina X

30 E082-310 harina de hemoglobina de cerdo X

31 E083-2024 harina de visceras de cerdo X

32 E084-8834 harina de plumas X

33 E085-2601 harina de hemoglobina X

34 E085-5410 harina de hemoglobina X

35 E085-310 harina de hemoglobina de cerdo X

36 E085-276 harina de hemoglobina X

37 E086-414 harina de cerdo cv
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Ne Identificacion Tipo de muestra ND | Analitos detectados
38 E086-1018 harina de cerdo X

39 E086-100(A) Alimento completo X

40 E086-2024 harina de cerdo X

41 E087-1292 harina de plumas X

42 E087-0203 harina de plumas Lcv
43 E087-8834 harina de plumas X

44 E087-1293 harina de plumas X

45 E087-3937 harina de plumas X

46 E087-1651 harina de plumas VM
47 E087-6650 harina de plumas X

48 3036-1 harina de visceras CV-LCV
49 3035-2 harina de visceras cv
50 3700-3 harina de plumas X

51 3701-4 harina de plumas X

52 3037-5 harina de visceras LVM
53 5172-6 Harina de visceras de ave X

54 6265-7 harina de cerdo X

55 5137-8 Harina de plumas hidrolizada Lcv
56 6309-9 harina de cerdo cv
57 7747-10 Alimento completo X

58 7797-11 Alimento completo cv
59 70a-12 Alimento completo cv
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Muestras positivas a contaminantes no
autorizados

CV: Cristal violeta

LCV: Leuco cristal violeta

Libre de contaminantes )
: LVM: Leuco verde malaquita

Figura 9. Porcentajes de muestras positivas a los contaminantes Cristal Violeta, Leuco Cristal Violeta, Verde
Malaquita y Leuco Cristal Malaquita respecto a las 59 muestras.

Para asegurar la validez de los resultados de los ensayos, se utilizaron estandares certificados tanto para
la evaluacion como para la preparacién de los controles de calidad (controles positivos y curvas de
calibracién para cuantificacién de resultados), los cuales se realizaron junto con los items de ensayo
programados en el mismo dia de trabajo. Esto permitié verificar que los procesos de extraccion de las
metodologias analiticas se hayan realizado correctamente. Los controles positivos y curvas de calibracion
corresponden a muestras fortificadas a concentraciones conocidas y a diferentes niveles. Ademas, se
realiza la calibracion y comprobacion funcional de equipos instrumentales utilizados para el proceso de
extraccién y la identificacidén de los analitos de interés.

La confirmacidn de los analitos de interés se realizé utilizando como criterio dos fragmentos caracteristicos
por cada analito estudiado, la razén entre el fragmento menos abundante/fragmento mas abundante, el
tiempo de retencidn, el tiempo de retencidn relativo y la relacion sefial-ruido. Los criterios especificos para
la aceptacién de los resultados se especifican en la Tabla 27.

Tabla 27. Resumen de los criterios de confirmacion de muestras en ensayo.

Criterio especifico Descripcion Valor

El tiempo de retencion del ion de

transicién mayoritaria del item de

ensayo respecto al tiempo de los
controles positivos

Tiempo de Retencién del analito Variabilidad maxima det 2,5 %.
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Criterio especifico

Descripcion

Valor

Tiempo de Retencion Relativo

Relacién entre el analito y estandar
interno en cada item de ensayo.

Variabilidad maxima en totalidad
de batch £ 2,5 %.

Ratio (Razon entre fragmentos)

Relacién entre el drea del ion de
transiciéon minoritaria y el drea del
ion de transicién mayoritaria

Ratio de una muestra positiva la
que debe estar dentro del intervalo
de ratio de los controles. Tolerancia
maxima permitida entregada por la

intensidad relativa de la molécula.

Intensidad relativa

(% del pico de base) / Tolerancia
maxima permitida:

IR % Ratio multiplicado por 100 >50% > +/-20%
>20%-50% > +/-25%
>10%-20% > +/-30%
<10% > +/-50%

Sefal Ruido Relacién sefial ruido para el ion de 5301

transicion minoritaria

Evaluacion de los resultados de laboratorio obtenidos sobre residuos de sustancias no autorizadas
en los piensos.

6.2.3

La presencia de los contaminantes LVM, CV y LCV se detectaron tanto en dieta final como en los
ingredientes. Por su parte, solo una muestra correspondiente a harina de plumas fue positiva a la presencia
de VM en niveles menores al limite de deteccién (0,1 ug/kg). Las muestras analizadas y determinadas como
positivas dieron cumplimiento a los criterios de confirmacidn, en donde se observd para las muestras
positivas una relacidn ion ratio menor al establecido de acuerdo con los controles positivos y un ratio para
el tiempo de retencién no mayor al 2.5%. Se determind que, de un total de 59 muestras testeadas, 22
dieron positivas a la presencia de los diferentes contaminantes. De las muestras positivas, 8
correspondieron a alimento completo y 14 a ingredientes. Las concentraciones detectadas y cuantificadas
para cada una de las muestras positivas se detallan en la Tabla 28.

Tabla 28. Concentraciones de contaminantes VM, LVM, CV y LCV en muestras de dieta final e ingredientes positivos.

ID Muestra Alimento completo Positivo Analitos detectados Concentracion
E073-888 Harina de hidrolizado de proteinas cv CV:<LD
E073-6585 Harina de plumas cv CV:<LD
E074-663 Harina de sangre cv CV:<LD
E074-661 Harina de sangre LVM LVM: <LD

E074-70303 Alimento completo cv CV:<LD
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ID Muestra Alimento completo Positivo Analitos detectados Concentracion
E066-0301 Alimento completo LVM LVM: 0,102 pg/kg
E067-0302 Alimento completo cv CV:<LD
E069-8679 Alimento completo LVM / LCV LVM 0,151 pg/kg / LCV: <LD
E070-8680 Alimento completo LVM LVM: 0,175 pg/kg
E071-3094 Alimento completo Lcv <LD
E077-0109 Harina de hemoglobina de cerdo cv CV:<LD
E080-0102 Harina de visceras cv CV:<LD
E086-414 Harina de cerdo cv CV:<LD
E087-0203 Harina de plumas LCcv LCV: 0,111 pg/kg
E087-1651 Harina de plumas VM <LD
3036-1 Harina de visceras LCV -CV LCV: 0,111 pg/kg / CV: <LD
3035-2 Harina de visceras cv CV:<LD
3037-5 Harina de visceras LVM LVM:<LD
5137-8 Harina de plumas hidrolizada Lcv LCV: 0,248 pg/kg
6309-9 Harina de cerdo cv CV:<LD
7797-11 Alimento completo cv CV:<LD
70a-12 Alimento completo cv CV:<LD

LD: 0,1 pg/Kg.

Las muestras correspondientes al alimento completo presentaron niveles de los contaminantes por debajo
del limite de deteccion establecido para la metodologia analitica, y se observd que 3 muestras se
encontraron cercanas al nivel del LD, cuantificando 0,102 a 0,175 pg/kg segun la curva de calibracion
utilizada.

Por su parte, los ingredientes positivos a la presencia de colorante presentaron concentraciones por
debajo o al nivel del LD y solo una muestra correspondiente a harina de plumas hidrolizada presenté un
nivel de 0,248 pg/kg de LCV.

En la Tabla 29 se observa la relacidn entre las muestras de alimento completo positivas y los respectivos
ingredientes utilizados para su fabricacién. Se observd que algunos de los alimentos positivos a ciertos
contaminantes presentaron ingredientes positivos a la presencia de esos contaminantes, lo que indicaria
qgue el ingrediente es un factor de riesgo para la contaminacion y transferencia de contaminantes no
autorizados en el alimento para peces.
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Tabla 29. Muestras de alimento completo positivas a contaminantes y sus respectivos ingredientes positivos a la
presencia de contaminante.

D Alimento completo Analitos D Ingrediente Analitos
Positivo detectados & detectados
E074-663 Harina de sangre cv
E074-70303 Alimento completo cv
E074-661 Harina de sangre LVM
3036-1 Harina de visceras LCV/cv
E069-8679 Alimento completo LVM / LCV 3035-2 Harina de visceras cv
3037-5 Harina de visceras LVM
3036-1 Harina de visceras LCV -CcV
E070-8680 Alimento completo LVM 3035-2 Harina de visceras cv
3037-5 Harina de visceras LVM
; LCV
E071-3094 | Alimento completo LV 5137-8 Harina de plumas
hidrolizada
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En la Figura 10, se observan cromatogramas obtenidos a partir de la inyeccidon de estandar certificado y
muestras positivas a los contaminantes.
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Figura 10. (a.1.) cromatograma de VM (329.4/313.2) representativo de inyeccion de estdndar certificado; (a.2.)
cromatograma de VM (329.4/313.2) detectado en muestra ID E087-1651; (b.1.) cromatograma de LVM
(331.4/239.3) representativo de inyeccién de estdndar certificado; (b.2.) cromatograma de LVM (331.4/239.3)
detectado en muestra ID E069-8679; (c.1.) cromatograma de CV (372.5/356.3) representativo de inyeccion de
estdndar certificado; (c.2.) cromatograma de CV (372.5/356.3) detectado en muestra ID E073-888; (d.1.)
cromatograma de LCV (374.6/358.3) representativo de inyeccion de estdndar certificado; (d.2.) cromatograma de
LCV (374.6/358.3) detectado en muestra ID E069-8679.

6.3 Conclusiones parciales Objetivo Especifico 3

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de la validaciéon de la metodologia analitica, bajo los
estandares y recomendaciones de guias internacionales, permite concluir que el método implementado y
validado es preciso y confiable para la determinacidn de los contaminantes: Cristal Violeta, Leuco Cristal
Violeta, Verde Malaquita y Leuco Verde Malaquita en las matrices de alimento para salmdnidos y en
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harinas de subproductos. Por lo que el método cumplen con los requerimientos necesarios para dar validez
a los resultados obtenidos durante el ensayo de muestras de estas matrices a partir de las diferentes
plantas productoras de piensos para salmdnidos. En cuanto al analisis de los ensayos de las 59 muestras
de alimento y subproductos, fue posible detectar la presencia de todos los contaminantes, los cuales
fueron pesquisados y confirmados tanto en dieta final como en los ingredientes muestreados. Se
determind que, de un total de 59 muestras testeadas, 22 dieron positivas a la presencia de los diferentes
contaminantes. De las muestras positivas, 8 correspondieron a alimento completo y 14 a ingredientes.

Se observd que algunos de los alimentos positivos a ciertos contaminantes presentaron ingredientes
positivos a la presencia de esos contaminantes, lo que indicaria que el ingrediente es un factor de riesgo
para la contaminacion y transferencia de contaminantes no autorizados en el alimento para peces.
Respecto a las plantas muestreadas, todas estas, presentaron positividad en alguno de sus productos ya
sea el ingrediente utilizado para la fabricacion del pienso o la dieta final.
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7 CONCLUSIONES

a. Los hallazgos muestran que es posible detectar niveles de estos contaminantes en los ingredientes
de origen animal y en piensos completos destinados a la alimentacidn de peces en etapa final por
sobre el limite de deteccidn de la técnica. Por lo que, las harinas de origen animal se podrian
considerar como una posible ruta de ingreso de CV y VM a la cadena productiva.

b. Los ingredientes identificados como de alto riesgo durante la evaluacién se utilizan durante todo
el proceso productivo de los salmédnidos, por lo que la presencia de contaminantes en éstos se
traduce en la posibilidad de estar administrando CV y VM a los salménidos en cualquier etapa de
produccién o incluso la administracién continua durante todo el proceso. Si bien concentraciones
bajas constantes (1 ng/g) de los contaminantes en los ingredientes no alcanzarian concentraciones
detectables en producto final, concentraciones altas esporadicas o continuas de estos
contaminantes en piensos (20 ng/g) si pueden generar una alerta de éstos en el producto final.

c. Todas las muestras analizadas que presentaron resultados sobre el limite de deteccidon utilizado
en el estudio corresponden a las variantes metabolizadas de los compuestos analizados (LVM y
LCV). Estos compuestos se generan a través de una reaccion de reduccién de los compuestos VM
y CV. Esta reaccidn puede ocurrir ya sea mediante un proceso enzimatico dentro de un organismo
(metabolizacidn) o bien a través exposicion a luz ultravioleta por tiempos prolongados. De acuerdo
a esto, lo mas probable es que la fuente de contaminacion se encuentre en el origen de las
materias primas y no ocurra durante el proceso de elaboracién ni almacenamiento de estas para
la produccion de piensos de salmdnidos al no existir durante este proceso fuentes de luz UV o
procesado de animales vivos que permitan la reaccion quimica de reduccion para generar LVM y
LCV.

d. Si bien, gran parte de los contaminantes evaluados son excretados por los salménidos de ser
consumidos via oral, existe un porcentaje que es metabolizado en higado y almacenado en tejido
muscular y grasas. Esto implica que puede existir una acumulacién de los metabolitos en estos
tejidos, si la dieta proporcionada a los animales es constante en su contaminacién o muy alta en
una situacion esporadica. De acuerdo al modelo matematico publicado por Berntssen et al., 2018,
concentraciones de 1,4 ng/g de contaminantes, consumidos de modo constante durante el
proceso productivo, es suficiente para generar una alerta de CV luego de 12 meses de
administracidn, incluyendo adicionalmente una alerta de VM en equipos con una Ca menor al
utilizado en dicho estudio (0,15 ng/g). Dietas con concentraciones de contaminantes mayores a
1,4 ng/g alcanzaran los niveles de deteccién en tiempos proporcionalmente menores de
administracion.

e. Enlalegislacidn actual, las acciones aplicadas para evitar la contaminacion del producto final con
sustancias quimicas peligrosas como lo son VM, CV y sus derivados metabolizados se realizan
Unicamente en los animales en engorda (muestreo pre-cosecha). Lo cual resulta, a la luz de los
resultados obtenidos insuficiente para garantiza la ausencia de los contaminantes en el producto
final.

f. Todas las legislaciones extranjeras evaluadas coinciden en que debe evitarse la presencia de
contaminantes en productos de consumo como salmones, debido a que estan catalogados como
posiblemente cancerigenos y peligrosos para la salud animal y humana, por lo que.
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8 RECOMENDACIONES

8.1 Medidas de Control

8.1.1

8.1.2

Medidas auto control de |a Industria del salmon

Es deseable la implementacién o el fortalecimiento de los sistemas de autocontrol en los
establecimientos importadores o comercializadores de materias primas o insumos y de los
establecimientos de fabricacién de piensos para salmones. Estos sistemas deben considerar el
analisis de peligros y puntos criticos de control, especificos para contaminantes quimicos (CV, VM,
LCV y LVM).

