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RESUMEN

El uso de medicamentos veterinarios y pesticidas puede conducir a la presencia de residuos
en alimentos. Sin embargo, la presencia de residuos en productos de pequefios agricultores
ha sido poco documentada en nuestro pais. La legislacion regula su uso y establece limites
méaximos residuales (LMR) para sustancias quimicas, en conformidad con el Codex
Alimentarius. Sin embargo, los programas de vigilancia actuales dejan de lado a los
alimentos provenientes de pequefios agricultores, que en su mayoria son comercializados
en mercados locales. El objetivo del presente estudio fue evaluar la presencia de
medicamentos veterinarios y residuos de plaguicidas en productos de origen animal (carne
ovina, leche y miel), de pequefios agricultores familiares de seis regiones de Chile. Se
utiliz6 un método de screening antimicrobiano (método de cuatro placas), cromatografia
liquida-espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) y cromatografia liquida de alta
resolucion-espectrometria de masas en tandem (HPLC-MS/MS) para la deteccion vy
cuantificacion de residuos quimicos de medicamentos veterinarios (antimicrobianos y
antiparasitarios). Por otro lado, la cromatografia liquida y de gases acoplada a
espectrometria de masas en tandem (GC-MS/MS y LC-MS/MS) se utiliz6 para el analisis
de plaguicidas. Se tomé un total de 122 muestras para realizar el andlisis de laboratorio:
miel (29 muestras de las regiones de Bio-Bio y Valparaiso), carne de cordero (14 muestras
de la region de O'Higgins) y leche (79 muestras de Bio-Bio, Araucania, Regién de Los Rios
y Los Lagos). Para los pesticidas, 2 de las 15 (13,3%) muestras de leche contenian residuos
de Permetrina, aunque las concentraciones detectadas estaban por debajo del LMR
establecido en Chile. Mientras tanto, en las muestras de miel, no se detectaron residuos de
plaguicidas. En el caso de los medicamentos veterinarios, 4 de 14 (28,6%) muestras de
carne ovina y 11 de 79 (13,9%) muestras de leche mostraron evidencia de residuos
antimicrobianos, correspondientes a las familias de las tetraciclinas, macrolidos,
aminoglucoésidos y betalactamicos. De estas muestras, 1 muestra de carne ovina (7,1%) y 2
muestras de leche (2,5%) no cumplian los LMR establecidos para estas matrices. Para la
miel, en 7 de las 29 muestras (24,1%) se detectaron trazas de tetraciclinas y sulfonamidas.
Ademas, se analizo la presencia de Amitraz en muestras de miel; sin embargo, no se

detectaron residuos de esta sustancia en esta matriz. Estos hallazgos muestran que existe



presencia de contaminantes quimicos en algunos alimentos provenientes de la agricultura
familiar campesina. Sin embargo, la mayoria de ellos cumplian con las normas, ya que las
concentraciones encontradas no superaban los LMR establecidos. Este estudio proporciona
una linea de base para reconsiderar la transferencia, adopcion y conocimiento de buenas
préacticas de produccion (GMP) en la agricultura familiar campesina de Chile. Los datos
recopilados permitirdn mejorar las condiciones de produccion, contribuyendo a los
programas de vigilancia del desarrollo centrados en los productos primarios de los

agricultores familiares campesinos.

Palabras clave: Pequefios agricultores, pesticidas, residuos antimicrobianos, leche, carne
ovina, miel, screening, HPLC-MS/MS, GC-MS/MS, LC-MS/MS



