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RESUMEN

Se explica de manera tedrico — préctico la técnica para determinacion de residuos de
lactonas macrociclicas en muestras de carne bovino, obtenida de las reses sacrificadas. El
abuso o uso inadecuado de medicamentos en ganado, han provocado rechazo al querer
introducirlos a EEUU. De esta manera se asegura que el ganado destinado a sacrificio no
presente residuos de estos productos o bien que no sobre pase el limite maximo de residuos
aceptables para cada analito de interés, garantizando las exportaciones y la salud del
consumidor nacional e internacional. Para la obtencion de informacion fidedigna se realizo
una basqueda de bibliografia relevante al tema tales como tesis, manuales, revistas en linea,
blogs en linea, articulos cientificos, entrevistas a personas calificadas en el tema y ademas
la oportunidad de un entrenamiento en dicha técnica en el Laboratorio Novaterra en el area
de Residuos y posteriormente experiencia laboral; con la informacion recopilada y siendo
lo mas ilustrativo posibles, se abarca este procedimiento en siete unidades. Las muestras
son analizadas por HPLC (High Performance Liquid Chromatography) con deteccion de
fluorescencia para la cuantificacion de residuos. La ONA es encargada de acreditar los
laboratorio regidos por la Norma técnica nicaragliense 04 001 05 / 1ISO 17025, de esta
manera se da por entendido que el laboratorio y el personal como tal cuenta con las
condiciones idoneas para realizar dicho analisis; estimulando a dichos laboratorios a
adoptar practicas de pruebas y mediciones aceptadas internacionalmente, este enfoque
uniforme permite establecer acuerdos entre paises, basados en la aceptacion de su sistema
de acreditacion, de esta manera los laboratorios acreditados alcanzan un reconocimiento
internacional; permitiendo que los productos exportados sean aceptados méas facilmente en
los mercados extranjeros, reduciendo costos para el exportador como para el importador, ya
que se elimina la necesidad de que requieran pruebas en otro pais.

Palabras claves: Manual, HPLC, Lactonas Macrociclicas, Bovino.
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l. INTRODUCCION

La ganaderia vacuna constituye una de las actividades econémicas més relevante en
Nicaragua por su participacion en el producto interno bruto como en las exportaciones. La
produccién de carne y leche se realiza bajos sistemas de doble proposito; sin embargo se
debe mejorar principalmente aspectos regulatorios y el suministro de una informacién
adecuada que oriente al sector pecuario a mejorar sus niveles de competitividad y conozca
su grado de desempefio. (Pérez et al., 2006)

En el afio 2013 inspectores estadounidenses detectaron trazas de ivermectina en un
embarque enviado a ese pais; pudiendo causar el cierre de hasta tres meses al producto
Nicaragliense causando dafios econdémicos, quedando sélo en el compromiso de aplicar
medidas para asegurarse que la carne enviada a ese pais estaria libre de antiparasitarios.
(Olivares, 2013)

Nicaragua recibi6 la advertencia estadounidense y se publico el Acuerdo Ministerial 004-
2013, en el que el titular del MAGFOR, Ariel Bucardo (titular de Ministerio Agropecuario
y forestal 2013), Ordeno suspender el registro sanitario, la refrenda o renovacion,
fabricacion, importacién, comercializacion y el uso de ivermectina, abamectina y
doramectina en concentraciones mayores al 1%. Adicionalmente los mataderos deberian de
instalar y habilitar laboratorios para efectuar sus controles internos, ya que el pais tenia que
asegurarse de no cometer el mismo error dos veces. (Olivares, 2013)

La prevencion de residuos en el area de inocuidad de carnes es un factor fundamental en
cualquier estrategia a desarrollar para asegurar la salud de los consumidores, junto con
otros importantes componentes del sistema (monitoreo, vigilancia, control antes del
sacrificio). Existen medidas efectivas en el campo para prevenir o reducir el peligro de
residuos en carne a niveles aceptables, como pueden ser las buenas practicas de manejo de
productos veterinarios, las buenas practicas agricolas, el sentido comun de esperar la
excrecion del antiparésitario del cuerpo del animal. (Rovira, 2010)

Todos los antiparasitarios dejan residuos en el animal tratado, aplicandose ya sea de manera
externa o interna. Lo que varia en cada producto, es la cantidad de residuos, los 6rganos
donde se depositan (musculo, grasa, higado, piel, etc.) y cuanto tiempo tardan en
desaparecer tras la aplicacion del producto (Junquera, 2015).

Si el Limite Maximo de Residuos no se supera inmediatamente tras la administracion del
producto, la carne se puede consumir inmediatamente tras su administracion. Por lo tanto,
un tiempo de espera igual a cero no significa que el producto no deja ningun residuo, sino
que tales residuos estan por debajo del LMR autorizado (Junquera, 2015).



Como residuo se entiende todos aquellos principios activos y/o sus productos de
degradacion presentes en los tejidos o visceras de origen animal, los cuales han sido
originados por tratamientos previos de los animales con sustancias quimicas (medicamentos
veterinarios, aditivos alimentarios) o bien por la presencia de estos compuestos en el medio
ambiente (plaguicidas, herbicidas, metales pesados) (Rovira, 2010).

Los residuos de medicamentos de origen veterinario, son consecuencia del empleo de
medicamentos (antiparasitarios, antibacterianos) para la prevencion y control de
enfermedades en ganado. Es poco probable encontrar casos de intoxicacion aguda en
humanos debido a la ingestion de carne con residuos de drogas veterinarias, ya que dicho
residuo, en caso de estar presente, generalmente se encuentra en bajas concentraciones
(Rovira, 2010).

Si bien muchos factores contribuyen al problema de residuos de medicamentos de origen
veterinario en carnes, como por ejemplo pobre registro de los tratamientos y/o fallas en la
identificacion de los animales tratados. Esto ocurre principalmente cuando no se respetan
los periodos de espera previo al envio a faena de los animales, asi como cuando la droga se
utiliza de una manera no especificada en la etiqueta en donde el tiempo de espera se
desconoce (en diferente especie animal, con dosis mayores, utilizando diferente ruta de
administracion, con mayor frecuencia del tratamiento) (Rovira, 2010).

Al igual que con el resto de los medicamentos veterinarios, es fundamental respetar el
tiempo de espera en caso de enviar animales a frigorifico (tiempo en el cual la
concentracion del producto activo o metabolito en carne disminuyen por debajo del limite
maximo de residuo) (Rovira, 2010).

El analisis cromatogréfico responde a estas exigencias, como técnica de confirmacion se
utiliza cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) la cual brinda informacion quimica
del analito; permitiendo separar fisicamente los distintos componentes de una solucién por
la adsorcion selectiva de los constituyentes de una mezcla; por ende es una herramienta
confiable.

El presente trabajo tiene como objetivo ser una herramienta practica para profesionales y
futuros médicos veterinarios, ingenieros en alimentos, ingenieros industriales y quimicos
brindando informacién sobre la técnica cromatografica liquida y su aplicacion en
identificacion de residuos de lactonas macrociclicas en productos de origen animal
garantizando la salud publica e inocuidad de los alimentos y por ende ayudando al
desarrollo econémico del pais.



I1. OBJETIVOS
Objetivo General

* Elaborar un manual de la técnica HPLC para determinacion de residuos de lactonas
macrociclicas en musculo, dirigida a estudiantes y profesionales de la carrera de Medicina
Veterinaria, ingenieros en alimentos, ingenieros industriales y quimicos que estén
laborando en el &mbito pecuario.

Objetivos Especificos

» Explicar la metodologia de la Preparacion de estandares y soluciones a utilizar en el
proceso de la determinacion de residuos.

* Detallar el procedimiento para determinacién de lactonas macrociclicas en musculo
bovino.



Unidad I. Generalidades

Se pondré al tanto en qué consiste la cromatografia liquida en fase reversa asi como su
avance como método analitico, también se mencionara los equipos, materiales y reactivos
utilizados para la técnica.

1.1 Cromatografia liquida (HPLC)

La cromatografia se ha convertido en un método analitico de primer orden para separar,
identificar y cuantificar los compuestos presentes en muestras liquidas (Caro, 2017).

Todas las formas de cromatografia de liquidos son procesos de migracion diferencial,
donde los componentes de la muestra son selectivamente retenidos por una fase
estacionaria y eluidos secuencialmente mediante el cambio de polaridad de la fase movil.
En la cromatografia de fase reversa (RPC) se utiliza un empaque hidrofébico, usualmente
un grupo funcional octadecilo u octilo y una fase mavil polar (Soto y Guadarrama, 2004).

1.2 Desarrollo de la cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa

En los inicios de la cromatografia de liquidos se utilizaban columnas de vidrio con
diametros de 1 a 5 cm y longitudes de 50 a 500 cm. En este tipo de columnas realizd sus
trabajos el botanico ruso Mikhail Tswett en 1906. El empled esta técnica para separar
varios pigmentos vegetales, que aparecian como bandas coloreadas en la columna. El
relleno de las columnas consistia en particulas de 150 a 200 micras de diametro. Mas tarde
se encontrd que se podia aumentar la eficiencia disminuyendo el tamafio de las particulas
de los rellenos. A finales de los afios sesenta se logrd desarrollar la tecnologia adecuada
para producir y utilizar particulas del orden de 3 a 10 micras. A esta nueva forma de
cromatografia se le llam6 cromatografia de liquidos de alta resolucion, HPLC por sus siglas
en inglés (High Performance Liquid Chromatography) (Soto y Guadarrama, 2004).

El sistema cromatografico de fase reversa fue introducido por Howard y Marlin en 1950.
Hasta ese momento, la cromatografia de liquidos se utilizaba basicamente para separar
compuestos polares, siendo la fase estacionaria de un caracter altamente polar y la fase
movil poco polar. Estos cientificos revirtieron la polaridad de las fases con el objetivo de
separar acidos grasos. Asi fue cémo surgi6 la cromatografia de fase reversa; aquella en la
que la fase estacionaria es no polar y la fase mdvil es polar. Entonces, a la primera
modalidad de cromatografia se le empez6 a conocer como cromatografia de fase normal
(Soto y Guadarrama, 2004).