Se debiera incorporar en la normativa la obligatoriedad de informar a SERNAPESCA de manera
oportunay rutinaria, de los hallazgos en materias primas, por parte de los elaboradores de piensos
para salmones y de las medidas adoptadas por ellos para reducir el riesgo, en caso de detectar
presencia de colorantes quimicos.

En el caso de identificar materias primas positivas a los contaminantes evaluados en el presente
informe, asi como otros posibles riesgos, se deben establecer protocolos de eliminacion de dicha
materia prima o mitigacion del riesgo en caso de ser posible. Estos protocolos deben ser
controlados por SERNAPESCA con el fin de que dichas materias primas no puedan ser reingresadas
al mismo u otro mercado.

El Programa Integral de Vigilancia de Dioxinas, Furanos y PCB’s, fue creado por la industria de las
carnes blancas el afio 2008, en colaboracidn con el SAG, para dar cumplimiento a las normativas
nacionales e internacionales en esta materia y satisfacer las necesidades y exigencias de los
consumidores. Este programa puedes servir de referencia para la creacion de un homélogo en la
industria del salmén.

Medidas de control para la Autoridad

Los resultados obtenidos en las matrices seleccionadas permiten considerar que seria factible y
positivo delegar a SERNAPESCA las facultades para verificar el cumplimiento de las obligaciones y
requisitos establecidos en el Reglamento de Alimentos para Animales del SAG, en lo concerniente
a la produccién e importacion de piensos para salmones.

Durante la transicidon del eventual proceso de delegacidn, se debiera armonizar el sistema de
control de contaminantes quimicos (colorantes) entre el SAG y SERNAPESCA. Para ello es necesario
establecer el conjunto de criterios a los que el proceso productivo de los salmones debe ajustarse
para que se considere aceptable para su consumo.

Se deben tomar medidas para fortalecer el control que realiza actualmente el SAG y SERNAPESCA
en los establecimientos elaboradores de piensos para salmones, conforme al nivel de riesgo
identificado en base a diferentes parametros como: el origen de la materia prima, el tipo de
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8.1.3

materia prima, los procesos utilizados en la elaboracién de los piensos y los puntos criticos de
control utilizados.

La normativa debe prohibir el uso de materias primas e insumos con niveles detectables de
colorantes quimicos (CV, VM, LCV y LVM) para la formulacidon y fabricacién de los piensos
destinados a salmones. Se debe evitar que las plantas de fabricacidn de piensos mezclen materias
primas e insumos con niveles detectables de colorantes y que, por dilucidn, esto no sean
detectables en los productos finales.

Medidas de control Establecimientos Elaboradores

La normativa debe indicar de manera explicita y precisa como los establecimientos que elaboran,
fabrican o importan piensos o ingredientes destinados a la alimentacion de salmones, garantizan
que el riesgo de contaminacién con CV y VM es minimo.

Para la autorizacién de importacién de un ingrediente de origen animal (harina de sangre, harina
de plumas, harina de cerdo o harina de visceras de aves) utilizado en alimentacién de salmones,
se debe requerir que el programa de autocontrol del establecimiento considere analisis de peligros
y puntos criticos de control, especificos para contaminantes quimicos como CV y VM.

Los establecimientos elaboradores de piensos para salmones deben solicitar al proveedor de
materias primas, las evidencias que demuestren que el producto ha sido procesado de
conformidad con la regulacién, esta considerado en el plan de HACCP y que el proveedor ha
abordado el peligro de los colorantes.

Mantener un sistema de reportes de los resultados obtenidos en el programa de control y
monitoreo, para que las empresas de produccién de salmones examinen a los proveedores de
piensos o materia prima, de acuerdo al nivel de hallazgos que presentan.

8.2 Medidas de Monitoreo

Establecer un monitoreo rutinario en los establecimientos de elaboraciéon de piensos para
salmones, realizando muestreos de CV y VM en los productos terminados que utilizan insumos de
origen animal. Este tipo de monitoreo permite tomar las medidas de prevencién y gestionar un
historial de los establecimientos.

Establecer un sistema de muestreo de CV y VM basado en riesgos, de los insumos de origen animal
utilizados en la elaboracién de piensos para salmones (harina de sangre, harina de plumas, harina
de cerdo o harina de visceras de aves), para la deteccidn oportuna de estos peligros y asi enfrentar
de forma apropiada los factores que inciden en el riesgo de presencia de dichos contaminantes,
durante las distintas etapas de produccién de piensos para salmones.

Las empresas elaboradoras de piensos para salmones deben mantener registros que incluyan,
entre otros, los resultados de las pruebas de residuos de colorantes con probabilidad razonable
de estar presentes, registros de monitoreo HACCP reflejando el monitoreo del enfoque de riesgo
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de colorantes en la acuicultura, informes de las visitas del elaborador a los proveedores de materia
prima. Dichos registros podran ser requeridos por SERNAPESCA.

Establecer un sistema articulado entre los actores del sector publico y privado para fortalecer el
monitoreo y control de estos contaminantes en el piensos y materias primas
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10 ANEXOS

10.1 Anexo 1: Presentacién Contaminantes Taller de Expertos

y A ) o
CERES

® o o o 0
SOLUCIONES EN SANIDAD, INC DAD Y CALIDAD ALIMENTARIA

IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION
DE LOS PELIGROS:
Caracteristicas Quimicas

4000 mg/L 8 25°C, agws
10~ 50 g/L 8 27°C, pH 3.07, agus

IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION
DE LOS PELIGROS:
Caracteristicas Quimicas

B 6.4 x 107 mg/mi 2 25°C, agua
Muy soluble en benceno y éter etilico

30 mg /el en etilenglicol éter monometilico
4 mg/ml en etanal a 25'C

Verde Leuco Verde
Malaquita Malaquita
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IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION 2
DE LOS PELIGROS:

oo &9’7

Usos

Cristal Vicleta / Verde Malaquita Leuco Cristal Violeta / Leuco Verde Malaguita
Pigmento
Pigment Viclet 3y 27 (PV3 y PV27) Precursores de Cristal Violeta y Verde Malaquits
Pigment Geean 4 (PG4) E " st
L peclsd ¥ kcm?mmqéﬂco forense
Impresién Offsety flesografia Eraa
Funcién Farmacolégica Madicién de radiacién

IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION
DE LOS PELIGROS:

Ocurrencia Ambiental

No se generan de forma natural en el ambiente

Contaminacién ambiental procedente de deshechos industriales, municipales y uso cosmético (Tkaczyk et al., 2020).

Absorcién por suelos altos en carbdén orgdnico y arcillas

En agua es absorbido por sedimentos y sdlidos suspendidos.

Encontrados en muestras de sedimento y material particulado de varios rios de Alemania (Ricking et al., 2013).
Existen reportes de ambos compuestos en aguas de USA (Nelson & Hites, 1980) y China (Zhang et al,, 2012). Se han

encontrado ambos compuestos en diversas concentraciones en anguilas europeas en Alemania (Schuetze et al,, 2008;
Belpaire et al,, 2015)

ZONAS DE METABOLIZACION

Modelo Cinético de tres compartimientos

-

Entrada: ”:" Almacenamiento
*  Ingestion L Tejido graso
* Contacto con aguas l‘ f‘ Tejido muscular
contaminadas e !
Dady sote Cwarance
.0 Coreral \
—el A \_
Metabolizacién: | Eliminacién
Higado l « s CV y VM se eliminan
Bacterias Intestinales i completamente en
alrededor de 4 dias,
': LCV y LVM permanecen
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dAL(n)

dAgdn

PERMANENCIA EN MUSCULO:
PREDICCIONES

Caso 1: Concentraciones bajas en ingredientes.

Totmieng | a1 | o1 | asess| ous | oum | ooy | aue Limie establecido v v
v v

PERMANENCIA EN MUSCULO:
PREDICCIONES

Caso 2: Concentraciones medias en ingredientes.

| Comentracén Contaminame por St (N . [v
WS | N KO W0 X0 | K0 a0 H : Qj
e | wo | w0 2o X W | u e 1]
! { tr
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s 0045 Q2443 0045 | 00N 00117 o 4 ' "
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| TOTM (ke | 695 | 0417 | ey | A3 | G406 | A6 B4336 Umbe establecido v v
womeco | 0w ;i CCatéenica v v
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PERMANENCIA EN MUSCULO:

PREDICCIONES

Caso 3: Concentraciones altas en ingredientes.

Mpediemes  Oamiamme | oo 3o s W00 X0 N00 %0 3 /
e [ E 80 W00 200 300 w w o ‘, N
Facravecow . { L] |
P » 1 L e " os ° z y z /\
HaroaSangre » o oy DU o LE oM LR 1 /_/ .
/
arire Ve ~
- ° ° ° o il : ) ‘ V e
HarivadePiume o ° ° ° ° ° B e omiiom & . - e e .
Regecen ¢ o ° ° ° °
Harade
° ° ° ° ° °
e AR T N
Pescads |
TOM g | 2 | 2S¢ | oM | &9 | 224 | 1gm o2 Limize establecido v v
[—— 1 CCatécnica A v

® o 0 0 0
SOLUCIONES EN SANIDAD. INOCUIDAD Y CALIDAD ALIMENTARIA
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10.2 Anexo 2: Presentacion Resultados Preliminares Evaluacién de Riesgos Taller de
Expertos

2 ) t‘ﬂ g
CERES

SOLUCIONES EN SANIDAD, INOCUIDAD Y CALIDAD ALIMENTARIA

PROYECTO FIPA N°2021-40

Evaluacion de la cadena productiva del salmén para identificar potenciales fuentes y
factores de riesgo que puedan resultar en la presencia de sustancias no autorizadas
por el servicio

Noviembre 2022

METODOLOGIA m‘\) b"?

ceree

2’ a5 F 3 Probabilidad de
*Verde malaquita, Drobakiided do *Probabildedde | Presencia en sPonderaciin de las
crstal vicletay sus Events que la poblacsén de Producto Final probabidades de
forma recuckans animaleso ocurrencade
lewco verce *Probabilisad de feoductos ve veas ePvovatiidad de eventtos,
expuestosal encontrar exposKion,
crital viclets, cada uno delos peligro. conmaminantes en presescisen
Peiigros para cada los, 05 L
wna de lus vias de frales una ver que juntocon la
ingreso | los animales o evidencia existente.
Mentificadas. productos estén
Identrficacion de Probabilidsd de expuestos.
Peligros L Grpouicidn ) L

Se Sspone de datos sélidos y
AaTa completos; se aportan pruebas solidas
o de miltiples referencias.
Probabilidad Se dispone de algunos datos, pero no
MEDIA de todos, las pruebas se presentan en
\ un ndmero reducido de referenclas.
o Los dates disposibles 1on escasos o
inexistentes; las peuebas proceden de
BAIA informes no publicados o se basan en
ebsarvaciones o comunicaciones
MUY ALTA s Es casl saguro que ocurra. personales.
ALTA 4 Ocurre con mucha frecomncia.
MEDA 3 Ocurre con regulacidad. ﬂ
BaIA 2 E3 poco frecuente, peco se produce.
Evidencia
MUY BAIA 1 Nisy 1310, pero 50 se puede exchic
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VIAS DE INGRESO
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SCORE DE RIESGO LABORATORIO

CRITERIOS DF RESGO
- Candidata
ETAPAS RIESGO SCORE aToma
w, w5 presencia en ", Evidencia ",

evento expenicién final Muestza

Toma de muestra comengaCVALY 0 ALTA 4 MUY ALTA s MUY ALTA s MEDA 2 |4 -

VMAVM
comenga CVALCV ALTA 4 MUY ALTA s MUY ALTA 5 MEDA 2 |4 S
Procesamientoen |y vm
MUY BAA 1 MUY BAIA 1 MUY BAIA 1 BAA 1|1 NO

RESUMEN SCORE DE RIESGO

Candidato toma de muestra

1) Harina de sangre

Fabricacion de alimentos 2) Harina de plumas
3) Harina de cerdo
Agua dulce Alimento
Cadena productivade salmén
Agua de mar Alimento

Toma de muestra Etiquetado (tinta)

Laboratorio

Procesamiento Etiquetado (tinta)

SOLUCIONES EN SANIDAD. INOCUIDAD Y CALIDAD ALIMENTARIA

PROYECTO FIPA N°2021-40

Evaluacion de la cadena productiva del salmén para identificar potenciales fuentes y
factores de riesgo que puedan resultar en la presencia de sustancias no autorizadas
por el servicio

Noviembre 2022
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10.3 Anexo 3: Evidencias de la realizacion del Taller de Expertos
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10.4 Anexo 4: Sistema de control Unién Europea

Los paises de la Unién Europea (UE) deben implementar planes de seguimiento de residuos para
detectar el uso ilegal o indebido de medicamentos veterinarios autorizados en animales destinados
a la produccién de piensos e investigar los motivos de las infracciones de residuos.