ABSTRACT

The use of veterinary drugs and pesticides may lead to the presence of residues in food
products. However, presence of residues in products from small farmers has been
poorly documented in our country. Legislation regulates their use and establishes
maximum residual limits (MRLs) for chemical substances, in accordance with Codex
Alimentarius. Nevertheless, current surveillance programs leave aside foods from small
farmers, mostly traded in local markets. The aim of the present study was to assess the
presence of veterinary drugs and pesticides residues in products of animal origin (lamb
meat, milk and honey), from small family farmers of six regions of Chile. Antimicrobial
screening method (four-plate test), liquid chromatography-tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS) and high-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry
(HPLC-MS/MS) were used for the detection and quantification of chemical residues of
veterinary drugs (antimicrobials and antiparasitics). On the other hand, gas and liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (GC-MS/MS and LC-MS/MS) was used for
the analysis of pesticides. A total of 122 samples were taken to perform the laboratory
analysis: honey (29 samples from Bio-Bio and Valparaiso regions), lamb meat (14
samples from O'Higgins region), and milk (79 samples from Bio-Bio, Araucania, Los
Rios and Los Lagos regions). For pesticides, 2 of 15 (13.3%) milk samples contained
Permethrin residues, although detected concentrations were under MRL established in
Chile. Meanwhile in honey samples, none pesticides residues were detected. In the case
of veterinary drugs, 4 of 14 (28.6%) lamb meat samples and 11 of 79 (13.9%) milk
samples showed evidence of antimicrobial residues, corresponding to tetracyclines,
macrolides, aminoglycosides and beta-lactams families. From these samples, 1 lamb
meat sample (7.1%) and 2 milk samples (2.5%) where non-compliant exceeding the
established MRLs for these matrices. For honey, in 7 of the 29 samples (24.1%) traces
of tetracyclines and sulfonamides were detected. Additionally, amitraz was analyzed in
honey samples; however, no residues of this substance were detected in this matrix.
These findings show that there is presence of chemical contaminants in some food
products from small family farmers. However, most of them were compliant, as
concentrations found did not surpass established MRL. This study provides a baseline to
reconsider the transfer, adoption and awareness of good management practices (GMP)
in small family farming in Chile. Collected data will allow improving production



conditions, contributing to the development surveillance programs focused in primary
products from peasant family farmers.

Keywords: Small farmers, pesticides, antimicrobial residues, milk, lamb meat, honey,
screening, HPLC-MS/MS, GC-MS/MS, LC-MS/MS.



INTRODUCCION

La Agricultura Familiar Campesina (AFC) es definida por la Organizacion de la
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) como “todas las
actividades agricolas de base familiar que estan vinculadas a varias areas del desarrollo
rural. La agricultura familiar es una forma de organizar la produccién agricola y
silvicola, asi como la pesca, el pastoreo y la acuicultura, que es gestionada y dirigida por
una familia y que en su mayor parte depende de la mano de obra familiar, tanto de
mujeres como de hombres” (FAO, 2014). En Chile, este tipo de producciones, son
competencia del Instituto de Desarrollo Agropecuario (INDAP). Este organismo define
pequeiio/a productor/a como “la persona natural que explota una superficie no superior
a las 12 Hectareas de Riego Basico, cuyos activos no superen el equivalente a 3.500
Unidades de Fomento (UF), que su ingreso provenga principalmente de la explotacion
agricola, y que trabaje directamente la tierra, cualquiera sea su régimen de tenencia”
(Chile, 1990a). A pesar de que la agricultura representa un porcentaje menor a otras
fuentes de ingreso en los hogares rurales, su participacion en los mercados locales son

elementos importantes para su desarrollo (Contreras et al., 2014).

El uso de medicamentos veterinarios y agroquimicos en la produccion de alimentos, con
fines terapéuticos o para la proteccion de cultivos, es una practica habitual en el &mbito
de la AFC. Sin embargo, se desconoce la magnitud de la aplicacién de estas sustancias,
puesto que este tipo de producciones queda fuera de los programas de vigilancia
oficiales llevados a cabo por las autoridades nacionales. Considerando que en su
mayoria los canales de comercializacion corresponden a mercados locales y que muchos
de los productores son proveedores de la agroindustria nacional, se hace necesario
disminuir brechas de inocuidad en materia de contaminantes quimicos, ya que esto
genera incertidumbre sobre las condiciones en que se producen los alimentos en nuestro
pais, pudiendo tener un impacto negativo en los consumidores y en los mercados

potenciales.

Los residuos agroquimicos y de antibidticos en alimentos constituyen un riesgo para la
salud humana y su presencia puede provocar reacciones alérgicas, comprometer el

sistema inmune, y generar cepas bacterianas patogenas resistentes a farmacos (Chen y



Fang, 2011; Ensley, 2016). Sin embargo, la presencia de estos residuos en alimentos de

Oconsumo local en Chile esta poco documentada.

La AFC es considerada la forma predominante en la produccion de alimentos a nivel
mundial (FAO, 2014), y por ello es indispensable obtener informacion acerca de las
condiciones en que se lleva a cabo esta actividad. Esto permitiria tener bases concretas
para evaluar y mejorar sus procesos en materia de inocuidad, con el fin de garantizar
alimentos libres de contaminantes a los consumidores, aumentando la posibilidad de
estos productores de participar en mercados con altos estandares de calidad e inocuidad,

contribuyendo a mejorar sus perspectivas de desarrollo.