1.3 Instrumentacion general del Cromatografo liquido en fase reversa

Figura 1. Representacion de los elementos que integra un Cromatografo
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Figura |- Esquema de un cromatografo de lgquidos

Fuente: Ayora, 2006

1.3.1 Los elementos indispensables en cualquier Cromatégrafo HPLC

1) Sistema de suministro de fase movil

Los equipos HPLC incluyen un sistema de bombeo de fase mdvil de alta presién para
forzar el paso de la fase movil a través de la columna. Existen diferentes tipos de bombas
de alta presion con distintas caracteristicas, las méas frecuentes en fase reversa son bombas
de piston (Ayora, 2006).

La fase movil puede trabajarse en dos modalidades:

a) Isocratica: la preparacion de la fase movil permanece constante durante la separacion;
utilizada en fase reversa, evitando cambios de presion (Ayora, 2006).

b) En gradiente: la composicion se va modificando durante la separacion. Para trabajar en
esta modalidad el equipo debe contar con un sistema de programacion de gradiente, que
permita la mezcla de solventes en distintas porciones durante la separacion (Ayora, 2006).

2) Sistema de inyeccion de muestra

La inyeccion de un volumen preciso de muestra a la entrada de la columna en un corto
periodo de tiempo, los volumenes son unos pocos microlitros. El sistema mas utilizado son
valvulas rotatorias de altas presion, la cual se pueden encontrar en dos posiciones (Ayora,
2006).



Primero en la posicion de llenado en donde la bomba y la columna estan comunicadas y la
muestra se introduce a presion atmosférica con ayuda de una jeringa en un pequefio
depdsito tubular llamado bucle, este se puede escoger de diferente volumen siendo de 5 a
500uL. En la posicion de inyeccion gracias a la rotacion de la valvula, la muestra es
arrastrada gracias al flujo de la fase mdvil e introducida en la columna (Ayora, 2006).

3) Columnas cromatografia
Son tubos de acero que miden entre 3 y 30 cm de longitud. Su didmetro entre 2 y 5mm. Se
emplean dos tipos de rellenos:

a) Relleno pelicular: bolitas de vidrio o polimeros no porosas de didmetro entre 30 a 40
pm, sobre su superficie una capa delgada de particulas pequefias (2-5 pum) de gel de silice,
alimina o un cambiador idnico que actia como fase estacionaria. Si la fase estacionaria es
liquida se forma una fina pelicula de liquido sobre las esferas no porosas (Ayora, 2006).

b) Particulas porosas: microparticulas porosas de tamafio entre 3- 10 um de silice,
alimina o un cambiador i6nico, que actuan como fase estacionaria poseen una cadena larga
C18 de hidrocarburos que ayudan a una mejor retencion de los analitos. También puede
recubrirse de peliculas orgéanicas liquidas por adsorcion (Ayora, 2006). Este relleno es
utilizado en la determinacién de residuos de antiparasitarios.

Para alargar la vida de columna, se utilizan pre-columnas que estas retienen las impurezas
de las muestras que perjudicaria la columna; el relleno de la pre-columna es similar al de la
columna pero con mayor tamafio de particulas (Ayora, 2006).

4) Detector

El detector se coloca en el extremo final de la columna, y la sefial se transforma en una
gréfica en funcion del tiempo denominada cromatograma, La cromatografia cuantitativa se
basa en una comparacion de la altura o del area del pico de un analito con el de uno o0 méas
estandares. Ambos parametros varian linealmente con la concentracion. La cromatografia
cualitativa se basa en la comparacién de la posicion de los picos (tiempos determinados de
retencion) con cromatogramas estandares (Ayora, 2006).

Un detector ideal en HPLC debe ser sensible a pequefias concentraciones de analito, tener
poco ruido de fondo y ser estable en el tiempo que dura el cromatograma (Ayora, 2006).



Algunos detectores mas usados son:

a)

b)

d)

Detectores espectrofotométricos: miden la absorbancia a una o varias longitudes
de onda en el ultravioleta o en el visible. La fase mdvil no debe ser muy absorbente;
este detector puede emplearse con gradiente si se utilizan disolventes no
absorbentes (Ayora, 2006).

Detectores de fluorescencia: miden la emision fluorescente por parte de los
analitos. Es un detector muy sensible, solo aplicable a compuestos fluorescente. Su
campo de aplicacion se amplia mediante reacciones de compuestos fluorescentes en
el sistema cromatografico mediante un reactor situado antes o después de la
columna de separacion (Ayora, 2006). Es utilizado en la deteccion de residuos
antiparasitarios debido a su irradiacion fluorescente.

Detectores electroquimicos: se basan en métodos electroanaliticos; detectan
compuestos electroactivos, es decir susceptibles a sufrir reacciones de oxidacién o
reduccion (Ayora, 2006)

Detectores refractométricos: cambios de indice de refraccion de la fase mévil por
la presencia de un soluto. Su funcionamiento se basa cuando un haz de luz pasa a
través de una celda que esta dividida en dos compartimientos; si no esta eluyendo
ningun soluto el indice de refraccion de los liquidos contenidos es igual y el haz no
se desplaza, sin embargo si algun componente es eluido el haz se desplaza,
provocando una sefial proporcional a la concentracion del soluto. No se utiliza en
gradiente y es més sensible a los cambios de temperatura (Ayora, 2006).

1.4 Cromatografia de particion

La cromatografia de particion en fase inversa es la mas utilizada de todas las técnicas
HPLC, pues las fases moviles polares permiten separar una amplia variedad de compuestos
de interés bioquimico, farmacoldgico o quimico. La fase estacionaria es liquida, es
necesario ligarla o embeberla sobre particulas inertes (generalmente de silice) para que
permanezca fija en la columna. Hoy en dia los grupos funcionales se fijan mediante enlace
quimico a las particulas de relleno, lo que permite a la fase estacionaria resistir las altas
presiones aplicadas en HPLC (Alzate, 2014).

Suele hablarse de dos tipos de cromatografia de particion:

a) Cromatografia en fase normal: emplea fase estacionaria polar y la mévil es poco polar
(Ayora, 2006).



b) Cromatografia en fase inversa: la fase estacionaria es apolar y la mavil es polar, en ella
los compuestos polares son eluidos més rapidos que los apolares. Actualmente es la mas

utilizada (Ayora, 2006).

1.5 Los componentes del cromatogréafo

Figura 2. Componentes del cromatdgrafo.
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Multiple component
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~
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Mass spectrometer
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other ion traps, etc.

LC-MS
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|
I

High perfromance liquid HPLC
chromatography (HPLC) device Column

Interface +
MS lon source

Chromatogram +
mass spectrum analysis

Fuente: Ayora et al., 2006

1.5.1 Componentes del hardware del sistema cromatografo

Tabla 1. Hardware del

Bomba Cuaternaria

cromatografo.

Proveer de solvente al sistema, consta de
una cabina, un desgasificador al vacio y un
gradiente multicanal

Inyector automatico

Inyectar los items a la columna

Compartimiento de la
columna

Calentar la columna analitica para lograr
reproducibilidad en los tiempos de
retencion

Detector de longitud de
onda variable

Detectar analito separado una vez que sale
de la columna
*No empleado en deteccién de
antiparasitarios

Detector de fluorescencia

Detectar analito separado una vez que sale
de la columna

Fuente: Empresa Carnica Novaterra S.A (2017)




1.5.2 Componentes del software del sistema cromatogréafico

Tabla 2. Software del cromatdgrafo y la funcién de cada uno

# de componente Nombre Funcién
Mediante el cual se acondiciona el equipo
1 LC1260 Online y Se opera para obtener datos
2 LC1260 Offline Dar tratamiento de los datos obtenidos
3 OpenLAB control panel Control general del equipo

Fuente: Empresa Céarnica Novaterra S.A (2017)

De acuerdo a instructivo gestion del cromatografo liquido (Orochena et al., 2017) la
columna analitica y pre columna no estan declaradas como un maédulo del equipo, pero son
de importancia para el equipo por las siguientes razones:

Columna Analitica: Es el corazon de la cromatografia, es el lugar donde se da la separacion
de los componentes de la mezcla

Pre columna: Aumenta la vida y prestaciones de la columna analitica debido a que la
protege de la contaminacion proveniente de las muestras, solventes o de la matriz.

1.6 Descripcién de los antiparasitarios a determinar en tejido bovino por
cromatografia liquida de alta resolucion en fase HPLC. RP

Los analitos son determinados por la formacion de sus derivados fluorescentes por
derivatizacion de N-metilimidazol y anhidrido trifluoroacético (Orochena, et al., 2017)

Las avermectinas (Doramectina e lvermectinas) y milbemicina (Moxidectina) son potentes
antihelminticos usados en animales destinados para la produccion de alimentos, .con el fin
de controlar infecciones parasitarias. Estos 3 compuestos son extraidos del tejido por el
solvente acetonitrilo; las sustancias extrafias son removidas por la alimina (CLG-AVR.04.
2011).

Las avermectinas son producto de la fermentacion de Streptomyces avermitilis las cuales
genera ocho avermectinas diferentes, las mezclas de estas genera la Abamectina,
Doramectina, Ivermectina y Selamectina (Orochena. et al., 2017).

La Moxidectina quimicamente es un derivado de la milbemicinas, que se obtiene de la
fermentacion de Streptomyces cyaneogriseus (Orochena et al., 2017).




Figura 3. Presentacion quimica de analitos de interés y formacion de sus derivados
fluorescentes.

Hax

Ha
H o, Doramectin

HJ "ﬂh.od""

Doramectin Derivative
Hx
Ivermectin

R = C:Hs for H:Bwm
R = CHs for HzBuw

Ivermectin Derivative Haz

R = CzHs for HeBu
R = CH: for HeBwe

Fuente: CLG-AVR.04. (2011)
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1.7 Equipos, materiales, cristaleria y reactivos a utilizar en la técnica determinacion
de residuos de antiparasitarios en tejido de bovino en HPLC

1.7.1 Equipos.
1- Molino
2- Balanza

3- Centrifuga

4- Dispensador de solventes
5- N- evaporador

6- Vortex

7- Cromatogréfo agilent 1260

1.7.2 Materiales.

1- Columnas, espatulas y pinzas

2- Tubos conicos de 50ml de polipropileno
3- Tape y marcador para rotular

4- Micropipetas

1.7.2.1 Consumibles

1- Algodon

2- Guantes de Nitrilo

3- Bolsas plasticas

4- Puntas de 200ul con filtro para dispensar derivatizantes

5- Puntas de 200ul sin filtro para dispensar estandar interno y externo
6- Puntas de 1000ul para adicionar acetonitrilo a columnas y a tubos

1.7.3 Cristaleria.

1- Tubos de ensayo de 34 ml para contener eluido
Viales de 2 ml para contener eluido

Matraz contiene alimina

Beaker para pesar

Balon 250 ml preparacion de solucion de trabajo
Balon 50 ml preparacion solucion de stock

N
1

3
4
5
6
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1.7.4 Reactivos y soluciones.