En el mismo sentido los paises extracomunitarios que exporten a la UE deben implementar un plan
de control de residuos que garantice un nivel equivalente de inocuidad alimentaria.

En este contexto, la UE ha establecido directrices para la realizacion programas de vigilancia de
residuos y sustancias en animales vivos o productos generados del procesamiento de dichos
animales. En particular la Directiva 96/23/CE de la Unidn Europea, establece a las medidas de control
aplicables respecto de determinadas sustancias y sus residuos en los animales vivos y sus productos.

Dicha normativa establece la existencia de una coordinacién central para la realizacion de los planes
de vigilancia para la deteccién de residuos o sustancias, definiendo tareas especificas en esta
materia. En particular el articulo N° 4 sefiala que los Estados miembros confiardn a un servicio u
organismo publico central la tarea de coordinar la ejecucién de las detecciones del plan de vigilancia,
el cual estara encargado de las siguientes acciones:

a. Elaborar el plan previsto en el articulo 5, que permita a los servicios competentes efectuar
las detecciones previstas;

b. Coordinar las actividades de los servicios centrales y regionales encargados de la vigilancia
de los diversos residuos. Dicha coordinacién se extenderd a todos los servicios que
participen en la lucha contra la utilizacidon fraudulenta de sustancias o productos en la
ganaderia;

c. Reunir el conjunto de los datos necesarios para evaluar los medios aplicados y los resultados
obtenidos en la ejecucion de las medidas previstas en el presente capitulo;

d. Transmitir anualmente a la Comisidn, a mas tardar el 31 de marzo de cada afio, los datos y
resultados contemplados en la letra c), incluidos los resultados de las investigaciones
emprendidas.

El plan de vigilancia contiene las medidas que se deben implementar para la vigilancia de los
residuos, en especial:

a. Prever la deteccion de grupos de residuos o de sustancias segun el tipo de animal, de
conformidad con el Anexo Il;

b. Precisar, en particular, las medidas de deteccidn de la presencia:

a. delas sustancias a que se refiere la letra a) en los animales y en el agua de beber de
los animales, asi como en todos los lugares en que se crien o mantengan los
animales;

b. de residuos de las sustancias antes citadas en los animales vivos, sus excrementos
y liquidos bioldgicos, asi como en los tejidos y productos de origen animal, como la
carne, la leche, los huevos, la miel;

c. respetar las normas vy los niveles y frecuencias de muestreo definidos en los Anexos lll y IV.
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En relacién al tipo de sustancias que deben ser muestreadas, la normativa europea sefiala los grupos
de residuos o sustancias que deben detectarse segln el tipo de animales, sus piensos y agua de
beber y por tipos de productos animales de origen primario. En el caso de animales de piscicultura
deben muestrearse sustancias del grupo A (Sustancias con efecto anabolizante y sustancias no
autorizadas), tales como estilbenos, derivados de los estilbenos, sus sales y ésteres; esteroides y
sustancias farmacoldgicamente activas para las que no puede establecerse limite maximo alguno.
También deben muestrearse sustancias del grupo B (Medicamentos veterinarios® y contaminantes),
tales como sustancias antibacterianas, incluidas las sulfamidas, quinolonas; antihelminticos;
compuestos organoclorados, incluidos los PCB; elementos quimicos; micotoxinas y colorantes.

La Directiva de la UE, establece el nimero minimo de animales que deben someterse a muestreo y
la deteccidn de presencia de una o mas sustancias.

En el caso de productos de la acuicultura la normativa establece las siguientes condiciones de
muestreo.

Una muestra es uno o varios peces, segun la dimension del pez considerado y segun las exigencias
del método analitico.

Los Estados miembros deben respetar las siguientes frecuencias de muestreo minimo, dependiendo
de la produccién anual de peces de piscifactoria (expresada en toneladas).

El nimero minimo de muestras recogidas cada afio debe ser al menos igual al 1% de las toneladas
de la produccién anual. Las sustancias buscadas y las muestras seleccionadas para el analisis deben
seleccionarse segun la utilizacidn prevista de dichas sustancias.

Debe respetarse la siguiente division:

a. Grupo A: un tercio del total de las muestras. Todas las muestras deben tomarse en la
piscifactoria, sobre peces en todas las fases de la cria®, incluidos los peces preparados para
ser comercializados para el consumo.

b. Grupo B: dos tercios del total de las muestras. La toma de muestras debera efectuarse:

a. De preferencia en la piscifactoria, sobre peces preparados para ser puestos en el
mercado para el consumo;

b. En el establecimiento de transformacion o a nivel de la venta al por mayor, sobre
peces frescos, a condicion de que, en caso de resultados positivos, se pueda
remontar a la piscifactoria de origen de los peces («tracing back»).

En todos los casos, las muestras tomadas en la piscifactoria deben tomarse a partir de un minimo
del 10 % de los puntos de produccién registrados.

En el informe del afio 2020 sobre los resultados del seguimiento de residuos de medicamentos
veterinarios y otras sustancias en animales vivos y productos de origen animal, realizado por la
European Food Safety Authority (EFSA), se informaron colorantes (B3e) en el sector de acuicultura

4 Incluidas las sustancias no registradas que podrian utilizarse a efectos veterinarios.
5 Para las crias en el mar, donde las condiciones de toma de muestras pueden ser especialmente dificiles, la toma de
muestras podra hacerse sobre los piensos en vez de en los peces.
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en una proporcion de 0,61% (11 muestras no conformes de un total de 1.792 muestras). Las
sustancias encontradas fueron Cristal Violeta y Leuco Cristal Violeta y Verde Malaquita y Leuco
Verde Malaquita. El uso de estos colorantes esta prohibido en la UE para su uso en la producciéon de
piensos, pero sus residuos pueden tener su origen, segun el informe de EFSA, en concentraciones
en piensos para peces, como proteinas animales procesadas; estos colorantes pueden persistir en
los tejidos del pescado graso durante mucho tiempo.

Sin perjuicio de los controles efectuados en el marco de la aplicacion de los planes de vigilancia
establecidos en la normativa europea, los Estados miembros de la UE pueden proceder a controles
oficiales por muestreo:

a. enlafase de fabricacion de las sustancias enumeradas en el grupo A, asi como en la fase de
manipulacion, almacenamiento, transporte, distribucion y venta o adquisicion.

b. enlafase de la cadena de produccién y de la distribucion de los piensos para animales.

c. alolargo de toda la cadena de produccion de los animales y de los productos basicos de
origen animal incluidos en el ambito de aplicacion de la presente Directiva.

Los Estados de la UE deben designar por lo menos un laboratorio nacional de referencia, y cada
residuo o grupo de residuos soélo debe asignarse a un Unico laboratorio nacional de referencia.

En cuanto a controles de los piensos animales, la UE cuenta con el Reglamento N°882/2002 que
establece normas generales para la realizacién de controles oficiales a fin de comprobar el
cumplimiento de las normas orientadas en particular a: prevenir, eliminar o reducir a niveles
aceptables los riesgos que amenazan directamente o a través del medio ambiente a las personas y
los animales y garantizar practicas equitativas en el comercio de piensos y proteger los intereses de
los consumidores, incluidos el etiquetado de piensos y otras modalidades de informacién al
consumidor.

Esta regulacion indica las condiciones que deben tener los controles oficiales de piensos por parte
de los servicios responsables, entre las que se menciona la realizacién de controles oficiales con
regularidad, basados en riesgos y con la frecuencia apropiadas; sin previo aviso, salvo en casos tales
como las auditorias, en las que serda necesaria la notificacion del explotador de la empresa
alimentaria o de piensos y que se podran realizar controles oficiales ad hoc; que se llevaran a cabo
en cualquiera de las fases de la produccion, la transformacion y la distribucién de los piensos o de
los animales y productos de origen animal.

La autoridad competente tiene la facultad de delegar tareas de control especificas en uno o mas
organismos de control

Los controles oficiales se deben realizar por medio de métodos y técnicas de control adecuados,
como el control, la vigilancia, la verificacion, la auditoria, la inspeccidn, el muestreo y el analisis.

Los controles oficiales de piensos consistiran, entre otras, en las actividades siguientes:

a. el examen de todos los sistemas de control puestos a punto por los explotadores de
empresas alimentarias y de piensos y de los resultados obtenidos.

b. lainspeccion de:
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— instalaciones de produccién primaria, empresas alimentarias y de piensos, con
inclusidn de sus inmediaciones, locales, oficinas, equipos, instalaciones, maquinaria
y transporte, asi como de los piensos.

— las materias primas, los ingredientes, los coadyuvantes tecnoldgicos y otros
productos utilizados en la preparacion y fabricacion de piensos.

— los productos semielaborados.
— el material y los objetos que vayan a estar en contacto con los piensos.

— los productos y los procesos de limpieza y mantenimiento, y los plaguicidas.

el etiquetado, la presentacién y la publicidad.
c. la comprobacion de las condiciones de higiene en las empresas alimentarias y de piensos;

d. laevaluacién de los procedimientos de buenas practicas de fabricacion, précticas correctas
de higiene, buenas practicas agricolas y HACCP, teniendo en cuenta el empleo de guias
elaboradas de conformidad con la legislacién comunitaria;

e. el examen de la documentacidn escrita y otros registros que puedan ser relevantes para
evaluar el cumplimiento de la legislacion sobre piensos o la legislacion alimentaria;

f. entrevistas con los explotadores de las empresas alimentarias y de piensos y con su
personal;

g. la lectura de los valores registrados por los instrumentos de mediciéon de la empresa
alimentaria o de piensos;

h. controles realizados con el propio instrumental de la autoridad competente para verificar
las mediciones llevadas a cabo por los explotadores de la empresa alimentaria o de piensos.

La normativa también sefiala que la autoridad competente designa los laboratorios que pueden
realizar el andlisis de las muestras tomadas en los controles oficiales.
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10.5 Anexo 5: Detalle de resultados de parametros validados en piensos para salmones

Tabla 30. Tiempo de retencion.

Tiempo de Retencién (min)
Analito
1 2 3 4 5 6 Promedio Desv. cv
Est.
Verde Malaquita
329.4/313.2 5.140 | 5.360 5.510 5.480 5.510 5.360 5.393 0.142 2.64
Verde Malaquita
329.4/208.1 5.130 | 5.350 5.500 5.490 5.500 5.350 5.387 0.145 2.69
Leuco Verde Malaquita
331.4/239.3 12.860 | 12.950 | 13.010 | 12.890 | 13.010 | 12.950 12.945 0.061 0.47
Leuco Verde Malaquita
331.4/316.2 12.850 | 12.940 | 13.000 | 12.880 | 13.000 | 12.940 12.935 0.061 0.47
Cristal Violeta 372.5/356.3 | 8.590 | 8.960 9.210 9.140 9.210 8.960 9.012 0.236 2.62
Cristal Violeta 372.5/340.3 | 8.570 | 8.960 9.200 9.130 9.200 8.960 9.003 0.239 2.65
Leuco Cristal Violeta
374.6/358.3 12.960 | 13.060 | 13.120 | 13.000 | 13.120 | 13.060 13.053 0.064 0.49
Leuco Cristal Violeta
374.6/239.3 12.950 | 13.060 | 13.110 | 12.990 | 13.110 | 13.060 13.047 0.065 0.50
Leuco Verde Malaquita D4
336.3/239.2 12.76 | 12.85 12.91 12.8 12.91 12.85 12.847 0.060 0.46

Tabla 31. Limite de deteccidon y cuantificacion Verde Malaquita en piensos.

Andlisis Concentracion Area/Ratio Concentracion Cuantificada
(ng/gr) (ng/gr)
1 0.1 18.54 0.09
2 0.1 18.95 0.09
3 0.1 18.3 0.09
4 0.1 18.81 0.09
5 0.1 18.56 0.09
6 0.1 18.94 0.09
7 0.1 18.59 0.09
8 0.1 18.81 0.09
9 0.1 18.49 0.09
10 0.1 18.46 0.09
11 0.1 18.55 0.09
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Andlisis Concentracion Area/Ratio Concentracion Cuantificada

(ng/gr) (ng/gr)
12 0.1 18.2 0.09
13 0.1 18.13 0.09
14 0.1 18.69 0.09
15 0.1 18.68 0.09
16 0.1 18.16 0.09
17 0.1 18.26 0.09
18 0.1 18.66 0.09
19 0.1 18.46 0.09
20 0.1 18.04 0.09
Promedio 18.514 0.087

Desv. Estandar 0.266 0.001
CV (%) 1.44 0.81

Tabla 32. Limite deteccion y cuantificacion Leuco Verde Malaquita en piensos.

Andlisis Concentracion Area/Ratio Concentracion Cuantificada
(ng/er) (ng/gr)
1 0.1 0.24 0.08
2 0.1 0.24 0.08
3 0.1 0.24 0.08
4 0.1 0.23 0.07
5 0.1 0.23 0.07
6 0.1 0.24 0.08
7 0.1 0.23 0.07
8 0.1 0.24 0.08
9 0.1 0.23 0.07
10 0.1 0.23 0.07
11 0.1 0.23 0.07
12 0.1 0.23 0.07
13 0.1 0.23 0.07
14 0.1 0.24 0.08
15 0.1 0.24 0.08
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Andlisis Concentracion Area/Ratio Concentracion Cuantificada

(ng/gr) (ng/gr)
16 0.1 0.24 0.08
17 0.1 0.24 0.08
18 0.1 0.24 0.08
19 0.1 0.24 0.08
20 0.1 0.23 0.07
Promedio 0.236 0.073

Desv. Estandar 0.005 0.003
CV (%) 2.17 4.02

Tabla 33. Limite deteccion y cuantificacion Cristal Violeta en piensos.