En este contexto, el objetivo de este proyecto de memoria de titulo es establecer una
linea base de contaminantes quimicos en productos primarios de origen animal,
provenientes de la AFC, entre los que se incluyen miel, lacteos y carne ovina. Este se
enmarca dentro del proyecto “Disefio e implementacion de un Plan Nacional de Cierre
de Brechas de Contaminantes Quimicos en Productos Primarios”, el cual es parte
del “Programa Transforma Alimentos” de la Corporacion de Fomento de la
Produccion (CORFO), el "Programa de Altos Estandares para MIPYMES
Alimentarias” de la Agencia Chilena para la Calidad e Inocuidad Alimentaria
(ACHIPIA), y de las "Iniciativas Habilitantes en Inocuidad y Calidad Alimentaria para
la Innovacion y Competitividad en Alimentos Saludables™ del Fondo de Inversién

Estratégica (FIE) del Ministerio de Economia.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La contaminacion quimica de los alimentos incluye sustancias tales como residuos de
medicamentos veterinarios y plaguicidas; contaminantes ambientales, como metales
pesados; contaminantes organicos persistentes y toxinas naturales; y contaminantes
resultado de la coccidn, procesamiento o envasado (Cooper et al., 2015). En general, los
residuos de pesticidas, presentes en productos pecuarios, provienen de la exposicion
involuntaria de los animales a los agroquimicos aplicados a los cultivos para el control de
plagas. En cambio, los residuos de medicamentos veterinarios se deben al uso intencional

de éstos con fines terapéuticos o productivos (Kim, 2012).

1. Plaguicidas
La FAO define plaguicida como “cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a
prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de enfermedades
humanas o de los animales, las especies de plantas o animales indeseables que causan
perjuicio o que interfieren de cualquier otra forma en la produccién, elaboracion,
almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos, productos agricolas, madera 'y
productos de madera o alimentos para animales, o que pueden administrarse a los animales
para combatir insectos, aracnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos. El término incluye
las sustancias destinadas a utilizarse como reguladoras del crecimiento de las plantas,
defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o agentes para evitar la
caida prematura de la fruta, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la
cosecha para proteger el producto contra el deterioro durante el almacenamiento y
transporte” (FAO, 2002). Sin embargo, su uso implica riesgos, debido a que son
potencialmente toxicos para los seres humanos, y una exposicion prolongada a dosis bajas
de estas sustancias se ha asociado a dafios en la salud, como inmunosupresion, alteraciones
hormonales, anormalidades reproductivas, cancer y dafio cognitivo (Ensley, 2016). En este
contexto, la Reunion Conjunta FAO/OMS sobre Residuos de Plaguicidas (JMPR por sus
siglas en inglés), cuyo propdsito es armonizar el requerimiento y la evaluacién de riesgo de
los residuos de plaguicidas, y la Comision del Cdodex sobre Residuos de Plaguicidas
(CCPR) participan en la determinacion de los Limites Maximos Residuales (LMR) para

estas sustancias en alimentos. Dentro de éstos, se entiende como Limite Maximo para



Residuos de Plaguicida (LMRP) a la concentracion maxima de residuos de un plaguicida
(expresada en mg/kg), recomendada por la Comisién del Codex Alimentarius, para que se
permita legalmente su uso en la superficie o la parte interna de productos alimenticios para
consumo humano y de piensos (OMS 2008; FAO, 2017).