1-  Acetonitrilo grado HPLC

2- Agua grado HPLC

3- Metanol grado HPLC

4- Alumina neutral, grado actividad 1
5- Anhidrido trifluroacetico pureza > 99
6- N- metilimidazol pureza > 99

1.7.4.1 Soluciones
1- Solucién stock

2- Estandar interno
3- Estandar externo
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Unidad Il. Uso de los equipos, materiales y preparacion de soluciones

En esta unidad se detallard cada uno de los equipos y su manipulacion para el desarrollo de
la técnica, la preparacion de cada una de las soluciones, siendo lo més ilustrativo posible.

2.1 Equipos

2.1.1 Molino
Es empleado para la homogenizacion de las muestras carnicas.

Figura 4. Molino Retsch

Fuente: Autoria propia (2017)

Bésicamente el molino se programa para la molienda, se deberd ajustar al tiempo y
velocidad, en este caso se utilizara 10 segundos a 2.000 rpm; todo ello observado en la
pantalla de visualizacion del equipo. De no quedar la muestra con una textura fina se le
puede dar una segunda molienda con el mismo o menor tiempo e igualmente reduciendo o
maximizando su velocidad, asegurando la extraccion adecuada del analito.

Para su utilizacion se debe

v Encender el interruptor On / Off

v" Colocar el cilindro de cuchillas dentro del recipiente de molienda

v Se procede afiadir los trozos de carne ya cortados y sin tejido conectivo
v Colocar la tapa y poner el recipiente en el aparato

v" Presionar el boton Start dandole inicio a la homogenizacion del item
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2.1.2 Balanza Electronica De Precision
Se utiliza para pesar la(s) muestra(s) una vez homogenizada.

Figura 5. Balanza A&D

Fuente: Autoria propia (2017)

Antes de iniciar a pesar debemos verificar que la balanza este nivelada, con esto
aseguramos que obtendremos el peso exacto para llevar a cabo la técnica, el peso con el que
se trabaja la muestra es de 2.5 + 0.2 en unidad de gramo observado en la pantalla.

v
v
v

Encendemos o apagamos presionando el botén On / Off

Programamos la unidad de pesado con la que trabajaremos (gr)

Se coloca un Beaker de pesaje con un tubo cénico de 50ml en el plato de la camara
de pesaje y se presiona el boton RE-ZERO para que la pantalla vuelva a quedar en
cero

Al tubo cénico poco a poco con una espatula se le agrega porciones de la muestra
homogenizada hasta llegar al peso indicado

Se retira el tubo y se repite el procedimiento las veces necesarias segun la cantidad
de muestras
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2.1.3 Centrifuga
Separa por fuerza rotatoria los componentes de una mezcla de diferentes densidades.

Figura 6. Centrifuga Megafuge

I

Fuente: Autoria Propia (2017)

Antes de iniciar cualquier corrida se debe asegurar que la centrifuga este limpia, no posea
ningun objeto que afecte el uso de la misma y sobre todo que este con una alimentacion de
energia, no se debe abrir la tapa en ninguna corrida; y para la técnica utilizamos 1500 rpm
en 3 minutos.

Se presiona el interruptor On / Off que se encuentra en la parte de atras del equipo
Se presiona el boton OPEN para abrir la puerta de la centrifuga

Se introduce los tubos conico la cantidad que quepan en el aparato

Se cierra la tapa, y se presiona Start

Abrimos la puerta hasta que la pantalla muestre RUN COMPLETED

Se retiran las muestras centrifugadas, se repite el proceso con muestras faltantes

LSRN NN NN
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2.1.4 Dispensador de solvente

Utilizado para almacenar y dosificar disolventes o reactivos agresivos, de una manera
rapida y segura.

Figura 7. Dispensador BRAND

Fuente: Autoria propia (2017)

Este tipo de dispensadores estdn hechos para adaptarlos al envase de los reactivos,
de esta manera su manipulacion es segura, ademas de evitar que se contaminen o
derramen accidentalmente.

v' Se ajusta el volumen deseado, girando la rosca en la parte de arriba,
observando el indicador digital

v" Se levanta el embolo flotante el cual contendra el volumen exacto de liquido

Se baja el embolo y por ende saldré el solvente por la valvula de expulsion

v’ Se subira y bajara el embolo, ajustando o no el volumen a utilizar y las veces
necesarias

(\
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2.1.5 N- Evaporador

Disefiado para evaporacion o concentracion de las muestras analiticas o bioldgicas, bajo
condiciones controladas.

Figura 8. N-Evaporador Organomation Associates

Fuente: Autoria propia (2017)

Para que la(s) muestra(s) se evaporen o se concentre el analito a estudiar, se debe
condicionar a un flujo de nitr6geno continuo a la misma vez que se encuentra en bafio
maria. La Temperatura del bafio maria debe ser 65°C + 5, encendiendo el aparato una hora
antes de su uso y el flujo de nitrégeno regulado en el medidor de corriente del gas para
todas las muestras a la vez.

v" Se mueve la palanca para la opcién On / Off

Asegurarse que el agua destilada caliente esté 0.5” del borde del bafio maria

Ajustar termostato a la temperatura deseada

Rellenar con agua destilada caliente cada vez que sea necesario

Colocar los tubos en el porta muestra con su respectiva aguja que filtra el gas hacia
el interior del tubo

Abrir la valvula para cada muestra y la valvula del medidor de corriente

ASANENIEN

<
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Colocar la aguja a una distancia de 0.6mm sobre la superficie de la solucion,
evitando salpicaduras

Continuar la evaporacion hasta que la muestra en el tubo esté seca

Cerrar la valvula de medidor de corriente y de cada aguja

Retirar los tubos y agujas

Limpiar las agujas

Apagar la fuente del nitrégeno y del bafio

CORRS

2.1.6 Vortex

Dispositivo que se utiliza para mezclar liquidos, debido a la agitacion del tubo

Figura 9. Vortex VWR

Fuente: Autoria propia (2017)

En la parte delantera del aparato, contiene un botén para encender o apagarlo, el cabezal o
goma empieza hacer movimientos circular rapidamente, transmitiéndose el movimiento al
interior del tubo produciéndose un vértice. Contiene un regulador de la velocidad, en este
caso utilizar la velocidad maxima.

v Posicionar el Vortex en una superficie segura y encenderlo para que inicie su
funcionamiento

v" Presionar firmemente el tubo verticalmente sobre el cabezal de agitacion

Mantener el tubo durante treinta segundos y retirar

Apagar el Vortex y limpiarlo al terminar su uso con un pafio limpio, impregnado de

alcohol

ANERN
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2.1.7

Cromatografo liquido HPLC

Es utilizado en técnicas analiticas, para separar los componentes de una mezcla

Figura 10. Cromatdgrafo Liquido Agilent 1260

Fuente: Autoria propia (2017)

Antes de empezar el analisis de las muestras, se debe hacer una corrida con la “curva de
calibracion” esta no es mas que una corrida de rutina para integracion y calibracion del
equipo, por ende obtener resultados de las muestras; se debera filtrar al vacio el volumen
total de solventes (agua y metanol) a utilizar en el dia, esté compondré la fase mévil del
procedimiento analitico.

v

v

<\

Encender cada componente del sistema Hardware y del software del
cromatdgrafo

Se debe filtrar la fase maévil y purgar el interior del equipo con la misma, antes
de iniciar el procedimiento

Posicionar la curva de calibracién y las muestras e iniciar la corrida de las
mismas

Verificar los resultados de la curva de calibracién

Guardar los resultados en el software del equipo

Verificar los resultados de las muestras para saber si se han pasado o no de los
limites permisibles en caso de tener residuos y que los picos estén bien
formados

Guardar los resultados en el software del equipo

Una vez terminada la faena, volver a purgar con la fase movil y apagar el
aparato

19



2.2 Materiales

Tabla 3. Materiales a usar en la técnica

Reutilizables Funcion Consumibles Funcién
Se le agrega a las columnas
Columnas Se utilizan para filtrar Algodon desechables para retener alimina
Desechables el eluido de las ayudando a filtrar, evitando que
muestras y matriz de la suciedad o trozos de carne pasen a
curva una vez los tubos de ensayo cuando esté
centrifugadas pasando el eluido
Se deposita el musculo para
Espatula Para tomar porciones Bolsas almacenar en el congelador con su
de carne molida para Plasticas respectiva identificacién, en caso de
Su pesaje repetir anlisis
Tubos conicos Donde se afiade Puntas Utilizadas para adicionar
de 50ml de musculo molido con plasticas derivatizantes y soluciones a las

polipropileno

peso deseado para
agregarle solventes y
soluciones para luego
ser vorteado y
centrifugado

desechables

muestras y estandares

Tapey Utilizados en tubos Jeringas jeringas con el filtro para recolectar

marcador conicos y de ensayo descartables el eluido de muestra y estandares

para identificar cada de 3mly derivatizados del tubo de ensayo para
muestra filtros de pasarlo a los viales
jeringas de
0.22um

Se agrega a la columna | Guantes de Se usa durante toda la técnica, de

Aldmina que contiene algodon nitrilo esta manera tenemos un aislante de

para filtrar eluido de
muestras y estandares

las salpicaduras de
reactivos/soluciones

Micropipetas

Empleado para
succionar y transferir
pequefios volumenes

de reactivos y

soluciones

Fuente: Empresa Carnica Novaterra S.A (2017)
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2.3 Cristaleria

Tabla 4.Cristaleria a utilizar en la técnica

Instrumental

Funcién

Tubo de ensayo 34 ml

Se recolecta el eluido de muestras y estandares

Viales de 2 ml Contiene la muestra/estandares derivatizada para
ser analizada en el Cromatogréafo liquido

Matraz Donde se almacena alimina para ser utilizada en

la filtracion

Beaker 50ml Util para colocar los tubos conicos para el pesaje

de muestras y matriz (musculo molido)
Balon 250 mi Se prepara la solucion de trabajo (estandar
externo/interno)
Balon 50ml Se prepara la solucion de stock (Solucion madre)

Fuente: Empresa Cérnica Novaterra S.A (2017)
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2.4 Reactivos y soluciones