Andlisis Concentracion Area/Ratio Concentracion Cuantificada
(ng/gr) (ng/gr)
1 0.1 40.92 0.10
2 0.1 40.71 0.10
3 0.1 40.68 0.10
4 0.1 40.35 0.10
5 0.1 40.64 0.10
6 0.1 40.03 0.09
7 0.1 40.68 0.10
8 0.1 40.76 0.10
9 0.1 40.35 0.10
10 0.1 40.93 0.10
11 0.1 40.52 0.10
12 0.1 40.46 0.10
13 0.1 40.03 0.09
14 0.1 40.28 0.09
15 0.1 40.86 0.10
16 0.1 39.99 0.09
17 0.1 40.18 0.09
18 0.1 40.13 0.09
19 0.1 40.25 0.09
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e Concentracion < . Concentracion Cuantificada
Analisis Area/Ratio
(ng/gr) (ng/gr)
20 0.1 40.27 0.09
Promedio 40.451 0.096
Desv. Estandar 0.307 0.001
CV (%) 0.76 0.95

Tabla 34. Limite deteccion y cuantificacion Leuco Cristal Violeta en piensos.

Andlisis Concentracion Area/Ratio Concentracion Cuantificada

(ng/gr) (ng/gr)
1 0.5 0.19 0.08
2 0.5 0.2 0.09
3 0.5 0.19 0.08
4 0.5 0.2 0.09
5 0.5 0.19 0.08
6 0.5 0.2 0.09
7 0.5 0.19 0.08
8 0.5 0.19 0.08
9 0.5 0.2 0.09
10 0.5 0.2 0.09
11 0.5 0.2 0.09
12 0.5 0.19 0.08
13 0.5 0.2 0.09
14 0.5 0.2 0.09
15 0.5 0.2 0.09
16 0.5 0.2 0.09
17 0.5 0.2 0.09
18 0.5 0.2 0.09
19 0.5 0.19 0.08
20 0.5 0.19 0.08
Promedio 0.196 0.089

Desv. Estandar 0.005 0.004

CV (%) 2.56 4.74
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Tabla 35. Linealidad metodologia analitica y andlisis de pendientes obtenidas en piensos.

Analito CURVA 1 CURVA 2 CURVA 3 PROMEDIO DESV. ESTA CV%
VM 313.85 314.44 309.68 312.66 3 0.830
LVM 1.8 2.1 1.96 0 7.646

cv 310.25 317.08 311.63 312.99 4 1.154
LCV 1.25 1.33 1.25 1.28 0 3.618

— Obtenciodn grafica de linealidad Verde Malaquita en piensos.

CURVA Verde Malaquita 329.4/313.2

Andlisis e e xA2 Area/Ratio
(ppb)
F1-1 0.1 0.01 20.88
F2-1 0.4 0.16 104.25
F3-1 0.8 0.64 265.78
F4-1 1.2 1.44 363.44
F5-1 1.8 3.24 551.73

CURVA Verde Malaquita 329.4/313.2

Analisis e e XN2 Area/Ratio
(ppb)
F1-2 0.1 0.01 20.21
F2-2 0.4 0.16 102.45
F3-2 0.8 0.64 239.22
F4-2 1.2 1.44 393.56
F5-2 1.8 3.24 538.84

CURVA Verde Malaquita 329.4/313.2

Analisis e e xXA2 Area/Ratio
(ppb)
F1-3 0.1 0.01 21.21
F2-3 0.4 0.16 103.95
F3-3 0.8 0.64 239.11
F4-3 1.2 1.44 377.06
F5-3 1.8 3.24 537.27

R?=0,9958
600,00
o 400,00
g
<< 200,00
0,00
0 0,5 1 1,5 2
Concentracion ppb
Curva b\ _31444x- 11,564
R?=0,9935
600,00
400,00
(5]
g
200,00
0,00
0 0,6oncentracion pph,5 2
Curva ¢ y=309,68x- 10,607
2 _
1000,00 R4=0,9974
©
@ 500,00
L

O’ OO /

0 0,5 1 1,5 2

Concentracion ppb
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— Obtenciodn grafica de linealidad Leuco Verde Malaquita en piensos.

CURVA Leuco Verde Malaquita 331.4/239.3

s | COmCEnraden [, [ Area
F1-1 0.1 0.01 0.28
F2-1 0.4 0.16 0.94
F3-1 0.8 0.64 1.40
F4-1 1.2 1.44 2.22
F5-1 1.8 3.24 3.39

CURVA Leuco Verde Malaquita 331.4/239.3

s | Comeentracon [ | Aren
F1-2 0.1 0.01 0.27
F2-2 0.4 0.16 0.77
F3-2 0.8 0.64 1.93
F4-2 1.2 1.44 2.54
F5-2 1.8 3.24 3.70

CURVA Leuco Verde Malaquita 331.4/239.3

s | COMCEntTaaen [y [ Avea
F1-3 0.1 0.01 0.27
F2-3 0.4 0.16 0.78
F3-3 0.8 0.64 1.87
F4-3 1.2 1.44 2.57
F5-3 1.8 3.24 3.69

4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

Area

P

Curva a y=1,7925x + 0,1044

R?=0,9934
0 0,5 1 1,5 2
Concentracion ppb
Curva b y =2,046x + 0,0825
R?=0,9913
0 0,5 1 1,5 2
Concentracion ppb
Curva ¢ y=2,0459x + 0,0766
R?=0,9941
0 0,5 1 1,5 2

Concentracion ppb
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Obtencion Grafica linealidad Cristal Violeta en piensos.

Curva de Cristal Violeta 372.5/356.3

Analisis C°nc(ir:t:;”°i6” X2 ;\:IZ
F1-1 0.1 0.01 45.72
F2-1 0.4 0.16 125.88
F3-1 0.8 0.64 253.78
F4-1 1.2 1.44 401.91
F5-1 1.8 3.24 560.85

Curva de Cristal Violeta 372.5/356.3

Anélisis C°nc(ir:t:;”°i6” xA2 Q—Zf.i
F1-2 0.1 0.01 46.44
F2-2 0.4 0.16 127.66
F3-2 0.8 0.64 255.44
F4-2 1.2 1.44 416.24
F5-2 18 3.24 570.24

Curva de Cristal Violeta 372.5/356.3

Analisis C°nc(ir:t:;”°i6” X2 ;\;flz
F1-3 0.1 0.01 44.26
F2-3 0.4 0.16 129.37
F3-3 0.8 0.64 258.10
F4-3 1.2 1.44 417.41
F5-3 1.8 3.24 558.67

y =310,25x + 10,812

Curva a
RZ=0,9968

600,00

« 400,00
g

<< 200,00

0,00
0 0,5 1 1,5 2

Concentracion ppb

Curva b y =317,08x + 10,517
R2=0,9948
1000,00
©
@ 500,00
L=
0,00

0 0,5 1 1,5 2
Concentracion ppb

Curva ¢ y=311,63x + 13,563
1000,00 RZ = 0,9929
L=
0,00

0 0,5 1 1,5 2
Concentracion ppb
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— Obtencidn Grafica linealidad Leuco Cristal Violeta en piensos.

Curva Leuco Cristal Violeta 374.6/358.3

c e X Curva a y = 1,2456x + 0,0847
oncentracion rea
e s A R?=0,9941
Anélisis (ppb) xA\2 Ratio 3,00 R
F1-1 0.1 0.01 0.23 s 2,00
F2-1 0.4 0.16 0.64 < 1,00
F3-1 0.8 0.64 0.99 0,00
F4-1 1.2 1.44 1.54 0 0,5 1 L5 2
Concentracion ppb
F5-1 1.8 3.24 2.38
Curva Leuco Cristal Violeta 374.6/358.3
Concentracién Area
Analisis xN\2
b Ratio Curva b
(ppb) y = 1,3308x + 0,0795
F1-2 0.1 0.01 0.22 3,00 R2=0.993
F2-2 0.4 0.16 0.56 © 2,00
F3-2 0.8 0.64 1.13 < 1,00
F4-2 1.2 1.44 1.80 0,00
) ' ' : 0 0,5 1 1,5 2
F5-2 1.8 3.24 2.41 Concentracién ppb
Curva Leuco Cristal Violeta 374.6/358.3
ST Concentracién e Area
(ppb) Ratio Curva ¢ y = 1,2468x + 0,0838
2 _
F1-3 0.1 0.01 0.23 4,00 R%=0,9974
F2-3 0.4 0.16 0.61 ® 200 /
L
F3-3 0.8 0.64 1.03 0,00
F4-3 1.2 1.44 1.54 0 0,5 1 1,5 2
F5-3 18 3.24 237 Concentracion ppb
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Tabla 36. Precision Metodologia analitica Verde Malaquita en piensos.

Repetitividad
Concentracion Concentracion cuantificada
. . Promedio | DV cv CV %
enriquecimiento a b c d e f
0.1 0.1 0.1 0.0701 0.064 0.0687 | 0.0666 0.1 0.00 | 0.04 3.94
0.8 0.8561 | 0.8486 | 0.8508 | 0.8613 | 0.8532 | 0.8568 0.9 0.00 | 0.01 0.53
1.8 1.7769 1.78 1.7791 1.7748 | 1.7781 1.7766 1.8 0.00 | 0.00 0.11
Reproducibilidad
Concentracion Concentracion cuantificada
. . Promedio | DV cv CV %
enriquecimiento a b c d e f
0.1 0.0727 | 0.0696 | 0.0572 | 0.0714 | 0.0701 0.064 0.1 0.01 | 0.09 8.68
0.8 0.8465 | 0.8518 | 0.8728 | 0.8486 | 0.8508 | 0.8613 0.9 0.01 | 0.01 1.16
1.8 1.7809 1.7787 1.77 1.78 1.7791 1.7748 1.8 0.00 | 0.00 0.23
Tabla 37. Precision Metodologia analitica Leuco Verde Malaquita en piensos.
Repetitividad
Concentracin Concentracion cuantificada
. . Promedio | DV cv CV %
enriquecimiento a b c d e f
0.1 0.1 0.1 0.1 0.1327 | 0.1278 | 0.1304 0.1 0.00 | 0.03 3.12
0.8 0.7473 | 0.7505 | 0.7639 | 0.7444 | 0.7527 | 0.7483 0.8 0.01 | 0.01 0.91
1.8 1.8217 | 1.8204 | 1.8149 | 1.8229 1.8195 | 1.8213 1.8 0.00 | 0.00 0.15
Reproducibilidad
Concentracin Concentracion cuantificada
. . Promedio | DV cv CV %
enriquecimiento a b c d e f
0.1 0.1401 | 0.1409 | 0.1056 | 0.1464 | 0.1351 | 0.1291 0.1 0.01 | 0.11 10.98
0.8 0.7319 | 0.7305 | 0.7906 | 0.7212 | 0.7403 | 0.7505 0.7 0.02 | 0.03 3.33
1.8 1.828 1.8286 1.8039 | 1.8325 1.8246 | 1.8204 1.8 0.01 | 0.01 0.56
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Tabla 38. Precision Metodologia analitica Cristal Violeta piensos.

Repetitividad
Concentracion Concentracion cuantificada
. .. Promedio | DV cv CV %
enriquecimiento a b c d e f
0.1 0.088 0.0932 | 0.0902 | 0.0892 | 0.0912 | 0.0928 0.1 0.00 | 0.02 2.23
0.8 0.8204 | 0.8115 | 0.8167 | 0.8183 0.815 0.8123 0.8 0.00 | 0.00 0.42
1.8 1.7916 | 1.7953 | 1.7931 | 1.7925 | 1.7938 | 1.7949 1.8 0.00 | 0.00 0.08
Reproducibilidad
Concentracion Concentracion cuantificada
. .. Promedio | DV cv CV %
enriquecimiento a b c d e f
0.1 0.0888 | 0.0851 | 0.0831 | 0.0845 | 0.0927 | 0.0565 0.1 0.01 | 0.16 | 15.71
0.8 0.8191 | 0.8253 | 0.8288 | 0.8263 | 0.8125 | 0.8739 0.8 0.02 | 0.03 2.63
1.8 1.7921 | 1.7896 | 1.7881 | 1.7892 | 1.7949 | 1.7696 1.8 0.01 | 0.01 0.50
Tabla 39. Precision Metodologia analitica Leuco Cristal Violeta en piensos.
Repetitividad
Goncentracion Concentracion cuantificada
. .. Promedio | DV CV | CV%
enriquecimiento a b c d e f
0.1 0.1 0.1 0.1 0.1206 0.1293 0.1327 0.1 0.00 | 0.03 3.33
0.8 0.7556 | 0.7589 | 0.7569 0.77 0.7502 0.7444 0.8 0.01 | 0.01 0.95
1.8 1.8183 | 1.8169 | 1.8177 | 1.8144 1.8205 1.8229 1.8 0.00 | 0.00 0.16
Reproducibilidad
Goncentracion Concentracion cuantificada
. .. Promedio | DV CV | CV%
enriquecimiento a b c d e f
0.1 0.1393 | 0.1101 | 0.1482 | 0.1513 0.1223 0.1342 0.1 0.02 | 0.12 | 11.71
0.8 0.7333 | 0.7828 | 0.7181 | 0.7128 0.7621 0.7418 0.7 0.03 | 0.04 3.60
1.8 1.8275 | 1.8071 | 1.8337 | 1.8359 1.8156 1.8239 1.8 0.01 | 0.01 0.60
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Tabla 40. Recuperacion Verde Malaquita en piensos.