2. Medicamentos Veterinarios

Se consideran residuos de medicamentos veterinarios los compuestos de origen y/o sus
metabolitos presentes en cualquier porcion comestible de un producto animal, asi como los
residuos de impurezas relacionados con el medicamento veterinario correspondiente (CAC,
2003). Dependiendo del farmaco, respetando las Buenas Préacticas, 10s riesgos son minimos
después de consumir cualquier tejido comestible. Sin embargo, como consecuencia de su
uso indebido, pueden aparecer niveles de residuos mas altos en productos comestibles de
animales (Moreno y Lanusse, 2017). En particular, los residuos veterinarios mas
detectados en alimentos son los antibidticos y su presencia constituye un riesgo para la
salud humana. Pueden, entre otros efectos, provocar reacciones alérgicas y/o comprometer
el sistema inmune, y su presencia en dosis subterapéuticas en alimentos durante largos
periodos de tiempo contribuye al origen de cepas bacterianas patdgenas resistentes a
farmacos. Ademas, el destino de estos compuestos en el medio ambiente también ha sido
reconocido como un problema emergente (OMS, 2014; Chen y Fang, 2011). En este
sentido, la Comisién del Codex Alimentarius establece Limites M&ximos para Residuos de
Medicamentos Veterinarios (LMRMYV), entendiéndose éstos como la “concentracion
méaxima de residuos resultante del uso de un medicamento veterinario (expresada en mg/kg
0 mg/kg del peso del producto fresco) que se recomienda como legalmente permisible o se
reconoce como aceptable dentro de un alimento o en la superficie del mismo” (OMS, 2008;
CAC, 2015).

3. Situacién Nacional
El uso de plaguicidas en Chile esta regulado por el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) a
través de la Resolucion 1557 de 2014 (Chile, 2014a). Por otro lado, la Agencia Chilena
para la Calidad e Inocuidad Alimentaria (ACHIPIA) coordina el “Programa Nacional
Integrado de Plaguicidas de uso Agricola”, en el que participan los servicios publicos con

competencia en la materia, como el SAG, el Ministerio de Salud (MINSAL) y el Servicio



Nacional de Pesca (SERNAPESCA), abarcando aspectos normativos y regulatorios,
Buenas Précticas Agricolas, vigilancia y monitoreo de residuos, planes de control y
vigilancia de uso de plaguicidas, y programas de capacitacion y difusion (ACHIPIA, 2014).
Ademas, cabe destacar que Chile adhiere a una serie de acuerdos internacionales en esta
materia, entre ellos, el Cddigo Internacional de Conducta para el Manejo de Plaguicidas de
la FAO (Chile, 2005a; Chile 2005b; Chile, 1990b; Chile, 1992). Para la verificacion del
cumplimiento de estas normativas, tanto el SAG como el MINSAL realizan programas de
monitoreo, vigilancia o control de residuos en alimentos (RIAL, 2015). Entre los programas
de vigilancia del MINSAL, estd el Programa Nacional de Peligros Quimicos (metales
pesados, plaguicidas y dioxinas), mientras que el SAG con el Programa Control de
Residuos Pecuarios (PCR) que trabaja en la deteccion de contaminantes (pesticidas, metales
pesados, micotoxinas y dioxinas) en ovinos, bovinos, cerdos, aves, leche y miel (RIAL,
2015). Ademas, en la Resolucion Exenta 33 del MINSAL se establecen los LMRs para
plaguicidas en alimentos (Chile, 2010).

Para el caso de los medicamentos veterinarios, la Resolucion 551 del MINSAL (Chile,
2014b) establece los LMRs de estos productos en el pais. Dentro del Programa de
Vigilancia de Residuos de Medicamentos de Uso Veterinario del MINSAL, durante los
afios 2012 y 2013 se analizaron alimentos, incluyendo leche, carne de cerdo y bovino, en
los que en el 10,4% de las muestras se identifico la presencia estos residuos, y el 4,8% del
total de presentd una concentracion por sobre los LMR establecidos (ISP, 2014). Por su
parte, el PCR del SAG también contempla el analisis de sustancias prohibidas o con efecto
anabolizante, y sustancias terapéuticas (antimicrobianos, antihelminticos, anticoccidiales,
piretroides, carbamatos, tranquilizantes y antiinflamatorios) (SAG, 2017a). Sin embargo,
pese a estos antecedentes, los productos provenientes de la AFC generalmente quedan fuera
de los programas de vigilancia de residuos quimicos mencionados. La importancia del
monitoreo a este nivel radica en que se trata de alimentos comercializados en mercados

locales y destinados a consumo nacional.