Tabla 5. Reactivos y soluciones usados en la técnica

Solventes y/o soluciones Funcién

Acetonitrilo HPLC Disolvente utilizado para extraccion de
residuos de antiparasitarios en analisis de
muestras y curva

Agua HPLC Disolvente ayuda a la separacion de los
compuestos, usado como fase movil

Metanol HPLC Solvente que se utiliza como fase movil

AlUumina neutral, grado actividad 1 Se desactiva la alumina al 12%, y se utiliza
para la filtracion del eluido centrifugado

Estandar Interno Estandar de abamectina de 500PPB, utilizado
para adicionarse a las muestras y curva para su
analisis
Estandar Externo Estandar de Doramectina, Ivermectina y

Moxidectina de 500PPB que se le adiciona a la
curva de calibracion

N- metilimidazol pureza > 99 Derivatizante, modifica la estructura quimica
de los compuestos permitiendo su deteccion ,
obteniendo un producto fluorescente

Anhidrido trifluroacetico pureza > 99 Derivatizante, modifica la estructura quimica
de los compuestos permitiendo su deteccion,
obteniendo un producto fluorescente

Fuente: Empresa Cérnica Novaterra S.A (2017)
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2.5 preparacion de reactivos y soluciones

Tabla 6.Preparacion de Reactivos y soluciones

Reactivos / Solucion Preparacion Observacion
AlUmina neutral al Secarla por 24 horas antes de su uso (135 + | Almacenar
12% 5°C). alumina
Llevarla al desecador por 2 horas. desactivada en un
Preparar la alimina desactivada al 12% de | recipiente
la siguiente manera hermetico a
Para Preparar 200gr: temperatura
Pesar 176gr de alimina seca ambiente y usar
Adicionar 24ml de agua destilada/ |UN@ ~ Semana
desionizada despues
Mezcle manualmente hasta  que
desaparezcan grumos visibles
Adicionar 1:1 de anhidrido trifluoroacético | Para evitar que se
Anhidrido a acetonitrilo evapore Se
trifluoroacético/ Para preparar 10 ml: almacena la
Acetonitrilo 1. Se toman 5 ml de trifluoroacético en | solucion en
tubo de ensayo desecador 0

2. Se le adiciona 5 ml de acetonitrilo
3. Se mezcla en el Vortex

refrigeracion
alargando su vida
atil

N-Metilimidazole/
Acetonitrilo

Agregar 1:1 de N-metilimidazole a

acetonitrilo

Para preparar 10ml:

1. 5 ml de N-metilimidazole en un tubo
de ensayo

2. Adicionarle 5 ml de acetonitrilo

3. Se mezcla en Vortex

Para evitar que se

evapore se
almacena la
solucion en
desecador 0

refrigeracion
alargando su vida
atil

Fuente: CLG-AVR.04. (2011)
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2.5 Preparacion de estandares

Estandares utilizar en: “Determinacion de residuos de lactonas macrociclicas en musculo
bovino por cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa HPLC. RP”

2.5.1 Solucion de stock

Solucion stock o solucion madre, de esta parte las disoluciones para preparar el estandar
interno y externo; equivalente a 125 + 1ug/ml en 100 ml aproximadamente de acetonitrilo.

Tabla 7.Preparacion de solucion de stock

Nombre del estandar Forma de preparacion Observacion
1- Pesar 0.0129 gramos de abamectina

Estandar de Abamectina 2- Adicionarlos a un beaker de 100ml que Equivalente a

contenga 30ml aproximadamente de 125,000PPB

acetonitrilo grado HPLC
3- Agitar el beaker para disolver el estandar
4-  Aforar con acetonitrilo

1- Pesar 0.0132 gramos de Doramectina

Estandar de Doramectina 2- Adicionarlos a un beaker de 100ml que Equivalente a
contenga 30ml aproximadamente de 125,000PPB
acetonitrilo grado HPLC

3- Agitar el beaker para disolver el estandar

4-  Aforar con acetonitrilo

1- Pesar 0.0129 gramos de Ivermectina

Estandar de lvermectina 2- Adicionarlos a un beaker de 100ml que Equivalente a
contenga 30ml aproximadamente de 125,000PPB
acetonitrilo grado HPLC

3- Agitar el beaker para disolver el estandar

4-  Aforar con acetonitrilo

1- Pesar 0.0142 gramos de Moxidectina

Estandar de Moxidectina 2- Adicionarlos a un beaker de 100ml que Equivalente a
contenga 30ml aproximadamente de 125,000PPB
acetonitrilo grado HPLC

3- Agitar el beaker para disolver el estandar

4- Aforar con acetonitrilo

Fuente: Empresa Carnica Novaterra S.A (2017)
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2.5.2 Solucion de trabajo (Estandares externos)

Estandar de Doramectina, Ivermectina y Moxidectina al 0.5ug/ml, equivalente a
500PPB, se hace una dilucion de 1:250 a partir de la solucién (125 £1 pg/ml)

Agregar 1ml de cada estandar de la solucion de stock a un frasco volumétrico de 250ml
y luego aforar con acetonitrilo HPLC, mezclar.

2.5.3 Solucion estandar de abamectina (Estandar Interno)

Estdndar de abamectina al 0.5ug/ml, equivalente a 500PPB, se hace una dilucion de
1:250 a partir de la solucién al (125 £1 pg/ml)

Agregar 1ml del estandar de abamectina de la solucion de stock a un frasco volumétrico
de 250ml y luego aforar con acetonitrilo HPLC, mezclar.

2.6 Almacenamiento de las soluciones:

Se debe almacenar la solucién de stock a una Temperatura de <-10° C

Almacenar solucion de trabajo y de abamectina a temperatura ambiente o refrigerada a
<-10°C

En esas condiciones la vida atil de la solucion de stock es de 1 afio y de solucién de
fortificacion 90 dias.
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Unidad I11. Procedimiento para la determinacion de residuos de lactonas
macrociclicas en musculo de bovino por cromatografia liquida de alta
resolucién en fase reversa HPLC.RP

Se explicara cada paso del procedimiento analitico de la(s) muestra(s), curva de calibracion
y muestras control.

Homogenizacion
y pesaje de
Item(s)

Fortificacion y Evaporacion de
extraccion item(s)

Inyeccion Derivatizacion

3.1 Recepcidn de la muestra:

Muestra: Mdsculo

Especie: Bovina

Porcion de la muestra: minimo 150 gramos

Almacenamiento de muestra: congelada, vida Util de 6 meses
Analista: encargado de recepcionar muestras

3.2 Conjunto de muestras:

Muestras carnicas

Curva de estandares externos (0, 7.5, 15, 30 y 60 PPB)
Muestras control (Recobro y Check)

Blanco matriz

Blanco Reactivo

3.3 Preparacion de muestras:

Recepcionar la muestra, cortarla en trozos eliminandole el tejido conectivo o graso
antes de homogenizar.

Colocar en los tubos conicos y de ensayo la ID (identificacion) correspondiente
Verificar la temperatura del N- evaporador

Verificar la presién de cromatografo

Usar medidas de seguridad al manipular reactivos.
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3.4 Procedimiento analitico (Extraccion de analito(s) de la Muestra(s)

Pesar 2.5 + 0.2 gramos del tejido molido en un tubo conico de 50ml de
polipropileno para centrifugar

Fortificar 150 pul (30 PPB) del estdndar interno abamectina (500 PPB)

Adicionar 8 ml de acetonitrilo HPLC

Mezclar en el Vortex durante 30 segundos

Centrifugar durante 3 minutos a 1500rpm

Verter el eluyente de acetonitrilo a través de la columna desechable que contiene
2.0 £ 0.2 g alumina desactivada y colecte el eluato en un tubo de ensayo

Repetir la extraccion de la misma muestra, adicionando los 8 ml de acetonitrilo,
centrifugar y decante combinando eluidos

Lavar la columna con 2 ml de acetonitrilo arrastrando el excedente

Recolectar el eluido

3.4.1 Extraccion curva de calibracion

1- Pesar 2.5 £ 0.2 gramos de tejido (Blanco matriz) dentro de un tubo conico de 50
ml para centrifuga

Fortificar 150 pl de estandar interno para cada nivel de la curva (Abamectina)
500 PPB

Fortificar con solucion de trabajo el volumen segin Estandar (Moxidectina,
Doramectina e ivermectina)

Adicionar 8ml de acetonitrilo

Mezclar en Vortex 30 segundos

Centrifugar durante 3 minutos a 1500rpm

verter el eluyente de acetonitrilo a través de la columna desechable con 2.0 + 0.2
g de alimina desactivada y colecte el eluato en un tubo de ensayo

Repetir la extraccion de la misma muestra, adicionando los 8 ml de acetonitrilo,
centrifugar y decante combinando eluidos

9- Lavar la columna con 2 ml de acetonitrilo arrastrando el excedente

10- Recolectar el eluido.

N
1

3

4
5
6

~
1

8

3.4.2 Extraccion muestra control y blancos

1- Pesar 2.5 + 0.2 gramos de tejido (Blanco matriz) dentro de tubo conico de 50
ml para centrifuga

2- Fortificar 150 pl del estandar interno (abamectina) 500 PPB; excepto al item
blanco matriz

3- Fortificar con solucién de trabajo; excepto al blanco matriz

4- Adicionar 8 ml de acetonitrilo

5- Mezclar en el Vortex 30 segundos

6- Centrifugar 3 minutos a 1500rpm
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7- Verter el eluyente de acetonitrilo a través de la columna desechable con 2.0
+ 0.2 g de alimina desactivada y colecte el eluato en un tubo de ensayo

8- Repetir la extraccion de la misma muestra, adicionando 8 ml de acetonitrilo,
centrifugue y decante combinando eluidos

9- Lavar la columna con 2 ml de acetonitrilo arrastrando el excedente

10- Recolectar el eluido

Nota: Es importante mencionar que durante la segunda extraccion, no debe
dejar que la alumina se seque, agregandole pequefios volimenes de acetonitrilo
de ser necesario (0.5ml)

Tabla 8. Fortificacion de curva de calibracién

Curva de calibracion

Nivel Concentracion PPB Estandar externo pL Estandar interno pL
1 0 0 150
2 7.5 37.5 150
3 15 75 150
4 30 150 150
5 60 300 150

Fuente: Empresa Carnica Novaterra S.A (2017)
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Tabla 9. Fortificacion de muestras control y blanco

Muestra control y Blanco

Muestra control y Blanco matriz

Estandar externo pL

Estandar interno pL

Check (Ck) | e 150
Recobro 75 150
Blanco matriz 0 0

Fuente: Empresa Cérnica Novaterra S.A (2017)

E.E de Check fortificado por otro analista en volumen de 0 a 300 pL.