VERDE MALAQUITA
Andlisis Concentracion (ppb) Area Matriz Fortificada | Area Droga Pura Promedio %

1 0.1 4.701 5.284 88.97%
2 0.1 4.759 5.257 90.53%
3 0.1 4.482 5.209 86.04%
4 0.1 4.596 5.123 89.71%
5 0.1 4.803 5.209 92.21%
6 0.1 4.565 5.257 86.84%
7 0.1 4.586 5.116 89.64%
8 0.1 4.628 5.197 89.05%
9 0.1 4.781 5.171 92.46%
10 0.1 4.639 5.139 90.27%

Promedio 4.65 5.20 89.57%

Desv. Estandar 0.10 0.06
CV % 2.24% 1.13%

Tabla 41. Recuperacion Leuco Verde Malaquita en piensos.

LEUCO VERDE MALAQUITA
Analisis Concentracion (ppb) | Area Matriz Fortificada | Area Droga Pura Promedio %

1 0.1 0.061 0.080 76.25%
2 0.1 0.062 0.079 78.48%
3 0.1 0.063 0.080 78.75%
4 0.1 0.068 0.081 83.95%
5 0.1 0.067 0.080 83.75%
6 0.1 0.070 0.079 88.61%
7 0.1 0.063 0.081 77.78%
8 0.1 0.061 0.080 76.25%
9 0.1 0.062 0.081 76.54%
10 0.1 0.061 0.081 75.31%

Promedio 0.06 0.08 79.55%

Desv. Estandar 0.00 0.00
V% 5.16% 0.98%
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Tabla 42. Recuperacion Cristal Violeta en piensos.

CRISTAL VIOLETA
Andlisis Concentracion (ppb) Area Matriz Fortificada | Area Droga Pura Promedio %

1 0.1 13.027 14.707 88.58%
2 0.1 12.986 14.684 88.44%
3 0.1 13.817 14.621 94.50%
4 0.1 13.061 14.715 88.76%
5 0.1 13.097 15.095 86.76%
6 0.1 13.136 15.085 87.08%
7 0.1 12.932 14.621 88.45%
8 0.1 13.188 14.921 88.39%
9 0.1 13.744 14.573 94.31%
10 0.1 13.497 14.255 94.68%

Promedio 13.25 14.73 89.96%

Desv. Estandar 0.32 0.25
CV % 2.42% 1.71%

Tabla 43. Recuperacion Leuco Cristal Violeta en piensos.

LEUCO CRISTAL VIOLETA
Analisis Concentracion (ppb) Area Matriz Fortificada | Area Droga Pura Promedio %

1 0.1 0.071 0.077 92.21%
2 0.1 0.066 0.085 77.65%
3 0.1 0.066 0.082 80.49%
4 0.1 0.068 0.081 83.95%
5 0.1 0.063 0.083 75.90%
6 0.1 0.064 0.081 79.01%
7 0.1 0.068 0.084 80.95%
8 0.1 0.063 0.080 78.75%
9 0.1 0.061 0.083 73.49%
10 0.1 0.066 0.078 84.62%

Promedio 0.07 0.08 80.59%

Desv. Estandar 0.00 0.00
CV % 4.50% 3.13%
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10.6 Anexo 6: Detalle de resultados de parametros validados para harinas de subproductos
y Hemoglobina.

Tabla 44. Limite de deteccion y cuantificacion Verde Malaquita Harinas.

Anilisis Concentracioén (ng/gr) Area/Ratio Concentracién Cuantificada (ng/gr)
1 0.1 0.23 0.07
2 0.1 0.26 0.08
3 0.1 0.27 0.08
4 0.1 0.23 0.07
5 0.1 0.25 0.07
6 0.1 0.23 0.07
7 0.1 0.23 0.07
8 0.1 0.27 0.08
9 0.1 0.27 0.08
10 0.1 0.24 0.07

Promedio 0.248 0.072
Desv. Estandar 0.018 0.007
CV (%) 7.31 9.91

Tabla 45. Limite de deteccion y cuantificacion Leuco Verde Malaquita Harinas.

Anilisis Concentracién (ng/gr) Area/Ratio Concentracién Cuantificada (ng/gr)
1 0.1 0.11 0.07
2 0.1 0.12 0.08
3 0.1 0.11 0.07
4 0.1 0.12 0.08
5 0.1 0.12 0.08
6 0.1 0.12 0.08
7 0.1 0.12 0.08
8 0.1 0.12 0.08
9 0.1 0.12 0.08
10 0.1 0.11 0.07

Promedio 0.117 0.081
Desv. Estandar 0.005 0.005
CV (%) 4.13 5.76
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Tabla 46. Limite de deteccion y cuantificacion Cristal Violeta Harina.

Anilisis Concentracién (ng/gr) Area/Ratio Concentracién Cuantificada (ng/gr)
1 0.1 0.32 0.07
2 0.1 0.36 0.08
3 0.1 0.41 0.10
4 0.1 0.35 0.08
5 0.1 0.37 0.08
6 0.1 0.38 0.09
7 0.1 0.34 0.08
8 0.1 0.37 0.08
9 0.1 0.4 0.09
10 0.1 0.33 0.07

Promedio 0.363 0.083
Desv. Estandar 0.029 0.008
CV (%) 8.01 9.39

Tabla 47. Limite de deteccion y cuantificacion Leuco Cristal Violeta Harinas.

Analisis Concentracién (ng/gr) Area/Ratio Concentra;::';l;;l)lantificada
1 0.1 0.03 0.08
2 0.1 0.03 0.08
3 0.1 0.03 0.08
4 0.1 0.03 0.08
5 0.1 0.03 0.08
6 0.1 0.03 0.08
7 0.1 0.03 0.08
8 0.1 0.03 0.08
9 0.1 0.03 0.08
10 0.1 0.03 0.08

Promedio 0.030 0.081
Desv. Estandar 0.000 0.000
CV (%) 0.00 0.00
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Tabla 48. Linealidad metodologia analitica y andlisis de pendientes obtenidas para harinas de

subproductos.

Analito CURVA 1 CURVA 2 CURVA3 | PROMEDIO DESV. ESTA V%
VM 2.53 2.51 2.78 2.61 0 5.772
LVM 1.04 1.06 1.06 1.05 0 1.096
cv 3.75 3.55 4.05 3.78 0 6.652
Lcv 0.33 0.34 0.32 0.33 0 3.030

— Obtencion Grafica de linealidad Verde Malaquita en Harinas.
CURVA Verde Malaquita 329.4/313.2
Curva a y =2,5318x + 0,0649
Andlisis | Concentracién (ppb) | x*2 | Area/Ratio R2 = 0,9709
6,00
F1-1 0.1 0.01 0.28 b4
F2-1 0.4 0.16 1.20 s 4,00
F3-1 0.8 064 | 234 < 5 00 hd
F4-1 1.2 1.44 2.65
0,00
F5-1 1.8 3.24 4.32 0 1 2 3
F6-1 2 4 5.55 Concentracién ppb
CURVA Verde Malaquita 329.4/313.2
Anélisis | Concentracién (ppb) | xA2 | Area/Ratio
F1-1 0.1 0.01 0.29 Curva b y =2,5059x + 0,1305
R2=0,9942
F2-1 0.4 0.16 1.11 6,00
F3-1 0.8 064 | 230 g 4,00
<
F4-1 12 144 | 321 2,00
F5-1 1.8 3.24 4.41 0,00
0 1 2 3
e 2 4 >-25 Concentracién ppb
CURVA Verde Malaquita 329.4/313.2
Anélisis | Concentracién (ppb) | x22 | Area/Ratio
Curva ¢ = .
F1-1 0.1 001 | 025 y 2&17_6;’;9(5)'20089
6,00 — =
F2-1 0.4 0.16 1.03
© 4,00
F3-1 0.8 0.64 2.17 < 2,00
F4-1 1.2 1.44 3.55 0,00
0 1 2 3
F5-1 1.8 3.24 5.09
Concentracion ppb
F6-1 2 4 5.35
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— Obtencion Grafica de linealidad Leuco Verde Malaquita en Harinas.

CURVA Leuco Verde Malaquita 331.4/239.3

Andlisis e xA2 Area/Ratio
(ppb)
F1-1 0.1 0.01 0.12
F2-1 0.4 0.16 0.45
F3-1 0.8 0.64 0.88
F4-1 1.2 1.44 1.31
F5-1 1.8 3.24 1.78
F6-1 2 4 2.18
CURVA Leuco Verde Malaquita 331.4/239.3
Anélisis S X2 Area/Ratio
(ppb)
F1-1 0.1 0.01 0.12
F2-1 0.4 0.16 0.46
F3-1 0.8 0.64 0.89
F4-1 1.2 1.44 1.34
F5-1 1.8 3.24 1.81
F6-1 2 4 2.24
CURVA Leuco Verde Malaquita 331.4/239.3
Andlisis e xA2 Area/Ratio
(ppb)
F1-1 0.1 0.01 0.12
F2-1 0.4 0.16 0.45
F3-1 0.8 0.64 0.88
F4-1 1.2 1.44 1.33
F5-1 1.8 3.24 1.80
F6-1 2 4 2.24

Curva a

3,00

Curva b
3,00

o 2,00

g

< 1,00

0,00

Curva c
3,00

o 2,00

g

< 1,00

0,00

y = 1,0351x + 0,0331

R2=0,9931

1 2

Concentracion ppb

y=1,0612x + 0,0291

R*=0,9919

1 2

Concentracion ppb

y =1,0612x + 0,0224

R2=0,9914

1 2

Concentracion ppb
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— Obtencion Grafica de linealidad Cristal Violeta en Harinas.

Curva de Cristal Violeta 372.5/356.3

Analisis el xN2 Area/Ratio Curva a = 3'72492)( +00>33
(ppb) 10,00 R2=0,9767

F1-1 0.1 0.01 0.34 8,00

® 6,00
F2-1 0.4 0.16 1.97 & 4,00
F3-1 0.8 0.64 2.95 2,00

0,00

F4-1 1.2 1.44 4.21 0 1 2 3
F5-1 1.8 3.24 6.29 Concentraci6n ppb
F6-1 2 4 8.18

Curva de Cristal Violeta 372.5/356.3

Analisis Conc(ir;tt;?uon xA2 | Area/Ratio Curva b y=3,5487x +0,2889
2 _
10,00 R?=0,983

F1-1 0.1 0.01 0.45

8,00
F2-1 0.4 0.16 1.75 s 600

w ’

F3-1 0.8 0.64 3.52 < 4,00
F4-1 1.2 1.44 4.47 2,00

0,00
F5-1 1.8 3.24 6.14

0 1 2 3

F6-1 2 4 7.76

Concentracion ppb

Curva de Cristal Violeta 372.5/356.3

Andlisis | Concentracion | xA2 | Area/Ratio

(ppb) Curva ¢ y-4,0517x-0,1159
F1-1 0.1 0.01 | 0.36 10,00 R?=0,9944
8,00
F2-1 0.4 0.16 | 1.31 5 600
F3-1 0.8 0.64 | 3.01 < 4,00
2,00
F4-1 1.2 1.44 | 5.11 0,00
F5-1 1.8 3.24 | 7.30 0 1 2 3

Concentracion ppb
F6-1 2 4 7.74
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— Obtencidon Grafica de linealidad Leuco Cristal Violeta en Harinas.

Curva Leuco Cristal Violeta 374.6/358.3

Concentracién

Analisis (opb) xA2 | Area/Ratio
F1-1 0.1 0.01 0.03
F2-1 0.4 0.16 0.14
F3-1 0.8 0.64 0.26
F4-1 1.2 1.44 0.42
F5-1 1.8 3.24 0.56
F6-1 2 4 0.68

Curva Leuco Cristal Violeta 374.6/358.3

Concentracion

Analisis (opb) xA2 | Area/Ratio
F1-1 0.1 0.01 0.03
F2-1 0.4 0.16 0.14
F3-1 0.8 0.64 0.27
F4-1 1.2 1.44 0.41
F5-1 1.8 3.24 0.58
F6-1 2 4 0.69

Curva Leuco Cristal Violeta 374.6/358.3

Concentracién

Analisis (opb) xA2 | Area/Ratio
F1-1 0.1 0.01 0.03
F2-1 0.4 0.16 0.14
F3-1 0.8 0.64 0.26
F4-1 1.2 1.44 0.40
F5-1 1.8 3.24 0.55
F6-1 2 4 0.68

Curva a

0,80
0,60
0,40

Area

\

0,20
0,00

Curva b

0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

\

Area

Curva c¢

0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

Area

\

y = 0,3285x + 0,0034
R*=0,993

1 2 3
Concentracion ppb

y = 0,3357x + 0,0009
R2=0,9968

1 2 3

Concentracion ppb

y =0,3249x + 0,0022

R*=0,9925

1 2 3

Concentracion ppb
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Tabla 49. Limite de deteccion y cuantificacion Verde Malaquita Hemoglobina.