4. Productos pecuarios primarios provenientes de la AFC en Chile
I. Miel



La miel destinada a mercado interno es en su mayoria aportada por pequefios y medianos
apicultores, comercializandose alrededor de dos tercios de ella en el comercio formal,
mientras que el mercado informal absorbe el tercio restante (ODEPA, 2015). Sin embargo,
pese a ser un alimento considerado saludable y nutritivo, ha sido foco de alerta alimentaria,
debido a la presencia de sustancias quimicas peligrosas, como pesticidas, herbicidas,
antibiodticos y metales pesados en todo el mundo (Al-Waili et al., 2012). La European Food
Safety Authority (EFSA) en su reporte de monitoreo para residuos veterinarios en productos
pecuarios para el 2014, declar6 que la mayor parte de las muestras no conformes para
antibacterianos se encontrd en mieles (EFSA, 2015). El origen de estos residuos son
principalmente tratamientos contra parésitos de abejas y enfermedades bacterianas (Juan-
Borréas et al., 2014).

ii.  Leche
En este rubro, la AFC esta representada por pequefios grupos de productores asociados,
centros de acopio lecheros y proveedores individuales de plantas receptoras, quienes han
experimentado dificultades productivas. Entre las razones que explican tal condicion, se
encuentran las deficiencias en materia de calidad de la leche procedentes de las pequefias
explotaciones y que se transmite en los volimenes globales que se entregan a las plantas
lecheras (INDAP, 2007a). Practicas inadecuadas de manejo, tales como registros erréneos,
fallas en la identificacion de las vacas tratadas, o no seguir las instrucciones de las etiquetas
de los farmacos, se han atribuido como posibles causas para muestras de leche positivas a

residuos veterinarios en otros paises (FDA, 2015).

iii.  Carne ovina
La explotacion ovina de la AFC se encuentra ubicada en el secano y la precordillera de la
zona centro-sur, y en sectores de la cordillera de la costa y precordillera de la zona sur. Por
su ubicacion marginal y dispersion, histéricamente se ha desenvuelto en bajos niveles de
productividad (INDAP, 2007b). Esta se desarrolla con muchos rebafios de pequefio tamafio,
asociados a sistemas pastoriles, presentando marcada estacionalidad en el faenamiento
(Hervé, 2013), y destinando parte importante de su produccion al autoconsumo y a la venta
ocasional en predio (ODEPA, 2013). En algunas regiones, se han identificado brechas en el

uso de medicamentos veterinarios, en donde no se respetan los periodos de carencia, por

6



desconocimiento y porque el canal de comercializacién de los pequefios productores
generalmente no incluye a la industria (INDAP, 2007c).

5. Técnicas para la deteccion de residuos

El andlisis de estos contaminantes quimicos se hace una tarea dificil debido al gran nimero
de analitos existentes, los niveles extremadamente bajos a los que se necesita analizar un
residuo, y a la complejidad de las matrices alimentarias (Chen y Fang, 2011).
Recientemente, se han desarrollado diversas tecnologias para el analisis de residuos en los
alimentos, desde métodos de screening hasta métodos confirmatorios. Los métodos de
deteccion rapida incluyen los ensayos microbioldgicos (sencillos de realizar a gran escala y
con un espectro de sensibilidad no especifico). Los métodos de screening microbioldgico
utilizan técnicas de difusién de la sustancia antimicrobiana en un agar que contiene
microorganismos sensibles a ella. Estos son Gtiles para programas de control de residuos,
debido a su gran capacidad muestral y bajo costo. Ademas, facilitan el control y la
reduccién de muestras que deben ser confirmadas posteriormente con analisis mas costosos
y complejos (Shankar et al., 2010). Los métodos de confirmacién son principalmente en
base a cromatografia liquida, siendo hoy en dia, la principal técnica de confirmacion de
residuos de antibidticos en los alimentos, la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). Pese a sus ventajas, esta técnica tiene el
inconveniente de que la muestra necesita de un tratamiento previo, encareciendo sus costos
(Chen y Fang, 2011). Para plaguicidas, actualmente la espectrometria de masas es una
técnica clave de deteccion, debido a su capacidad de multianalisis, sensibilidad,
selectividad y potencial para el anélisis quimico cualitativo (Botitsi et al., 2017). Los datos
obtenidos mediante esta metodologia pueden ofrecer pruebas definitivas; y cuando se
dispone del equipo necesario, es la técnica de confirmacion preferible. Ademas, puede
utilizarse para el cribado de residuos. Generalmente este analisis se aplica conjuntamente a
una técnica cromatografica de separacion, con el fin de obtener simultdneamente datos
sobre el tiempo de retencion, la relacion masa/carga en los iones y la abundancia de los
mismos (CAC, 2010a). La potencia analitica de la cromatografia combinada de gas o de
cromatografia liquida (GC-MS o LC-MS) en andlisis de trazas organicas ha demostrado
gue son herramientas predominantes en el campo del analisis de plaguicidas (Botitsi et al.,
2017).