3.4.3 Evaporacion de muestras, curva, muestra control y blanco matriz

1- El tubo de ensayo que contiene el eluato, transferirlo al N- Evaporador
2- Evaporar el acetonitrilo con una corriente suave de nitrdgeno seco mientras se
mantiene en bafio maria a 65 + 5° C, hasta observar que este seca la muestra.

3.4.4 Derivatizacion de muestras, curva, muestra control y blanco matriz

1- Reconstituir la muestra con 2 ml de acetonitrilo y vortear durante 30 segundos

2- Adicionar al eluato 200 + 10 pL del reactivo N- metilimidazole: Acetonitrilo
(1:1) vortear por 10 segundos

3- Adicionar 200 + 10 pL del reactivo Anhidrido trifluoroacético (1:1) y vortear

por 10 segundos

4- Derivatizar bajo campana de aire, con el respectivo equipo de proteccion
5- Dejar reposar las muestras por 15 minutos en obscuridad antes de andlisis HPLC

3.4.5 Inyeccion de muestras, curva, muestra control y blanco matriz

Después de derivatizada las muestras se recolecta empleando jeringa y filtro de 0.20
a 0.22 um pasando a viales, para asi dar inicio a la lectura en el HPLC.
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Unidad 1V. Acondicionamiento del equipo cromatégrafo liquido

Se hard mencion a cada pauta a seguir para que el equipo trabaje en las condiciones 6ptimas
previo a la inyeccion de las muestras y curva de calibracion.

4.1 Pasos para acondicionar el equipo previo a la lectura de Items
1- Filtrar al vacio la fase movil, para eliminar particulas en suspension de los solventes.
2- Rellenar los reservorios de la fase maévil en los siguientes volumenes:

- Aproximadamente 900ml de metanol

- Aproximadamente 300ml de agua

3- Encender los modulos de la siguiente manera:
- Bomba Cuaternaria.
- Inyector automatico.
- Compartimiento de la columna.
- Detector de longitud de onda variable.
- Detector de fluorescencia.

4.1.1 Gestién del software online

1- Ir a la aplicacion con nombre “LC 1260 Online” ubicada en el escritorio y
automaticamente se abrira una pantalla

2- Ingresar los datos y clave correspondiente del analista autorizado

3- Luego aparece una pantalla que indica los mddulos configurados para el equipo,
darle click en ok, para que se configure

Figura 11. Médulos del equipo
nsrumen Configurton: 1260 |

Configurable Modules Selected Modules

Agilent LC Modules and Systems AgiMyt LC Medules and Systems
&, Fraction Colector E Conﬁ::l‘:ﬁonm lumn Comp. [G1316A] (DEACN20060) |
L Fraction Colector Cluster @ sdhpler [G12298] (DEAAC18123)

i\’ Low Flow Fraction Collector Pump [G1311B] (DEAB707255)
> soroler () Filb [G13218] (DEABO03626)
@ HP Sampler
@ Low Flow Sampler
@ Low Fow HiP Sampler 15

_) [ OK ] \ Cancel | [ Help

Fuente: Autoria propia (2017).
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4- Aparecerad una pantalla con 3 opciones para cargar el método. Dar click en Upload

from instrument

Figura 12. Ultimo método seleccionado

Choose Method Load Option

Click to compare last selected method 'DEF_LC.M' with instrument settings.

< Download to instrument
Loads the last selected method to the instrument. The instrument settings will be
overwritten.

Upload from instrument
Loads the method settings from the instrument into the last selejted method. The last
selected method will be marked as modified.

< New method from instrument
Loads the method settings from the instrument into a newly created ChemStation method.

© Al modules are online.

Fuente: Autoria Propia (2017).

5- A continuacion se muestra la pantalla de inicio de la aplicacion
6- Proceder a encender los médulos pulsando sobre el botén On

7- Posicionarse en el modulo de la bomba y dar click derecho, apareciendo el menu de
opciones, para actualizar el nivel de relleno de los reservorios dar click en Bottle

fillings

Figura 13. Mddulos encendidos y rellenar reservorios.

V) Idle - O Q 0 Idle - Q O ] Idle - QO ONot Ready
= A £ 8 M

\f\&?s‘om ;?) 97,9 @

23.76 °C 24.58 °C

Not Ready - .i

Fuente: Autoria propia (2017).
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8- Aparecerd una pantalla nueva, actualizar la fase movil modificando el volumen

previamente filtrado y dar click en Ok

9- Los iconos de relleno de la botella aumentara, indicando que se actualizo el

volumen de la misma
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. Reservorios agua (A) y metanol (B).

Figura 14
‘dl Bottle Fillings s |[@]=
Solvent Botile
Fillings
Actual Volume Total Vidlume
A 029 . liter 100 o liter
B 050 & liter 100 & liter
c 095 °  liter 100 - liter
13 0% liter 100 liter
Actions
¥ Prevent analysis if level falls below 0.10 - lber
V| Tuen pump off if running out of solvent
Ok Cancel Help

¥

30 970

Fuente: Autoria Propia (2017)

4.1.2 Purga del sistema

1

3- Hacer click en Method

4

- Flujo 5ml/min

Abrir la valvula de purga del moédulo Bomba cuaternaria
Posicionarse en el médulo bomba y dar click derecho

Aparecera una pantalla de dicho modulo y ajustar de la siguiente manera:

Posicidn de fase movil: 100% Agua

Dar click en ok y dejar purgar 10 minutos

Pasado los 10 minutos ajustar la fase movil 100% Metanol
Dar click en ok y dejar purgar 10 minutos

Figura 15. Mddulo de Bomba cuaternaria y se ajusta el volumen.

00 U

\

& Sampler ?2 - &

‘ 15.0pL
N

———
Ide I OO & Ide B OO0 @ Idle B ©©  @Not Ready
= A @& § T
e o K
W00 Wettyoeice] 2376°C  2458°C

Instrument
Not Ready

-f Switch Off - ‘l' b On m off

Fuente: Autoria propia (2017).
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000 1000 00 0.0 00

Fuente: Autoria propia (2017).
4.1.3 Limpieza Rutinaria de la columna cromatogréfica

Pasado los 10 minutos de cada reservorio, se procede a lavado de la columna. De la
siguiente manera:

- Flujo: 0.5ml/min

- Composicidn de fase mavil: 97/3% metanol/Agua
- Cerrar véalvula

- Dejar el lavado por 10 minutos
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Posttime

Stoptime

™ &s Injector/Mo Limit o~ Off

800 [ min

Import Timetable.

Times 0.00

min

Ok Apply

Figura 17. Limpieza de columna previa a la corrida
#l Method of G13118 (DEAB707255) o [@ =
Quat. Pump (G1311B) g m
Flow (® Advanced
B = i (¥) Timetable (empty)
function centric view

S Time [min] Al B[zl |cix] [Dpzl (Flew . | M Bresers

= % fom 0.00 0 970 00 0.0 0500 600,00

B v | 970 MeOH

c v | oo

D
Pressure Limits

Min 000 © bar Max: 60000 ©  bar

Fuente: Autoria propia (2017).

4.1.4 Acondicionamiento del método avermectinas

Finalizado el lavado de la columna se ajusta de nuevo la bomba en la siguiente manera:

- Flujo: 1.8ml/min

- Composicion de la fase movil: 97% metanol y 3% agua

- Temperatura de columna: 30° C

- Volumen de inyeccion: 50 puL segun las condiciones del detector/ integrador

- Tiempo de ejecucion: 15 minutos

- En esta condiciones se debe dejar el equipo por lo menos 30 minutos antes de

iniciar la corrida con los items

- Hasta entonces encender la lampara del médulo detector, la longitud de onda de
excitacion 365 + 20 nm, longitud de onda de emision 465 + 20 nm.

Asegurar que la presion se encuentre entre 80- 110 Bar y que sea estable; para evitar que
varien los tiempos de retencién de la muestra con respecto a los estandares, que conllevaria
a una no cuantificacion de la (s) muestra (s) y curva de calibracion.

Si la presidn es alta, deberéd hacerse una limpieza exhaustiva de la columna y capilares del

equipo.
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Unidad V. Creacidn de una tabla de secuencia, previa a la lectura de la

muestra

Se creara 0 se editara una tabla de secuencia en la cual se especifica los diferentes items
que se desea leer, esta tabla se debera crear o editar antes de cada corrida.

5.1 Creacion de tabla de secuencia

1- En el mena principal dar click en sequence y después en new sequence template

Figura 18. Creacion tabla de secuencia.

g LC1260 (online): Method and Run
Method |' q e| View User Abort Help
@& | Methods L3 ked; DeFgc M

File RunControl I

Sequence Parameters...

B 2.8

Sequence Table...

Not Rea

Custom Fields Values... >

New Sequence Template
a6 F:\CHSW32\1WEHODS Load Sequence Template...
] U'] L0201 g Save Sequence Template
-{{) ACONDICIONAMIENTO.M
() APAGADO.M Save Sequence Template As... 5
-{)) AVERMECTINA.M Import Sequence Template...
() BATCH.M Print Sequence Template...
~{{) CAFEINA.M
-{) DEF_LCM Partial Sequence... @
-8 DEMOCALLM 1201118
() DEMOCAL2.M - 100.0
() DGALSTST.M 21611185
~{) DGCALAS.M 31511185
() DGCALOQLM 41311185
~{{) DGCALOQ2.M 5 ‘H -[ 0.0

Fuente: Autoria propia (2017).

siguiente:

- Vial

- Sample name
- Method name
- Inj/ vial

- Simple type

- Cal level

- Update RF y update RT (se genera automaticamente)
- ISTD Amount
- Multiplier

- Dilution

- Inj volumen.

3- Y luego se da click en OK
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Quat. Pump ? -
V]

Idle

0.0

5.000 mL/min
0.0

Aparecera una pantalla donde se agregara lineas y editara campos que contendran lo



Figura 19. Tabla creada con los datos contenidos para la corrida.

Method Name Ini/Vial S. T A U e RT Interval S Amount ISTD #
Sample

[ Custom Fieds |

Fuente: Autoria propia (2017).