Anilisis Concentracién (ng/gr) Area/Ratio Concentracién Cuantificada (ng/gr)
1 0.1 0.01 0.14
2 0.1 0.01 0.14
3 0.1 0.01 0.14
4 0.1 0.01 0.14
5 0.1 0.01 0.14
6 0.1 0.01 0.14
7 0.1 0.01 0.14
8 0.1 0.01 0.14
9 0.1 0.01 0.14
10 0.1 0.01 0.14

Promedio 0.010 0.145
Desv. Estandar 0.000 0.000
CV (%) 0.00 0.00

Tabla 50. Limite de deteccion y cuantificacion Leuco Verde Malaquita Hemoglobina.

Andlisis Concentracién (ng/gr) Area/Ratio Concentracién Cuantificada (ng/gr)
1 0.1 0.13 0.12
2 0.1 0.11 0.11
3 0.1 0.13 0.12
4 0.1 0.13 0.12
5 0.1 0.13 0.12
6 0.1 0.12 0.12
7 0.1 0.12 0.12
8 0.1 0.12 0.12
9 0.1 0.12 0.12
10 0.1 0.15 0.14

Promedio 0.126 0.121
Desv. Estandar 0.011 0.009
CV (%) 8.53 7.05
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Tabla 51. Limite de deteccion y cuantificacion Cristal Violeta Hemoglobina.

Anilisis Concentracioén (ng/gr) Area/Ratio Concentracién Cuantificada (ng/gr)
1 0.1 0.31 0.15
2 0.1 0.26 0.13
3 0.1 0.32 0.15
4 0.1 0.28 0.14
5 0.1 0.3 0.14
6 0.1 0.29 0.14
7 0.1 0.3 0.14
8 0.1 0.26 0.13
9 0.1 0.36 0.16
10 0.1 0.29 0.14

Promedio 0.297 0.144
Desv. Estandar 0.029 0.009
CV (%) 9.92 6.29

Tabla 52. Limite de deteccion y cuantificacion Leuco Cristal Violeta Hemoglobina

Analisis Concentracién (ng/gr) Area/Ratio Concentracion Cuantificada

(ng/gr)
1 0.1 0.04 0.07
2 0.1 0.04 0.07
3 0.1 0.04 0.07
4 0.1 0.04 0.07
5 0.1 0.04 0.07
6 0.1 0.04 0.07
7 0.1 0.04 0.07
8 0.1 0.05 0.10
9 0.1 0.04 0.07
10 0.1 0.04 0.07
Promedio 0.041 0.074

Desv. Estandar 0.003 0.008

CV (%) 7.71 10.94
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Tabla 53. Linealidad metodologia analitica y andlisis de pendientes obtenidas para hemoglobina.

Analito CURVA 1 CURVA 2 CURVA 3 PROMEDIO | DESV. ESTA CV%
VM 0.53 0.48 0.47 0.49 0 6.516
LVM 1.26 141 1.12 1.26 0 11.480

Ccv 3.26 3.18 3.30 3.25 0 1.882
LCV 0.39 0.46 0.39 0.41 0 9.778

CURVA Verde Malaquita 329.4/313.2

Concentracién

Analisis (opb) xXA2 Area/Ratio
F1-1 0.1 0.01 0.02
F2-1 0.4 0.16 0.11
F3-1 0.8 0.64 0.40
F4-1 1.2 1.44 0.50
F5-1 1.8 3.24 0.83
F6-1 2 4 1.06

CURVA Verde Malaquita 329.4/313.2

Concentracion

Analisis (opb) xXA2 Area/Ratio
F1-1 0.1 0.01 0.03
F2-1 0.4 0.16 0.06
F3-1 0.8 0.64 0.24
F4-1 1.2 1.44 0.41
F5-1 1.8 3.24 0.76
F6-1 2 4 0.93

CURVA Verde Malaquita 329.4/313.2

Concentracién

Analisis (opb) xXA2 Area/Ratio
F1-1 0.1 0.01 0.01
F2-1 0.4 0.16 0.04
F3-1 0.8 0.64 0.22
F4-1 1.2 1.44 0.39
F5-1 1.8 3.24 0.73
F6-1 2 4 0.88

Obtencién Grafica de linealidad Verde Malaquita Hemoglobina.

Curva a y=0,5266x- 0,0663

150 R?=0,9795
1,00
©
@ 0,50
L=
0,00
0 1 2
-0,50
Concentracion ppb
=0,4826x - 0,1017
Curva b Y% ’
R?=0,9725
1,00 N
0,50
© (4
o
g
0,00 ¢
0 1 2
-0,50
Concentracion ppb
R?=0,9764
1,00
0,50
©
o
< 0,00 e
0 1 2
-0,50

Concentracion ppb
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— Obtencion Grafica de linealidad Leuco Verde Malaquita en Hemoglobina.

CURVA Leuco Verde Malaquita 331.4/239.3

Concentracion

Analisis (opb) xXA2 Area/Ratio
F1-1 0.1 0.01 0.14
F2-1 04 0.16 0.40
F3-1 0.8 0.64 1.04
F4-1 1.2 1.44 1.46
F5-1 1.8 3.24 2.23
F6-1 2 4 2.51

CURVA Leuco Verde Malaquita 331.4/239.3

Concentracién

Analisis (opb) xXA2 Area/Ratio
F1-1 0.1 0.01 0.13
F2-1 0.4 0.16 0.53
F3-1 0.8 0.64 1.47
F4-1 1.2 1.44 1.89
F5-1 1.8 3.24 2.56
F6-1 2 4 2.82

CURVA Leuco Verde Malaquita 331.4/239.3

Concentracién

Analisis (opb) xXA2 Area/Ratio
F1-1 0.1 0.01 0.11
F2-1 04 0.16 0.50
F3-1 0.8 0.64 0.88
F4-1 1.2 1.44 1.45
F5-1 1.8 3.24 2.02
F6-1 2 4 2.24

Curva a y =1,2602x - 0,0265

3,00 R*=0,9974
o 2,00
g
< 1,00
0,00
0 1 2 3

Concentracion ppb

Curva b | -1 4077x+0,0886

4'00 R2 = 0,9805
3,00
©
9 2,00
\< .
1,00
0,00
0 1 2 3
Concentracion ppb
Curva ¢ | _ 1 1160x+0,0273
3,00 R2=0,997
o 2,00
o
< 1,00
0,00
0 1 2 3

Concentracion ppb
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— Obtencidn Grafica de linealidad Cristal Violeta Hemoglobina.

Curva de Cristal Violeta 372.5/356.3

Concentracién

Analisis (opb) xXA2 Area/Ratio
F1-1 0.1 0.01 0.32
F2-1 0.4 0.16 1.33
F3-1 0.8 0.64 2.15
F4-1 1.2 1.44 3.43
F5-1 1.8 3.24 5.56
F6-1 2 4 6.74

Curva de Cristal Violeta 372.5/356.3

Concentracién

Analisis (opb) xXA2 Area/Ratio
F1-1 0.1 0.01 0.38
F2-1 0.4 0.16 1.33
F3-1 0.8 0.64 1.89
F4-1 1.2 1.44 3.57
F5-1 1.8 3.24 5.54
F6-1 2 4 6.48

Curva de Cristal Violeta 372.5/356.3

Concentracién

Analisis (opb) xXA2 Area/Ratio
F1-1 0.1 0.01 0.33
F2-1 04 0.16 1.08
F3-1 0.8 0.64 154
F4-1 1.2 1.44 3.13
F5-1 1.8 3.24 5.48
F6-1 2 4 6.64

Curva a y=3,2631x-0,1713

2_
8,00 R*=0,9866
6,00
@
2 4,00
<
2,00
0,00
0 1 2 3

Concentracion ppb

Curva b -31821x-0,1429

300 R?=0,9856
6,00
©
9 4,00
L=
2,00 *
0,00
0 1 2 3
Concentracion ppb
Curva ¢
y =3,2998x - 0,4315
8,00 R2=0,9675
6,00
o 4,00
g
< 2,00 5
0,00
2,00 0 1 2 3

Concentracion ppb
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— Obtencion Grafica de linealidad Leuco Cristal Violeta Hemoglobina.

Curva Leuco Cristal Violeta 374.6/358.3

Concentracién

Analisis (opb) xXA2 Area/Ratio
F1-1 0.1 0.01 0.05
F2-1 04 0.16 0.17
F3-1 0.8 0.64 033
F4-1 1.2 1.44 0.48
F5-1 1.8 3.24 0.70
F6-1 2 4 0.81

Curva Leuco Cristal Violeta 374.6/358.3

Concentracién

Analisis (opb) xXA2 Area/Ratio
F1-1 0.1 0.01 0.04
F2-1 0.4 0.16 0.17
F3-1 0.8 0.64 0.48
F4-1 1.2 1.44 0.59
F5-1 1.8 3.24 0.81
F6-1 2 4 0.94

Curva Leuco Cristal Violeta 374.6/358.3

Concentracién

Analisis (opb) xXA2 Area/Ratio
F1-1 0.1 0.01 0.04
F2-1 04 0.16 0.17
F3-1 0.8 0.64 0.32
F4-1 1.2 1.44 0.53
F5-1 1.8 3.24 0.66
F6-1 2 4 0.82

Curva a y=0,3917x+0,0121

2 _
1,00 R%=0,9988
0,80
o 0,60
g
< 0,40
0,20
0,00
0 1 2 3
Concentracion ppb
Curva b\ _ 1593x+0,0227
1,00 R2=0,9805
(5]
g
L=
0,50 *
0,00
0 1 2 3

Concentracion ppb

Curva ¢ | -03913x +0,0125
100 R2 = 0,9859
0,80
© 0,60 ®
< 0,40
0,20
0,00
0 1 2 3

Concentracion ppb
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10.7 Anexo 7. Graficos de positividad de acuerdo al tipo de muestra segun contaminante y
grafico de positividad segun planta.

Alimento completo

Alimento completo

Uibre de

contaminantes

Figura 11. Porcentaje del tipo muestras positivas a Cristal Violeta y Leuco Cristal Violeta.
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Ingrediente

Ingredientes

Figura 12. Porcentaje del tipo muestras positivas a Verde Malaquita y Leuco Verde Malaquita.
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PORCENTAJE DE MUESTRAS POSITIVAS SEGUN PLANTA
MUESTREADA

EMPRESA 1
EMPRESA 6 9%
18%

EMPRESA 2
23%

EMPRESA 3
13%

EMPRESA 4
23%

Figura 13. Grdfico que muestra porcentaje de positividad segun planta muestreada.
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10.8 Anexo 8. Carta Gantt del proyecto

MES
OBJETIVO/ ACTIVIDAD ACTIVIDAD RESULTADO ESPERADO ASOCIADO

ACTIVIDADES GENERALES

ACTIVIDAD 1 Coordinacién equipo de trabajo N&N&N&Q&%&%&N&N &N

Evaluar la cadena productiva del salmén para
Identificar potenciales fuentes y factores de
riesgo que puedan resultar en la presencia de
sustancias no autorizadas en musculo de salmén.

OBJETIVO ESPECIFICO 1

ACTIVIDAD 1 Caracterizacion de la cadena de proceso
Descripcion de la cadena productiva de piensos para
o ; \|
ACTIVIDAD 2 Caracterizacion de peligros salmén, con las potenciales fuentes y factores de riesgo \\
. , s i i \ N N
Identificacion de las vias de contaminacion y que puedan resultar en la presencia de sustancias NO \ \
ACTIVIDAD 3 factores de riesgo autorizadas en musculo de salmén NN
AN N

ACTIVIDAD 4 Taller de expertos

Identificar insumos de riesgo para la presencia de
OBJETIVO ESPECIFICO 2 residuos de sustancias no autorizadas en piensos
para peces.

ACTIVIDAD 1 Descripcion de la normativa nacional e

internacional

Descripcion de insumos utilizados para
ACTIVIDAD 2 . P o P

alimentacion de salmones

Descripcidn de residuos de sustancias no ios . L
ACTIVIDAD 3 Modelo de analisis de riesgo de contaminacion con

autorizadas en piensos para peces . . .
p parap sustancias NO autorizadas en piensos para salmones, de

acuerdo con la identificacion de potenciales fuentes y

ACTIVIDAD 4 Andlisis de insumos utilizados para la factores de riesgo en la cadena productiva del pienso
alimentacion de salmones para salmones

ACTIVIDAD 5 Caracterizacion y estimacion de riesgo

\

Evaluacidn incertidumbres asociadas a la

ACTIVIDAD 6 . L .
estimacion de riesgos

Realizar un levantamiento de la situacion de
OBJETIVO ESPECIFICO 3 contaminacidn en piensos para peces con
sustancias no autorizados.
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OBJETIVO/ ACTIVIDAD ACTIVIDAD RESULTADO ESPERADO ASOCIADO

Validacion del método analitico para los
ACTIVIDAD 1 colorantes; Verde Malaquita, Cristal Violeta y sus | Método validado
metabolitos respectivos en piensos para salmones

Tabla con los resultados de muestreo y andlisis de
Andlisis de las muestras para la busqueda activa laboratorio, indicando nombre, pienso o insumo o
ACTIVIDAD 2 de los colorantes mencionados obtenidas desde materia prima, proveedor (Codificado), lote de

las plantas de piensos. produccidn, contaminante concentrado/unidad de
piensos (Plantas Piensos)

Tabla con los resultados de muestreo y andlisis de
Andlisis de las muestras para la busqueda activa laboratorio, indicando nombre, piensos o insumo o
ACTIVIDAD 3 de los colorantes mencionados obtenidas desde materia prima, proveedor (Codificado), lote de

las plantas de piensos produccidn, contaminante concentrado/unidad de
piensos (Plantas Piensos)

N

N

Evaluacion de los resultados de laboratorio
ACTIVIDAD 4 obtenidos sobre residuos de sustancias no Resultado general de los analisis
autorizadas en los piensos

Sintesis de principales conclusiones generales del

CONCLUSIONES R .
estudio realizado.