HIPOTESIS

“Alimentos de origen animal provenientes de la Agricultura Familiar Campesina presentan

residuos sobre los LMR establecidos para pesticidas y medicamentos veterinarios”.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de residuos de plaguicidas y medicamentos veterinarios en productos

pecuarios primarios provenientes de la Agricultura Familiar Campesina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. ldentificar pesticidas presentes en miel y leche provenientes de pequefios
productores.

2. Determinar la presencia de residuos de antibioticos en miel, leche y carne ovina
provenientes de pequefios productores.

3. Categorizar las muestras de acuerdo a su origen geografico y los residuos

detectados en ellas.



MATERIALES Y METODOS

1. Seleccion de muestras y productores.

El presente estudio se realiz6 tomando muestras en terreno de los productores y productos
incluidos en el Plan Nacional de Cierre de Brechas de Contaminantes Quimicos, entre ellos:
miel (Regién del Bio Bio y Valparaiso), lacteos (Regiones del Bio Bio, Araucania, Los
Rios y Los Lagos), y carne ovina (Region del Libertador Bernardo O’Higgins), establecidos
en la Resolucion Exenta N° 555/2016 del Ministerio de Agricultura (Chile, 2016), que
aprueba las bases para dicho proyecto. Estos productos seran obtenidos de usuarios de
INDAP, en algunos de sus Servicios de Asesoria Técnica (SAT) o Programas de Desarrollo
Local (PRODESAL). La seleccion de productos a abordar fue establecida por INDAP en

base a los rubros y territorios en los tienen mas actividad.

Se determino un total de 122 muestras, de acuerdo a la metodologia utilizada por Aguilar et
al., en base al numero total de productores usuarios de los mencionados servicios de
INDAP (N=6823), distribuidos en: 1706 usuarios SAT y 5117 usuarios PRODESAL,

utilizando la siguiente férmula (Aguilar et al., 2007):

3 NZ?p(1 - p)
T d2(N-1)+ Z2p(1 —p)

n

Para ello se utilizaron los siguientes parametros: precision (d) = 0,076; confiabilidad (Z) =

1,96; proporcion (p) = 0,25; diferencial de p (g=1-p) = 0,75.

Segun lo anterior, el analisis fue calculado para 16 mieles listas para consumo, 25 muestras
de musculo ovino y 81 muestras de leche cruda. La distribucion geogréfica del muestreo
fue determinada en base a la disponibilidad de pequefios productores por region y localidad,
segun la informacion proporcionada por INDAP. Sin embargo, debido a condiciones ajenas
al estudio, como factores climaticos y emergencias en algunos lugares de muestreo, entre
otros, el andlisis final de residuos fue realizado de acuerdo a la Tabla 1, no afectando el

total de 122 muestras.



Tabla 1. Namero total de muestras analizadas segln rubro.

Rubro N° de muestras
Apicola 29
Carne ovina 14
Leche 79
Total 122

Las muestras fueron identificadas mediante una letra, por productor y analisis realizado, los
cuales se encuentran detallados en el Anexo 1.

En el caso de los plaguicidas, los muestreos se realizaron tomando las directivas del Codex,
“Métodos de Muestreo Recomendados para la Determinacion de Residuos de Plaguicidas a
Efectos del Cumplimiento de los LMR” CAC/IL GLC 33-1999 (CAC, 2010). Para el
muestreo de residuos de medicamentos veterinarios y contaminantes en productos
pecuarios, se utilizaron también las “Directrices para el diseno y la implementacion de
programas nacionales reglamentarios de aseguramiento de inocuidad alimentaria
relacionados con el uso de medicamentos veterinarios en los animales destinados a la
produccion de alimentos” CAC/GL 71-2009 (CAC, 2014). Ademas, se tomO como
referencia el Programa de Control de Residuos (PCR) del SAG.

Segun lo anterior, se determiné como Unidad Muestral el equivalente a: 0,5 litro (l) de
leche fresca; 1 kilogramo (kg) de carne musculo ovina (musculo) y 1 kilogramo (kg) de

miel.