4- Se procede a guardar la tabla:
- Dar click en sequence y después en save sequence table as
- Apareceré una pantalla donde se guardara el nombre de la corrida (fecha de
lectura)
- Dar click en OK
5- Cada corrida se almacenara en una carpeta por mes, se debe verificar que se guardd
en la carpeta, de la siguiente manera:
- Dar click en sequence / sequence parameters
- Verificar que se almacene en la carpeta correcta
- Dar click en ok.
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5.2 Editar tabla de secuencia creada

1- Dar click en sequence / sequence table

Figura 20. Editar tabla de secuencia.

E LC1260 (online): Method and Run

File RunControl Instrument Method | Sequence | Wiew User Abort Help

: G | Methods i35 kel DeF_ic.

Sequence Parameters...

Sequence Table...

Method and Run Control Custom Fields Values... 3

£ Mew Sequence Template
(=il CH\CHEM32\1\METHODS Load Sequence Termnplate...
- 11102018.M Sawve Sequence Template
1] ACONDICIONAMIENTO.M

] APAGADO.M 1 Save Sequence Template As... Quat. Pump 2

1

{1 AVERMECTIMA.M Import Sequence Template...
{0 BATCH.M Print Sequence Template... elo] ] Idle
) CAFEINA.M
{1 DEF_LC.M Partial Sequence... @ ﬁ
{1 DEMOCAL1.M
120.11.18.5
() DEMOCALZ.M 100.0 0.0

-] DGALSTST.M 216.11.18.5

() DECALAS.M 31511185 ﬁ ﬁ 5.000 mL/min
-] DGCALOQLM 41211185 1.74 bar
1] DGCALOQ2.M Iy m -[ 0.0 0.0

e e e

Fuente: Autoria propia (2017).

2- Aparecerad una pantalla con la tabla de la Gltima corrida y solamente se editara las
casillas de sample name y vial, ir verificando la posicion de los items
3- El resto de campo por ser lo mismo no se edita

Figura 21. Cambio del nombre de la muestra

Sequence Table: LC1260 &=
Cunently Bunning
Lire: Method: Wial Inf
Sample Info for WAL 10
mp Method Name Inj/Vial Sample Type Cal Level Update RF __ Update RT Interval Sample Amount IST
3 AVERMECTINA, 1] Calibsation 1| Average Average -
4 3 ST 7. AWVERMECTINA 1] Calibsation 2| Average Average
5 | WIAL 95/ Estandar 15 AWERMECTINA, 1] Calibaation 3| Average Average
6 | VIAL 96| E standar 30 AVERMECTINA 1] Calibsation 4| Average Average
7 | WAL 57| E standar B0 AVERMECTIMNA, 1 Calibsation 5| Average Average
8 | WIAL SB[ Recobro AVERMECTINA, 1] Control Sample
9 | WIAL 33| CK AVYERMECTINA, 1] Control 5 ample
WVIAL 36 tandar 30 AVERMECTINA, 1| Control S ample
WAL -189.1 AVERMECTIMNA, 1] Sample
ViaL 2)18-189.2 AVERMECTIMNA, 1] S ample
WIAL -189.3 AWVERMECTIMNA 1] S ample
14 WAL 4)18-189.4 AVERMECTINA 1] Sample
15 WIALS5) 181895 AVERMECTINA, 1] Sample
16 | VIaL 96| Estandar 30 AVERMECTINA, Control Sample
17 VIALE[18.1896 AVERMECTINA Sample
18 WAL 7)18-189.7 AVERMECTINA, Sample
19 VIAL8]18-1898 AVERMECTINA Sample
20 WAL 9)18-189.9 AVERMECTINA, 1] S ample
21 | VIAL 101818310 AVERMECTIMNA, 1] Sample
| »
oo | (o] [Ropmitee ] (o 1 Pnswencs ]
Insest/FilDown Wizard | | Undo Custom Fields [ oK | [ cancet [ Hem ]
Sample Mame [up to 40 characters) Configure T able

Fuente: Autoria propia (2017).
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4- Una vez terminado de editar, se procede a guardar la tabla dando click en ok y

después en save sequence table as

Figura 22. Guardar cambios de tabla editada

8 LC1260 (online): N

File RunControl Instrument Method[ uence| View User Abort Help

_._a ] Methods ka % DEF_LC. M Sequence Parameters...

pce | Easy Sequence Setup |

Not Ready Sequence Table...
Method and Run Control Custom Fields Values... >
4 ‘4 New Sequence Template
(=G C:\CHEM32\1\METHODS Load Sequence Template...
‘:LJ 1102016 Save Sequence Template
-{{L) ACONDICIONAMIENTO.M
() APAGADO.M Save Sequence Template As...
-{J) AVERMECTINA.M Import Sequence Template...
--{J{) BATCH.M Print Sequence Template...
-{)) CAFEINA.M
() DEF_LC.M Partial Sequence...

-{)) DEMOCAL1.M

oo iae 12011185
|00 DGALSTSTM 21611185
() DGCALAS.M 31511185

(I DGCALOQ1.M 41311185

MY mommeimnn

-0 DECALOG2.M | _]Hﬂ

o Quat Pump ? =
QO Idle

@ﬁ

100.0

ﬁ ﬁ 5.000 mL/mln

Fuente: Autoria propia (2018).

- Apareceré una pantalla donde se guardara el nombre de la corrida (fecha de

lectura)
- Darclick en ok

Figura 23. Nombre de la corrida

Save Sequence as: LC1260

File name:
9 2111185

Folders:
e\ \Tsequence

e

20.11.185

20.12.16.5

2012178

2102175

2102185

21.03.16.5

21.03.175

21.03.185

21.04.16.5

2104175

2105.165.5

21.06.17.15

21.06.17.2.5

21.06.17.5 1
21.06.18.1.5

21.06.18.5

2107165

2107175

2108175

21.08.18.5

21.09.16.5 A
210917 ¢

4 | 3

Save file as type
(Sequence('s) =

A LAY
5 chem32
=
= sequence
£3 CS_B0301_AnalyticalSequence

ik

BEc: 08

Fuente: Autoria propia (2018)
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5.3 Corrida de tabla de secuencia

Una vez guardada y verificada la tabla de secuencia se procede a correr los items, entre
ellos se leerd: blanco reactivo, blanco matriz, estandares, muestras control (Check y
Recobro) y muestras.

Estando todos los items preparados para la corrida, se procede a lo siguiente:

1- Asegurarse que los 4 mddulos en la pantalla de inicio tengan la barra de color verde,
que indica que estan listos en el método de avermectina para iniciar corrida.

Figura 24. Mddulos activos.

® scquence @ 5 # AVERMECTINAM .

(6]0] v} Idle BN © © V] Ide BN 0@ & Idle B © © (V] Idle
\ = A @ § A (B
> = e
\_ 15.00L 30 970 @ <
< = . & 1.000 mL/min 8
3 a 8 =00 GR=uD
00 00 29.99°C -

Fuente: Autoria propia (2018).

2- Dar click en sequence y después en sequence table

3- Aparecera la tabla de secuencia que se editd inicialmente y dar click en Run
sequence

4- Se regresara a la pantalla de inicio donde se observara las barras de color azul,
indicando el inicio de la corrida

5- Las condiciones del método deben ser:
- Fase movil: 97 metanol: 3 agua
- Temperatura de la columna en 30°C
- Longitud onda de excitacion 365 + 20 nm,
- Longitud de onda de emisién 465 + 20 nm.
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Unidad VI. Integracion Y Calibracion de la curva para su cuantificacion
y de las muestras

En esta unidad se mencionara los eventos de integracion del equipo HPLC, su funcion y
los pasos a seguir para integrarlos; al igual que los pasos para calibracion de la curvay de
esta manera estimar la concentracion de las muestras, en relacion a la regresion lineal.

6.1 Integracion

La Integracion es el mecanismo de célculo de &reas de los picos cromatografico,
permitiendo discriminar picos que no son de interés o delimitar aquellos de interés. Los
eventos de integracion son: Slope sensitivy, Peak width, Area reject, Height reject.

e S, Sensitivy: Permite integrar segun la forma del pico, ya sean anchos y bajos o bien
altos y finos.

e A reject: Permite establecer el &rea minima para que un pico sea integrado

e H. reject: permite establecer la altura minima para que un pico sea integrado

e P. width: Permite establecer el ancho requerido para que un pico sea integrado

Figura 25. Agregar datos de integracion

£ LC 1260 Series (offine o |
File Method Sequence Recalculste Graphics Integration Calibration Report Spectra Batch View Abort Help

; Signals U7y K2t | Methods 135 b, ) (B IVERMECTINA POROSHELL M saquence) )

[DstaRnalvss W Sequence: (i progre=)LRVA AM 05-09-2014 20140509 13441 .,
2 EE,E_)@}_»-_ b o, B = ) Ready/Reprocess Data Mode < @

a9 C:\O-EM32\1'DATA L P .
&5 (in progress)CURVA AM 0... Overlay Type Line Inj vial Sample Name Acq. Method Sequence Method Sample Type Manual Events Callevel  Sample Info  Sample A :
;;- 30-2010-2013 2013-07-30 1., < 3 1val3 PATRON 7.5 IVERMECTINA POROSH.... IVERMECTINA POROSH... Calibration - 1 Estandert 7.5 7.5
v'.‘.; CECILIAPRUEBA 20130807 ... < 3 2/vial3 PATRON 7.5 IVERMECTINA POROSH. .. IVERMECTINA POROSH... Calbration - 1 Estandart 7.5 7.5
&G CONFIRMACION VR 07-11-... » - 4 1 Viala PATRON 15 IVERMECTINA POROS... IVERMECTINA POROS... Calibration C 2 Estandart 15 15
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Fuente: Autoria propia (2018).

1) Dentro del software LC 1260 Series (offline) buscar la corrida que previamente se habia
guardado.

2) Posicionarse en el Nivel 3 de la curva para ver los tiempos en que abre y cierra cada pico
(analitos) y anotarlos

3) Click en Integration/integration Events/Add new line to the events table

4) Editar: Que cierre en el tiempo 0.00
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Que habréa en el tiempo que sale el pico de la Moxidectina
Que cierre en el tiempo que finaliza el pico de la Moxidectina
Hacer lo mismo para los otros 3 picos de los analitos de interés
5) Click en Exit and save events to method

6.2 Calibracion
En este se estima las concentraciones de las muestras a partir de la regresion lineal; donde
el coeficiente de correlacion aceptable al calibrar deberé ser de 0.995 a 1.