Elaboracion de las recomendaciones para mejorar

RECOMENDACIONES el sistema de monitoreo de sustancias prohibidas.

TALLERES O REUNIONES Talleres o reuniones

ACTIVIDAD 1 Reunién de coordinacion N N Q

ACTIVIDAD 1 Reunidn final &\\§
ACTIVIDAD 1 Taller de difusién N
INFORMES Informes

ACTIVIDAD 1 Informe avance 1

ACTIVIDAD 2 Pre-informe final
ACTIVIDAD 3 Informe final N
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10.9 Anexo 9. Personal participante del proyecto, certificado de actividades realizadas y actas de reuniones de trabajo.

HH MENSUAL POR ACTIVIDAD

NOMBRE ACTIVIDAD POR PROFESIONAL O TECNICO MES TOL':LES
1 2|3 (4|5 |6 |7 |89 |10|11|12
JJavi j Directora de Proyecto, profesional a cargo del
Dra. Javiera Cornejo Y P & 50 | 50| 50|50 |50 (|50|50|50(50|50]|50]50 600
Kelly desarrollo del proyecto
Matias Maturana Extraccion de items de ensayo y andlisis cromatografico 20 130130 3013030030030 30!30] x | x 300
Medina mediante HPLC MS/MS

Interpretacion y analisis cromatografico de resultados,
analisis estadistico general, confeccion y revisién de 16 (16|16 |16 |16 |16 |16 |16 |16 | 16| X | X 160
figuras y tablas relacionadas

Ekaterina Valerievna
Pokrant Huerta

Seguimiento cldusulas contractuales, tramitacion

Roxana Payacan garantias, pagos, cumplimiento de Carta Gantt,
Campos tramitacion de cualquier requerimiento de caracter

administrativo y operativo.

30 (30|30|30(30|30|30|30(30|30]|30]30 360

Muestreo de alimentos en plantas de alimentos para
peces, en Castro, Calbuco, Osorno, Los Angeles y Muestreo previa coordinacion 136
Coronel

Jurij Mauricio Wacyk
Gonzalez
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Universidad de Chile

;ifaVet

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias

CERTIFICADO DE ACTIVIDADES REALIZADAS

Nombre Profesional: Dra. Javiera Cornejo Kelly
Actividad Principal: Directora de Proyecto, profesional a cargo del desarrollo del proyecto
Profesion: M.V. PhD En Ciencias Silvoagropecuarias y Veterinarias. Universidad de Chile.

Proyecto: FIPA 2021-40 Evaluacion de la cadena productiva del salmén para identificar potenciales
fuentes y factores de riesgo que puedan resultar en la presencia de sustancias no autorizadas por el
servicio oficial en musculo de salmén

. . Horas
Actividades realizadas Horas Mensuales

Totales
Gestidn directiva del proyecto 50
Supervision de correcto desarrollo de los objetivos -

en el marco del proyecto
600

Participacién de reuniones con actores del proyecto 50
Confeccidn y aprobacion de informe de avance 50

JAVIERA Firmado

CORNEJO KELLY  digitalmente por
JAVIERA CORNEJO
KELLY

Fecha: 2023.01.30
15:17:07 -03'00'

Javiera Cornejo Kelly

M.V. PhD. Profesor asociado FAVET Directora Proyecto
FIPA 2021-40
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Universidad de Chile

:ifaVet

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias

CERTIFICADO DE ACTIVIDADES REALIZADAS

Nombre Profesional: Dr. Jurij Mauricio Wacyk Gonzéles

Actividad Principal: Investigador Facultad de Ciencias Agrondmicas Profesion:

Ingeniero Agronomo, MSc., PhD.

Proyecto: FIPA 2021-40 Evaluaciéon de la cadena productiva del salmdn para identificar potenciales
fuentes y factores de riesgo que puedan resultar en la presencia de sustancias no autorizadas por el

servicio oficial en musculo de salmdn

Actividades realizadas

Horas Mensuales

Horas Totales

Profesional a cargo de la supervisién de la toma de Muestras de

alimentos Adecuados para la ejecucidn del proyecto

34

Interpretacion de los resultados obtenidos en los piensos en

cuanto asu aplicacion en la cadena productiva

34

Entrega de recomendaciones para posibles mejoras de dietas de

peces.

34

136

uricio WacykV Gonzdlez Ing.

0, MSc., PhD

Jurij
Agré

Investigador Facultad de Ciencias Agrondmicas
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Universidad de Chile

;ifaVet

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias

CERTIFICADO DE ACTIVIDADES REALIZADAS

Nombre Profesional: Dra. Ekaterina Pokrant Huerta Actividad Principal:

Investigador FARMAVET- FAVET

Profesion: M.V. MSc. PhD en Ciencias Veterinarias y Pecuarias

Proyecto: FIPA 2021-40 Evaluacion de la cadena productiva del salmén para identificar potenciales
fuentes y factores de riesgo que puedan resultar en la presencia de sustancias no autorizadas por el
servicio oficial en musculo de salmén

L. . Horas
Actividades realizadas Horas Mensuales
Totales
Interpretacion y analisis cromatografico de los resultados 16
obtenidos
Analisis estadistico general 16
Confeccion y revision de tablas y figuras relacionadas a los resultados 16 160
obtenidos y analizados.
Identificacion de potenciales fuentes de riesgo que puedan llevar a la 16
presencia de sustancias no autorizadas en musculo de salmén
Confeccion y revision de informe técnico 16

Moo .
A AN

_Aplaopren—
Ekaterina Pokrant Huerta
NIV. MSc. PhD
Investigadora FARMAVET- FAVET
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Universidad de Chile

;ifaVet

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias

CERTIFICADO DE ACTIVIDADES REALIZADAS

Nombre Profesional: Roxana Andrea Payacan Campos

Actividad Principal: Gestion administrativa y financiera

Profesion: MBA — Ingeniera Comercial

Proyecto: FIPA 2021-40 Evaluacion de la cadena productiva del salmdn para identificar

potenciales fuentes y factores de riesgo que puedan resultar en la presencia de sustancias
no autorizadas por el servicio oficial en musculo de salmén

. . Horas Horas
Actividades realizadas
Mensuales Totales
Seguimiento clausulas contractuales, tramitacion garantias, pagos, 30
cumplimiento de Carta Gantt
Gestién bancaria y administrativa para renovacién de garantia que
- 30
respalda el anticipo por M$50.000.- 360
Gestidn de boletas de honorarios e informes para solicitar el pago de los 30
profesionales
Recoleccion de informe de HH de profesionales, con descripcién de las 30
actividades y horas ejecutadas

Roxana Andrea

Payacan Campos U N ] VERS] DAD

13.265.537-5
12/09/2023 - 15:57 & a DE CH [ LE
ESTE DOCUMENTO CONTIENE FIRMA ELECTRONICA AVANZADA
https://ceropapel.uchile.cl/validacion/verificador
CV: 6500b42506941667154344ff

Roxana Payacan Campos
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¥ Universidad de Chile

~favet

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias

CERTIFICADO DE ACTIVIDADES REALIZADAS

Nombre Profesional: Matias Raul Maturana Medina

Actividad Principal: Extraccion de items de Ensayo y analisis cromatografico

mediante HPLC MS/MS

Proyecto: FIPA 2021-40 Evaluacién de la cadena productiva del salmén para
identificar potenciales fuentes y factores de riesgo que puedan resultar en la
presencia de sustancias no autorizadas por el servicio oficial en musculo de

salmoén
| Actividades realizadas Horas Horas
i Mensuales| Totales
' Validacién de metodologia analitica 30 300
Ampliacién de matrices de la metodologia 30
analitica
Extraccidn, procesamiento y lectura de items| 30
de ensayo
2
Anélisis y procesamiento de datos 30
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ACTA REUNION DE COORDINACION

PROYECTO FIPA N°2021-40

EVALUACION DE LA CADENA PRODUCTIVA DEL SALMON PARA IDENTIFICAR POTENCIALES
FUENTES Y FACTORES DE RIESGO QUE PUEDAN RESULTAR EN LA PRESENCIA DE SUSTANCIAS NO
AUTORIZADAS POR EL SERVICIO OFICIAL EN MUSCULO DE SALMON

Jueves 19 de mayo 2022

Lugar: Laboratorio FARMAVET. Facultad de Cs. Veterinarias y Pecuarias

Participantes:

Héctor Escobar Candia. Subdirector. Subdireccién de Inocuidad y Certificacion SERNAPESCA
M. Eugenia Olguin Catalan. Certificacidon y gestidén de requisitos de mercado SERNAPESCA
Betty San Martin Nufiez. Responsable del proyecto FARMAVET- FAVET

Aldo Maddaleno. Investigador FARMAVET- FAVET

Yester Nufiez. Investigador FARMAVET- FAVET

Jorge Ponce. Profesional de terreno (toma de muestra)
Hernan Roja. Profesional CERES BCA. Institucién subcontratada
Pablo Blnelli. Profesional CERES BCA. Institucién subcontratada
Camila Huidobro Profesional CERES BCA. Institucién subcontratada

Tabla reunion: Coordinacion de las actividades a realizar en el proyecto

Desarrollo:
> Presentacion de cada uno de los participantes en la reunion
> El Subdirector de SERNAPESCA, Héctor Escobar plantea la posibilidad mejorar los siguientes
puntos del proyecto
v" Incluir en el muestreo de las muestras las harinas provenientes de la industria
avicola, de cerdos y especies acuaticas
v" Considerar al Laboratorio FARMAVET en el andlisis de riesgo
v"Que el muestreo de los alimentos y harina de pluma comience después de que se
realice un avance del anadlisis de riesgo
Solicita ademas presentar el proyecto y los resultados de este a la industria del salmén y realizar reuniones
periddicas de coordinacion
> La responsable del proyecto Dra. Betty San Martin, recuerda el compromiso de SERNAPESCA

de contactarse con las plantas de alimento, con el fin de facilitar la toma de muestras.
Sefiala, ademas que:
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v" El laboratorio no tiene problemas de incorporar en el proyecto el muestreo de las
harinas, pero que previamente hay que validar el método en esta nueva matriz

v" Que el avance del analisis de riesgo se realice lo antes posible, con el fin de no
atrasar el andlisis de loa muestras

v" Que el laboratorio entregaré todas las facilidades para una auditoria dentro del
concepto del analisis de riesgo

» Elrepresentante de CERES BCA, Hernan Rojas sefiala que

YV V. V V VY

o Coincide en la importancia de coordinar y socializar el trabajo con la industria
salmonera

o Efectuar un andlisis de toda la cadena de produccion para identificar los puntos
criticos donde se puede producir la contaminacién con los peligros estudiados

o Buscar, en conjunto con la autoridad, opciones de financiamiento para etapas
siguientes del proyecto, en especial vinculadas al uso de antimicrobianos

Acuerdos

El Subdirector de SERNAPESCA, Héctor Escobar, se compromete que dentro de dos semanas
realizara los contactos con las plantas de alimento

Se validara el método analitico en las harinas

El muestreo en las plantas de alimento incorporara las harinas

Se considerara en el analisis de riesgo el laboratorio FARMAVET

El avance del andlisis de riesgo se entregara a mas tardar a fines de Julio

Se realizara la primera reunidn o seminario con la industria del salmén una vez finalizada las
validaciones de los métodos analiticos y entregado el avance del analisis de riesgo
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ACTA REUNION DE COORDINACION

PROYECTO FIPA N°2021-40

EVALUACION DE LA CADENA PRODUCTIVA DEL SALMON PARA IDENTIFICAR POTENCIALES FUENTES
Y FACTORES DE RIESGO QUE PUEDAN RESULTAR EN LA PRESENCIA DE SUSTANCIAS NO
AUTORIZADAS POR EL SERVICIO OFICIAL EN MUSCULO DE SALMON

FECHA: Miércoles 20 de julio, 2022

LUGAR: Reunidn via Zoom, a las 10 a.m.

PARTICIPANTES:

Rafael Hernandez
Mald Zavando
Maureen Alcayaga
Maria Eugenia Olguin
Diego Fernandez
Betty San Martin
Yester Nuiiez

Jorge Ponce

Pablo Binelli

Hernan Rojas

Director Ejecutivo FIPA

Profesional FIPA

Profesional SUBPESCA

Profesional SERNAPESCA

Profesional SERNAPESCA

Directora del Proyecto (Facultad de Veterinaria)
Profesional del proyecto (Facultad de Veterinaria)
Profesional de terreno (Toma de muestra)
Profesional del proyecto (CERES BCA)

Profesional del proyecto CERES (BCA)

TABLA REUNION: Coordinacién de las actividades del proyecto con el director del FIPA, profesionales
de SUBPESCA, SERNAPESCA y del proyecto.

DESARROLLO:

e Presentacién de cada uno de los participantes en la reunion.

e Intervencién de la Dra. Betty San Martin, Directora del proyecto:

v' Presenta una introduccidn del proyecto, los objetivos, el plan de muestreo en las
plantas de alimento y la carta Gantt.

v' Sefiala que se estd validando el método analitico en las harinas que se incorporan a los

alimentos para salmones. Esto, con el fin de incluir dentro del muestreo, las harinas
provenientes de la industria avicola, de cerdos y especies acuaticas, como fue
acordado con el Subdirector de SERNAPESCA, Sr. Héctor Escobar en la reunion
realizada con fecha 19 de mayo del presente.

v Solicita al Sr. Rafael Herndndez comunicarse con las plantas de alimento para dar a
conocer el proyecto y facilitar la entrada a sus dependencias para la toma de muestras.