2. Localidades muestreadas por rubro

Los muestreos se realizaron en un total de 20 comunas, distribuidas en 6 regiones del pais
(ver Figura 1) para los rubros miel (Regién del Bio-Bio y Valparaiso), lacteos (Regiones
del Bio-Bio, Araucania, Los Rios y Los Lagos), y carne ovina (Region del Libertador

Bernardo O’Higgins).
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Figura 1. Comunas muestreadas por region.
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3. Metodologia Analitica.

Para la determinacion de residuos de agroguimicos en miel y leche, un porcentaje de las
muestras fueron enviadas a un laboratorio externo (LABSER Ltda.), acreditado ISO/IEC
17025:2005, para un posterior analisis multiresidual, utilizando técnicas de cromatografia
gaseosa y cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (GC-
MS/MS o LC-MS/MS). Dicho laboratorio fue considerado ya que posee los métodos vy el
equipamiento necesario para dicho andlisis, y se encuentra ademas dentro de los Programas
Oficiales de Control de Plaguicidas del SAG. Las sustancias que se evaluaron mediante
estas metodologias se detallan en el Anexo 2.

Adicionalmente, una fraccion de las muestras de miel fue analizada para detectar la
presencia de residuos del antiparasitario Amitraz. Para ello, fueron enviadas al laboratorio
Analab Chile S.A, acreditado ISO/IEC 17025:2005, el cual tiene implementado una técnica
de cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a un espectrometro de masas en tandem
(HPLC-MS/MS) para dicho proposito.

En el caso de la determinacion de residuos de medicamentos veterinarios en leche y
musculo ovino, las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Inocuidad de los
Alimentos (LIA) de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile, reconocido como laboratorio de verificacién para muestras microbioldgicas segun el
Decreto Supremo 707/99 del MINSAL y acreditado bajo la norma ISO 17025:2005. En él
se utiliz6 un método de screening antimicrobiano para las familias de antibioticos
Aminoglucosidos, Betalactdmicos, Macroélidos y Tetraciclinas. Para la verificacion de esta
metodologia, se utilizé una muestra blanco, que corresponde a una muestra sin antibiotico,
una muestra fortificada a una concentracion conocida de antibiotico, y un control con las
drogas puras utilizadas, representativas para la familia de antibidticos (en este caso,
Amikacina, Ampicilina, Eritromicina y Oxitetraciclina respectivamente). El detalle de las

etapas de esta metodologia se encuentra en el Anexo 3.
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En las muestras de miel se determind la presencia de residuos de Tetraciclinas y
Sulfonamidas, siendo enviadas al Laboratorio de Farmacologia Veterinaria (FARMAVET)
de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, acreditado
bajo la norma ISO 17025:2005, en donde se utilizaron métodos de cromatografia liquida
acoplada a un espectrometro de masas en tandem (LC-MS/MS), utilizando un equipo API
5500 de AB Sciex. Estos métodos se encuentran detallados en los Anexos 4 y 5. Para la
verificacion de esta metodologia, también se utiliz6 una muestra blanco, que corresponde a
una muestra libre de antibidtico, dos controles fortificados a una concentracion conocida de
antibidtico, y una curva de calibracion en matriz fortificada con 5 concentraciones

determinadas del antibidtico para la cuantificacion del analito.

4. Analisis de resultados

Con los resultados obtenidos en la etapa anterior, se realiz6 un analisis descriptivo para
determinar el comportamiento de los datos, a partir de la informacion de la matriz usada,
localidad de origen, analito buscado, la concentracion detectada, y si superan o no los

Limites Maximos Residuales (LMRs) establecidos.

5. Bioseguridad

Se tomaron en consideracién las medidas de bioseguridad para el trabajo en laboratorio con
muestras, equipos y agentes quimicos sugeridas por el Manual de Normas de Bioseguridad
de CONICYT (CONICYT, 2008).
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RESULTADOS

A continuacion, se presenta el detalle de los resultados por matriz, segin residuos de
pesticidas y antimicrobianos detectados, ademas del origen geografico de las muestras,

segun lo establecido en los objetivos especificos del presente estudio.

a. Leche

I. Pesticidas mediante LC-MS/MS y GC-MS/MS
Se seleccionaron 15 de las 29 muestras de leche para detectar residuos de pesticidas. De
ellas, se detectd un analito, correspondiente al insecticida y acaricida Permetrina, en 2
muestras, correspondiendo a un 13,3% del total de muestras de leche y a un 8% del total de

muestras que se fueron analizadas para pesticidas, como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Numero de muestras con residuos detectables de pesticidas en leche.