Figura 26. Regresion lineal de los niveles de la curva

Calibration Curve
Doramectina, FLD1 A
Ares =0.00768346"Amt -0.0000246
Avea | Rel Res™%(2) -13.318

0.4

0.3

0.2 ,—f—”"’;f

0 10 20 30

Fuente: Autoria propia (2018).
1) Luego de haber integrado, posicionarse en el nivel 2 (7.5)/ Doble click.
2) Click en Calibration/New calibration table/editar la cantidad en 7.5/ Nivel 2 /OK
3) Seleccionar el Nivel 1 (0)
4) Click en Calibration/Add level/editar la cantidad en 0 /OK
5) Seleccionar el Nivel 3 (15)
5) Click en Calibration/Add level/editar la cantidad en 15 /OK
5) Hacer lo mismo para el PATRON 30 y el PATRON 60
6) Darle el nombre a los 4 componentes en el siguiente orden:
- Moxidectina
- Abamectina
- Doramectina

- lvermectina
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7) Para la Abamectina dejar la cantidad de 30 ppb para los 4 niveles

8) Click en Ok

Figura 27. El orden y concentracion de los niveles de curva de calibracion

[ Integration |8 Calibration j_ Calibration| [\ Signal [[{H Purify &Spemml
ECTEeNEFE FA

B 0

iy (it | Report: 91

.IFLDIA,Ex-Ss4...-IJ3W5-1501-D] r kﬂ, \%]mﬂ Ld 4 T jg) Cverview ‘fﬁ ==
[‘allhrmnn Table
Enter Delel .. Print Help |
|- _# mslgnal m #mﬂnn!ull Area Rsp.Factor Ref ISTD
1 | 23u[AD1a 1 0.000 0,000 0.000] No | Mo
I 2 7.500|  5.218%-2 143.710
3 15.000 1.3293e-1 112.840
4 30.000]  3.3077-1 50,697
5 80.000|  5.8535e-1 102.400
2 | 3.040|FAD1A |Abamectna 1 30,000  2.2043e-1 136.100| No | Yes
2 30.000]  2.1505e-1 136.560
- 3 30.000]  2.1856e-1 137.260
4 50.000)  2.1957e-1 136.380
5 30.000]  2.28%8e1 131.010
3 | 37%|AD14 |Deramectna 1 0.000 0,000 0.000] me | e
2 7.500]  4.9930e-2 150.210
3 15.000]  1.1868e-1 128.560
4 20.000] 241631 124160
5 60.000]  4.5600e-1 131.580
4 4,553 |ALD1 A  |Ivermectina 1 0.000 0,000 0.000] Mo Mo
— 2 7.500] 7.9815e-2 93,957
- 3 15_00n 1. 1R 1881 179110

Fuente: Autoria propia (2018)
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UNIDAD VII. Limites maximos permisibles de residuos antiparasitarios a
determinar por HPLC.RP

Se establecieron limites m&ximos de residuos para los medicamentos de uso veterinario en
los alimentos destinados al consumo humano, con el fin de proteger la salud de la
poblacion.

Limite maximo para residuos (LMR) de medicamentos veterinarios es la concentracion
maxima de residuos resultante del uso de un farmaco veterinario, expresada en miligramos
por kilo o en microgramos por kilo sobre la base del peso fresco, admisible dentro de un
alimento.

Las infracciones a las disposiciones del mercado internacional seran sancionadas por los
Servicios de Salud en cuyo territorio se hayan cometido, ya que los limites son de
cumplimiento obligatorio.

Los limites maximos de residuos antiparasitarios permitidos en alimentos destinados
al consumo humano en union europea y estados unidos.

Tabla 10. Limites maximos de residuos antiparasitarios.

Uni6n Europea Estados Unidos
Principio activo Especie (Hg/Kg tejido) (Hg/Kg tejido)
10 Grasa 50 Grasa
Abamectina Bovino 20 Higado 90 Visceras
20 Musculo
15 Leche
150 Grasa
Doramectina Bovino 100 Higado 100 Higado
60 Rifidn
40 Musculo 30 Musculo
100 Grasa
Ivermectina Bovino 100 Higado 1600 Higado
30 Rifién
30 Mdasculo 650 Musculo
500 Grasa 900 Grasa
Moxidectina Bovino 100 Higado 100 Higado
50 Rifidn
50 Musculo 50 Musculo
40 leche 40 Leche

Fuente: (E-CFR, 2014 y EUR-Lex, 2009)
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GLOSARIO

Absorbancia: Abs. Se trata de la medida que refleja, como se atenda la radiacion cuando
atraviesa un elemento.

Acetinotrilo: Acet. Es un compuesto quimico con formula CH3CN.
Add level: Afadir nivel.

Aforar: Es una marca circular grabada con precisién sobre el vidrio (o material que
corresponda) del material volumétrico para indicar que ese es el volumen determinado.

Alumina: Alna. Oxido de aluminio.

Analito: Anal. Una sustancia cuya composicion quimica es determinada por analisis
quimico.

Anhidrido trifluoroacético; También reciben el nombre de 6xidos no metalicos u 6xidos
acidos, utilizado para derivatizar.

Antihelmintico: Ah. Sustancia que destruye o expulsa los helmintos intestinales.
Antiparasitario: Ap. Que reduce o combate los paréasitos.

Area reject: Area rechazo.

Bar: Unidad de presién equivalente a 0.987 atm o 105 Pa.

Blanco matriz: Bm. Matriz que no contienen el analito de interés (placebo) son dificiles de
obtener, pero son necesarios para estimar la interferencia que pudieran encontrarse durante
el andlisis de las muestras de prueba.

Blanco reactivo: Br Reactivos usados durante el proceso analitico incluyendo los solventes
usados en la extraccion o disolucion los cuales son analizados para garantizar que la
medicion no es influenciada por los materiales utilizados durante el analisis.

Bovino: Bov. Los bovinos son animales mamiferos y rumiantes que constituyen una
subfamilia del grupo de los bovidos.

Coeficiente de correlaciéon: Medida estadistica que sefiala lo bien o mal que el conjunto de
puntos representados, se aproxima a una recta.

Cromatografia de particion: C.P. Consiste en la separacion de los componentes de una
mezcla sobre una fase estacionaria constituida por un soporte sélido inerte cubierto por una
pelicula liquida que es fuertemente retenida por dicha fase.
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Cromatografia: C. Técnica empleada para separar y detectar componentes de una muestra.

Cualitativa: Cualt. La cromatografia cualitativa se basa en la comparacion de la posicion
de los picos.

Cuantitativa: Cuant. La cromatografia cuantitativa se basa en una comparacion de la
altura o del area del pico de un analito con el de uno o mas estandares. Ambos parametros
varian linealmente con la concentracion.

Derivatizacion: Deriv. Consiste para darle fluorescencia a la muestra ya que naturalmente
no tiene, y se necesita para la deteccion de los analitos.

Detector: Det. El detector es la parte del cromatégrafo que se encarga de determinar
cuando ha salido el analito por el final de la columna.

Detectores de fluorescencia: Cuando la lampara emita flashes, los compuestos
fluorescentes de la muestra produciran luminiscencia de forma casi simultanea. La
luminiscencia dura poco tiempo, por lo que el detector de fluorescencia s6lo necesita medir
durante un breve periodo de tiempo después de que la lampara emita el flash.

Detectores espectrofotométricos: La espectrofotometria es un método cientifico utilizado
para medir cuanta luz absorbe una sustancia quimica, midiendo la intensidad de la luz
cuando un haz luminoso pasa a traves de la solucion muestra. Esta medicidn también puede
usarse para medir la cantidad de un producto quimico conocido en una sustancia.

Detectores electroquimicos: Se basa en métodos electroanaliticos; detectan compuestos
electroactivos, es decir susceptibles a sufrir oxidacion o reduccion.

Detectores refractométricos: Cambios de indices de refraccion de la fase mavil por la
presencia de un soluto.

Eluato: Cada una de las sustancias que migran a través del lecho de la fase estacionaria
(impulsadas por la fase mévil) dentro de un sistema de separacion cromatografico.

Eluido: Eldo. Proceso por el que se separan sustancias absorbidas por un cuerpo por medio
de un lavado progresivo con un liquido apropiado.

Fase estacionaria: Fe. Sustancia que muestra afinidades diferentes para los distintos
componentes en una mezcla de la muestra en una separacién por cromatografia.

Fase movil: Fm. Es la fase que se mueve en una direccion definida.
Frigorifico: Frig. Que produce frio artificialmente.

Gradiente: Grad. Composicidn que se va modificando durante la separacion.
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Height reject: Rechazo de altura.

Hidrofobico:  Sustancias que no son solubles en agua y por tanto no son capaces de
interaccionar con las moléculas de agua.

Homogenizar: Homog. Término que connota un proceso por el que se hace que una
mezcla presente las mismas propiedades en toda la sustancia.

HPLC: Acrénimo de High Performance Liquid Cromatography (cromatografia liquida de
alta resolucion).

Isocratica: 1so. Composicion de la fase movil constante durante la separacion.
LMR: limite méaximo de residuos.

Matriz: M. Muestra que contiene todos los componentes de un producto a excepcion del
analito.

Migracion diferencial: Md. Separaciones o sustituciones quimicas.

Muestra fortificada: Mf. Porcion representativa del material a avaluar, a la que se le
adiciona cantidades conocidas del analito de interés.

New calibration table: Nueva tabla de calibracion.
Nm: Nanémetros.

N-metilimidazole: Es un liquido incoloro que se usa como un solvente especial, una base y
como un precursor de algunos liquidos idnicos, utilizado en derivatizacion.

Octadecilo: C18. Compuesto organico con la formula C18H380.
Octilo: C8 Ester del acido acético y del alcohol octanol.
ONA: Organismo Nacional de Acreditacion.

Particulas porosas: Micro particulas que actian como fase estacionaria, este relleno es
utilizado en la determinacién de residuos.

Peak width: Ancho de pico.

Polar: Pol. De las moléculas en las que los centros de gravedad de las cargas positivas y de
las negativas no coinciden.

PPB: Partes por billon, unidad de concentracion.
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Regresion lineal: técnica estadistica utilizada para estudiar la relacion entre variables.

Relleno pelicular: Bolitas de vidrio o polimeros no porosas sobre su superficie, una capa
delgada de particulas pequefias que actia como fase estacionaria, si la fase estacionaria es
liquida se forma una fina pelicula de liquido sobre la esfera no porosa.

RPC: Cromatografia en fase reversa.

Silice: Sil. Es un compuesto de silicio y oxigeno.
Sequence table: Tabla de secuencia.