Pagina 137 de 150



Informe Final Proyecto FIPA 2021-40

e Intervencién del Director Ejecutivo del FIPA, Sr. Rafael Hernandez:
v Solicita una respuesta oficial a las observaciones realizadas a la propuesta.

v' Sefiala que la institucionalidad se contactara con las plantas de alimento en el menor
plazo posible.

v Solicita un ajuste a la carta Gantt considerando las observaciones de la propuesta y lo
acordado en las reuniones de coordinacién.

v' Sefiala que la contraparte técnica del proyecto por parte de SERNAPESCA seran los
profesionales Maria Eugenia Olguin y Diego Fernandez y por pate de SUBPESCA
Maureen Alcayaga.

e Intervencién de Maria Eugenia Olguin, Profesional SERNAPESCA

v' Sefiala que, en la reunién del 19 de mayo del presente, SERNAPESCA solicitd que antes
de que se comience con la toma de muestra, que CERES BCA desarrollo una evaluacion
de riesgo preliminar, que oriente la busqueda de los contaminantes.

v Solicité que se aclare cudl va a ser la funcidn de SERNAPESCA frente a los resultados
del laboratorio.

El Director Ejecutivo del FIPA, Sr. Rafael Hernandez responde que este tema sera aclarado por
la institucionalidad.

Al respecto, la Dra. San Martin recomienda que los resultados de esta investigacién podrian
servir para futuras medidas a considerar en las normativas.

Intervencién de Pablo Binelli Profesional del proyecto (CERES BCA)

a. Se compromete a entregar la primera parte del andlisis de riesgo dentro de los
primeros 15 dias de agosto, para discusidon interna, en el cual estara considerado la
toma de nuestras y el procesamiento de éstas en los laboratorios.

ACUERDOS:

> Las actas de las reuniones seran realizadas por la Dra. Betty San Martin.
» Lainstitucionalidad se contactara con las plantas de alimento a la mayor brevedad.
> La Dra. Betty San Martin enviara la carta Gantt modificada a mas tardar el 29 de julio.

> La Dra. Betty San Martin enviara la respuesta a las observaciones realizadas a la propuesta a
mas tardar el 29 de Julio.

> Pablo Binelli, profesional de CERES BCA, enviara la primera parte del anélisis de riesgo a mas
tardar el 15 de agosto, para discusion al interior del equipo ejecutor del proyecto (FAVET y
CERES BCA).
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ACTA REUNION DE COORDINACION

PROYECTO FIPA N°2021-40

EVALUACION DE LA CADENA PRODUCTIVA DEL SALMON PARA IDENTIFICAR POTENCIALES FUENTES
Y FACTORES DE RIESGO QUE PUEDAN RESULTAR EN LA PRESENCIA DE SUSTANCIAS NO
AUTORIZADAS POR EL SERVICIO OFICIAL EN MUSCULO DE SALMON

Viernes 25 de agosto 2023

Lugar: Zoom

Participantes:

Héctor Escobar Candia. Subdirector. Subdireccién de Inocuidad y Certificacion SERNAPESCA
Paulina Isler.  Profesional coordinacién SERNAPESCA

Carlos Navarro. Profesional Sanidad SERNAPESCA

Maureen Alcayaga. Profesional coordinacion SUBPESCA

Malu Zavando. Profesional coordinacién SUBPESCA

Javiera Cornejo. Responsable del proyecto FARMAVET- FAVET

Aldo Maddaleno. Investigador FARMAVET- FAVET

Ekaterina Pokrant. Investigador FARMAVET- FAVET

Marcelo Olivares. Profesional CERES BCA. Institucién subcontratada
Pablo Blnelli. Profesional CERES BCA. Institucién subcontratada
Camila Huidobro. Profesional CERES BCA. Institucién subcontratada
Gabriela Asenjo. Profesional CERES BCA. Institucién subcontratada

Tabla reunion: Presentacion resultados, conclusiones y recomendaciones del Proyecto FIPA N° 2021-40

Desarrollo:

>

VVVYVYYVY

Presentacidn de cada uno de los participantes y objetivos de la reunion
Presentacidn del proyecto: Javiera Cornejo

Presentacidn resultados evaluacion de riesgo: Camila Huidobro
Presentacion resultados analisis de laboratorio: Ekaterina Pokrant
Presentacidn conclusiones y recomendaciones: Pablo Binelli

Consultas y discusion

Acuerdos

» Consultas y discusion:

o Se considera que los resultados obtenidos evidencian fallas importantes en los
sistemas de monitoreo de las empresas fabricantes de piensos para salmones.

o Existe coincidencia en que hay mucho por hacer en términos de auto control de la
industria del salmon, tanto de los productores de salmones como de los proveedores
criticos (fabricas de piensos).

o Se coincide en que es necesario avanzar en la coordinacion de los servicios publicos
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con responsabilidades en la aplicacién del Reglamento de Alimentos para Animales:
SAG y SERNAPESCA.
o Se acuerda fecha, contenidos y participantes del taller final de difusién del proyectos
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Universidad de Chile

;ifaVet

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias

CERTIFICADO DE ACTIVIDADES REALIZADAS

Nombre Profesional: Dra. Javiera Cornejo Kelly

Actividad Principal: Directora de Proyecto, profesional a cargo del desarrollo del proyecto

Profesion: M.V. PhD En Ciencias Silvoagropecuarias y Veterinarias. Universidad de Chile.

Proyecto: FIPA 2021-40 Evaluacién de la cadena productiva del salmén para identificar potenciales
fuentes y factores de riesgo que puedan resultar en la presencia de sustancias no autorizadas por el

servicio oficial en musculo de salmdn

Actividades realizadas

Horas Mensuales

Gestion directiva del proyecto

50

Supervisidn de correcto desarrollo de los objetivos 50
en el marco del proyecto

Participacion de reuniones con  actores del | 50
proyecto

Confeccion y aprobacién de informe de avance 50

JAVIERA Firmado

CORNEJOKELLY digitalmente
por JAVIERA
CORNEJO
KELLY

Fecha: 2023.01.30

15:17:07 -03'00'

Javiera Cornejo Kelly

M.V. PhD. Profesor asociado FAVET Directora

Proyecto FIPA 2021-40
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Universidad de Chile

lifaVet

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias

CERTIFICADO DE ACTIVIDADES REALIZADAS

Nombre Profesional: Dr. Jurij Mauricio Wacyk Gonzales

Actividad Principal: Investigador Facultad de Ciencias Agrondmicas Profesion:

Ingeniero Agronomo, MSc., PhD.

Proyecto: FIPA 2021-40 Evaluacidon de la cadena productiva del salmén para identificar potenciales
fuentes y factores de riesgo que puedan resultar en la presencia de sustancias no autorizadas por el

servicio oficial en musculo de salmdn

Actividades realizadas Horas Mensuales
Profesional a cargo de la supervision de la toma de muestras 34
de alimentos adecuados para la
ejecucion del proyecto
Interpretacion de los resultados obtenidos en los piensos en 34
cuanto a su aplicacion en la cadena
productiva
Entrega de  recomendaciones para posibles 34
mejoras de dietas de peces.

uricio WacykV Gonzédlez Ing.

0, MSc., PhD

Jurij
Agré

Investigador Facultad de Ciencias Agrondémicas
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Universidad de Chile

;;faVet

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias

CERTIFICADO DE ACTIVIDADES REALIZADAS

Nombre Profesional: Dra. Ekaterina Pokrant Huerta Actividad Principal:

Investigador FARMAVET- FAVET

Profesion: M.V. MSc. PhD en Ciencias Veterinarias y Pecuarias

Proyecto: FIPA 2021-40 Evaluacién de la cadena productiva del salmén para identificar potenciales
fuentes y factores de riesgo que puedan resultar en la presencia de sustancias no autorizadas por el

servicio oficial en musculo de salmdn

Actividades realizadas Horas Mensuales
Interpretacion y analisis cromatografico de los 16
resultados obtenidos

Analisis estadistico general 16
Confeccidn y revision de tablas y figuras 16
relacionadas a los resultados obtenidos y
analizados.

Identificacion de potenciales fuentes de riesgo que puedan llevar| 1¢
a la presencia de sustancias no

autorizadas en musculo de salmén.

Confeccion y revisién de informe técnico 16

Wérina Pokrant Huerta
.V. MSc. PhD

Investigadora FARMAVET- FAVET
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Universidad de Chile

~favet

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias

CERTIFICADO DE ACTIVIDADES REALIZADAS

Nombre Profesional: Roxana Andrea Payacan Campos Actividad

Principal: Gestion administrativa y financiera Profesién: MBA —

Ingeniera Comercial

Proyecto: FIPA 2021-40 Evaluacidn de la cadena productiva del salmén para identificar potenciales
fuentes y factores de riesgo que puedan resultar en la presencia de sustancias no autorizadas por el

servicio oficial en musculo de salmdn

Actividades realizadas Horas Mensuales

Seguimiento clausulas contractuales, tramitacion 30

garantias, pagos, cumplimiento de carta Gantt

Gestidn bancaria y administrativa para renovacion de 30
garantia que respalda el anticipo por

MS$50.000.-

Gestion de boletas de honorarios e informes para solicitar el 30

pago de los profesionales

Recoleccion de informe de HH de profesionales, con 30

descripcién de las actividades y horas
ejecutadas

Roxana Andrea
Payacan Campos
13.265.537-5

https://ceropapel.uchile.cl/validacion/verificador
CV: 63d7d8a7a942eb3f7f686354

Roxana Payacan Campos

B UNIVERSIDAD
30/01/2023 - 11:48 g'$ DE CHILE

ESTE DOCUMENTO CONTIENE FIRMA ELECTRONICA AVANZADA
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% Universidad de Chile

~favet

Facultad de Giencias Veterinarias y Pecuarias

CERTIFICADO DE ACTIVIDADES REALIZADAS

Nombre Profesional: Matias Ratl Maturana Medina

Actividad Principal: Extraccion de items de ensayo y andlisis cromatogréfico
mediante HPLC MS/MS.

Profesiéon: Médico Veterinario

Proyecto: FIPA 2021-40 Evaluacion de la cadena productiva del salmén para
identificar potenciales fuentes y factores de riesgo que puedan resultar en la
presencia de sustancias no autorizadas por el servicio oficial en musculo de
salmon

Actividades realizadas Horas Mensuales
Validacion de metodologia analitica. 30

Ampliacion de matrices de la metodologia | 30

analitica.

Extraccion, procesamiento y lectura de items de | 30

ensayo.

Andlisis y procesamiento de datos. 30
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10.10 Anexo 10. Taller Final

1) Objetivo

Difundir los resultados, conclusiones y recomendaciones del Proyecto FIPA 2021-40: Evaluacion
de la cadena productiva del salmoén para identificar potenciales fuentes y factores de riesgo que
puedan resultar en la presencia de sustancias no autorizadas por el servicio, con los representantes
de la industria salmonera nacional.

2) Fecha
Lunes 04 de septiembre 2023, de 10:00 a 12:00 hrs.

3) Metodologia
El taller tuvo una duracion de dos horas, en las que se presentaron los resultados y conclusiones de
la Evaluacion de Riesgos y, posteriormente las recomendaciones entregadas por el equipo. Esos

resultados fueron discutidos con los asistentes. La sesion se llevd a cabo virtualmente por la
plataforma Zoom. La jornada se dividié como se presenta a continuacion:

. Duracion
Items Responsable .
P (Minutos)
Presentacion de los participantes Marcelo Olivares 10
Presentacion del proyecto Javiera Cornejo 15
Presentacion metodologia y resultados . .
L. . Lo Camila Huidobro 15
evaluacion de riesgo
Presentacion metodologia y resultados Javiera Cornejo / Aldo
s . 25
analisis de laboratorio Maddaleno
Presentacion de recomendaciones Pablo Binelli 20
Consultas y discusion Marcelo Olivares (Moderador) 35
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s.cubtra.d

QfaVet

Universidad de Chile

TALLER DE DIFUSION

Proyecto FIPA 2021-40

“Evaluacion de la cadena productiva del salmoén para
identificar potenciales fuentes y factores de riesgo que
puedan resultar en la presencia de sustancias no autorizadas
por el Servicio”

Directora: Javiera Cornejo Kelly

Laboratorio Farmacologia Veterinaria (FARMAVET)
Universidad de Chile, Santiago, Chile

Septiembre, 2023

CERES

® o 0 0 0
SOLUCIONES EN SANIDAD, INOCUIDAD Y CALIDAD ALIMENTARIA

PROYECTO FIPA N°2021-40

Evaluacion de la cadena productiva del salmon para identificar potenciales fuentes y factores de riesgo que puedan
resultar en la presencia de sustancias no autorizadas por el servicio

Septiembre 2023
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Validacion de metodologias analiticas

Analisis de las muestras desde las

plantas de piensos para la busqueda
activa de colorantes no autorizados.
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: u t a d
fafavet
Universidad de Chile CERES

o o 0o 0 0
SOLUCIONES EN SANIDAD, INOCUIDAD Y CALIDAD ALIMENTARIA

PROYECTO FIPA N°2021-40

Evaluacion de la cadena productiva del salmon para identificar potenciales fuentes y factores de riesgo que puedan
resultar en la presencia de sustancias no autorizadas por el servicio

Septiembre 2023

e. Asistentes

e Industria: especialmente gremios, representantes de las empresas productoras de
alimentos y de las salmoneras.
e Autoridades: especialmente de SUBPESCA, SERNAPESCAY FIPA

Silvana Caceres sonia stolz
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