Save Sequence table as: guardar tabla de secuencia como.
Slope sensitivy: Sensibilidad a la pendiente.

Solucion de stock: Sl. Stock. Composicion concentrada de nutrientes las cuales estan
formuladas por sales minerales que se emplean en un medio particular.

Streptomyce avermitilis: S. avermitiles. Es una especie de bacteria del género
Streptomyces.

Streptomyce cyanogriseus: S. cyanogriseus. Es una especie de bacteria del género
Streptomyces.

Termostatizacion: Que se mantiene a una temperatura constante.
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ANEXOS



Anexo 1. Recepcion de muestra de musculo bovino con su respectiva identificacion, antes
de su homogenizacion

Fuente: Autoria propia, Blandon y Videa (2017).

Anexo 2. Pesaje de muestras y filtrado a través de las columnas de extraccion que contiene
alimina, pasando el eluido a los tubos de ensayo

Fuente: Autoria propia, Blandon y Videa (2017).
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Anexo 3. Evaporacion de la curva y muestras una vez extraidas

Fuente: Autoria propia, Blandén y Videa (2017).
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Anexo 4. Muestra evaporada y derivatizada contenida en un vial lista para posicionar en el
equipo e iniciar lectura de la misma.

Fuente: Autoria propia, Blandon y Videa (2017).
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Anexo 5. Acuerdo ministerial MAGFOR publicado en Gaceta N.63 del afio 2013;
Referente a las regulaciones sanitarias con respecto a los residuos de antiparasitarios

10-04-13 LA GACETA - ARI) OFICIAL 63
n ver h d 8, v sean solas 0 combinadas,
destinadas s especics pr deali cuysconcenirscion

Que corresponde al Ministenio Agropecuario y Forestal,
MAGFOR, aplicar kax mormas sanitarias, fitosanitariss ¢ inocwidad
de alimentes, ayi como disedar, claborar, aplscar y epccular las
politicas orientadas, satre olros, 3l sector ugropecuknio y Sirigsr
sus esfaerzos, para fortalecer el regustro v contrel de Jos insumos
ZTOPECUINDS

Que se debe ejorcer control en la obteacidn de producios imosuos
en s cadenny agroalimentanay pecsarian, purs prevenis ricsgos
quimicos y Biologicos goe puedan afectar la salud h

sen mavor al 1%

SEGUNDO. Los establecimientoy indesirisles autorieachoy para
proceias came boving, implessentanin los andlisis pars la Seteccion
de residuos de las sustaacias sujetas a regulacion del presente
aceerdo, a través de la instalacion ¥ habilitacion de laboratorios
para suy controles mtemos en un periodo no mayor de 90 dixs,
desde In fecha de la lirma de este Acuesdo Misisterial.

TERCERO, S¢incrementars minimo on ssete veces ¢l aimero de

geacrar dificultades en ¢l comercio iatermnacionel.
w

Que las regulaciones y exigencias sansarias de noestros painoipaies
mmdos ¢o¢uuuks nllnm a lo; residuos de medicamentos
v o, estab & plir emel i
de carne Bovine.

>

v

Que la legiskacion nacicoul contempla los Limites Micimos de
Residuos (LMR) en carne bovina para ivermecting, doramectina
¥ ahamectina, siendo estos de obligatono cumplimiento

AL

Que In actrvidad pecuans bovima, constiteye mas del K% dol
Producto Interno Bruto (P1B) nacicasl, representando uns aulia
generacidn de empleos.

Vi

Que lus resiricciones o prohibicsones comerciales pars proteger la
vida o la salud demana, animal ¥ vegetal o para ¢! control de la
calidad de los productos destinados al comercio internacronal son
permitidas d¢ conformedad con los Articulos XI(B) y XX (b) del
GATT (Acuerdo G | sobre Ar 1es Adu yC
de 1994,

vim

Que la proteccidn de la salud dumana, la salud amimal, ls sanidad
vegetsl, los recursos natwrales ¥ ol medio smbsente en general,
estin cn estrechs relacian cos et sctividades goo se desurrollan en
el sector agropecusnio, aculcola y pesquere, partseularmente con
{as medidas de prevencion. maneso, coatrol v erradicacidn de las
plagas y enfermedades de los vegetales y animales que :fccun 3

Mivs de esta ia en carne bovine, » través del Laboratorio
o deResiduos Biologicos de la DGPSA/MAGFOR, esi comeo agilizar
12 enirege de los resultados.

CUARTO, A partir ¢ Ix publicacidn del presenie Acuerdo, s
DGPSA/MAGFOR suspesderd el funcionamicnto a los
estableciasentos que incumplan con la Norma Técnica Obligatoria
Nicaraglense NTON 20 001-05 “Norma Técalea de
Funcionsmionto para Establecimientos v Regentes de
Productos Veterinarios”.

QUINTO, Los animales bovinos importados ¥ expertados con
fines de sacrificio, deherdn conlar con un certificsdo que mugstry
que Sak ankmales esthn deniro de los Himites permisibles de lay
SUSTanCias sujetas 2 dsta regalacidm.

Asi ylos que s imp ¥ exportan destinados
% la reproducesdn, desarrallo o eagorde deden conlar con una
constancin emitida por un Médico Veterinario. dehidamente
registrado por fa autendad competente, que declare si fueron
tratados y e= que periodo con las sustanciss sujeias al presents
Aduends.

SEXTO. Los lotes ¥ sus productos de Ins canales analizadas y con
renid permisibles de las mold adasen el acuerdo
primero del peeseste Acserdo Ministerial, serdn denados y
destruidos en cumplimiento &¢ Jo establecsdo en la NTON 03087
09, refersdaa "Limbtes Maximes de Reslduos de Medicamentos
Veterinarion”, en ¢l Regplamente de Imspeccidn Samitario de lo
Carne, articule 134y enla Ley 291, Ley Bivica de Salud Animal

¥ Sanlded Vegetal y su reglamenio,

SEPTIMO. S¢ faculta o 1s DGPSA, para reslizar las acciones
corecipondientes com ¢l fin de dar cumplimbento efectivo a las
disposicloaes vigentes sobre estas sustanchas y del peescnte
Acuerdo Ministerial,

OCTAVO. Las aloding en el presente Acserda
Ministerial, serda sancionadas de conformidad a lo establecido en
Inlegislacie correspondicnte. sin perraicso de las acciones penales
que resul licablex por oirs legivacion

L2 peoduccalom sacional y por = de al M
de Agropecuario y Forestal, aplicar las normas sasitanss,
fitosanstamias ¢ inocuidad de alimentos, ast como disefar, elaborar,
aplicar y ejecutar las politicas dirigidas al secior agropecuano,
acuicals, pesguero, locestal y Agroforestal.

ACUERDA

PRIMERO, Saapender poc el periodo minsmo de sn afio ¢l regisiro
sanitano, la refresds o removacidn, fabricacidn, umportacon,
comercializacion ¥ el uso de los medicamentos velerinanios
inveciables, que o2 su composicion contengan mokculas a base de

v

NOVENO. El presente Acuerdo Ministerial entrard e vigencia s
pantir de su firma, sin perjuicio de su Publicacida eo s Gaceta
Diario Oficial » ofro medio escrito de mayoe cirewlacion en ol pals

El peesenic scuerdo deroga en su totalidad el Acverdo Ministersal
016:2012, &l veintiséis de noviembee del dos mil doce y publicado

. en La Gaceta Diario Oficial namero 29 del catorce de febrero del

o dos mil trece ¥ e sin efescto coalquier otro acwerdo o
dispeaicion gue se hays dictado e relscida al tema trstado e exte
Acuerdo Minisierial.

Fuente: La Gaceta (2013)



Anexo 6. Representacion cromatografica de la lectura de una muestra, la cual contenia
residuo de Doramectina

Method : C:\CHEHSZ_OOI\1\DATA\SEPTIEM8R52617\11.69.17 2017-'09-11 12-39-03
\AVERMECTINA

Last changed : 9/11/2017 2
FLD1 A Ex=364, Em=470 (CC! 39-03'0039-2001.0)
w
184
164
14
124
1
084
L]
< a
B 8
06 5 3
d
< 8
044 3 '
g S B
' N ' L Ll
021 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 s
External Standard Report
Sorted By - Signal
Calib. Data Modified : Monday, September 11, 2017 2:55:38 PM
Multiplier : 1.0000
Dilution - 1.0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: FLD1 A, Ex=364, Em=470

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [Lu*s]) [ng/ul]

2.341 - - - Moxidectina
3.844 W 1 2.46640e-1 135.50392 33.42073 Abamectina
3.798 v8 2.06282e-2 130.36663 2.68923 Doramectina
4.553 - - - Ivermectina

Totals : 36.10996

Fuente: Autoria propia, Blandon y Videa (2017).
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Anexo 7. Cromatograma de la lectura de muestra sin residuos de antiparasitarios, se

observa E.I
FLOTA £, Ened 0 00111070 - -
Norm. < .
I'I
045 |
|.
04
0354 |
|
0.3
R
0.25 -"’I =
0 1 JI, 5I. min}
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib, Data Modified : Tuesday, August 29, 2017 12:56:28 PM
Multiplier : 1.8080
Dilution : 1.08608

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: FLD1 A, Ex=364, Em=478

RetTime Type Area Amt/Area  Amount Grp  Name

[min] [Lu*s] [ng/ul]
....... |......|..........|..........|..........|..|..................
2.626 - - - Moxidectina
3.484 BB I 2.77687e-1 123.39225 34.254590  Abamectina
4,258 - - - Doramectina
5.181 - - - Ivermectina
Totals : 34,25459

2 Warnings or Errors :

Fuente: Autoria propia, Blandon y Videa (2017)
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Anexo 8. Pardmetros o precauciones en la técnica determinacion de Antiparasitarios

Puntos Criticos de control

Criterios de Aceptacion

Peso de la muestra 2.5g + 0.2¢g

Coeficiente de correlacion > 0.995

Nivel de desactivacion de la
alimina 12%

Recuperacién media para cada items en
el rango de 60-120%

Volumen de derivatizantes 200l
+ 10ul

No falsos positivos ni falsos negativos

No permitir que la alimina se
seque durante la extraccion

Derivatizacion en la oscuridad
durante un minimo de 15 minutos

Fuente: CLG-AVR.04. (2011)

Anexo 9. Representacion grafica de los estandares de la curva de calibracion

Fuente: CLG-AVR.04. (2011)
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