) N° de muestras con residuos )
Matriz n Analito
detectables (%)

Leche 15 2 (13,3) Permetrina

Las muestras que presentaron residuos de este analito pertenecieron a las comunas de
Pitrufquén (Region de la Araucania) y Maullin (Region de Los Lagos), detectandose
concentraciones de 0,013 mg/kg y 0,014 mg/kg respectivamente (ver Tabla 3). Estos
resultados no superan el Limite Maximo Residual (LMR) de 0,1 mg/kg establecido en la
Resolucidn Exenta 33/2010 del Ministerio de Salud (Chile, 2010).

Tabla 3. Residuos de pesticidas detectados en leche, por comuna, productor y analito.

Matriz Region ~ Comuna  Productor err?aelgtoo(sje Analito Resultado  LMR
Encontrados (mg/kg) ~ Chile*

Los Angeles t 0 - - R

Bulnes i 0 - - -

Leche Bio-Bio Yumbel w 0 - - -
Arauco a 0 - - -

Carete m 0 - - -

14



Concepcidn 0 0 - - -

ab 0 - - -

Arnai:ca Pitrufquén ag 0 - - -
aj 1 Permetrina 0,013 0,1

Il?_i% S'S Futrono an 0 - - -
af 1 Permetrina 0,014 0,1

ao 0 - - -

L';ggs Maullin ar 0 i i i

at 0 - - -

av 0 - - -

Total 25 2

*LMRs establecidos en Resolucion Exenta 33/2010 del Ministerio de Salud (Chile, 2010).

ii. Antimicrobianos mediante Método de Cuatro Placas.
En la Tabla 4, se observa que para un total de 79 muestras de leche analizadas, se
identificaron residuos de las cuatro familias de antimicrobianos estudiadas en 11 muestras
(13,9 %). De las muestras de leche positivas, una de ellas tenia residuos detectables de
Tetraciclina, una de Macrolidos, 8 muestras fueron positivas a Aminoglucésidos y 1 a

residuos de Betalactamicos.

Tabla 4. Muestras con residuos de antimicrobianos de leche, detectadas por familia de

antimicrobianos.

Matriz n N° de muestras con ~ N° de muestras por tipo de
residuos detectables antimicrobiano
(%) T M A B
Leche 79 11 (13,9) 1 1 8 1

T: Tetraciclinas; M: Macrélidos; A: Aminoglucoésidos; B: Betalactamicos.

La muestra que presentd residuos detectables de tetraciclinas era originaria de la comuna
de Arauco (Region del Bio-Bio), superando el LMR de 100 pg/kg de residuos de
tetraciclinas en leche establecido en la Resolucion Exenta 551/2014 del MINSAL, mientras
que la muestra positiva a macrolidos pertenecié a la comuna de Los Muermos (Regién de
Los Lagos). Las muestras de leche con residuos detectables de Aminoglucosidos

correspondieron a las comunas de Osorno y Los Muermos (5 y 3 muestras,
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respectivamente), ambas en la Region de Los Lagos. Cabe destacar que la muestra
perteneciente al productor identificado como bt de la comuna de Los Muermos, presento
residuos de macrdélidos y aminoglucésidos, superando el LMR de 200 pg/kg de residuos de

esta Ultima familia de antimicrobianos (Chile, 2014b). Lo anterior se detalla en la Tabla 5.

Tabla 5. Residuos detectables de antimicrobianos en leche, por comuna, productor y
familia de antibioticos detectados.

Matriz Regién Comuna Productor Familia de Antimicrobianos
T M A B

Leche Bio-Bio Arauco a - - - -
b - - - -

c - - - -

d - - - -

e - - - -

f 4x - - -

9 - - - -

h - - - -

Bulnes i - - - -

j - - - -

k - - - -

Cariete I - - - -

m - - - -

n - - - -

i - - - -

Concepcion 0 - - - -
D - - - -

q - - - -

r - - - -

Los Angeles s - - - -
t - - - -

u - - - -

Santa Barbara v - - - -

Yumbel

N| < | x| =
1
1
1
1

Araucania Pitrufquén

QD
QD
1
1
1
1
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bn - - - -

Los Muermos bf - - + -

bo : - n :

bp : : : :

bq : : : +

br i - - i

bs i - - i

bt - + +** -

bu : - - :

bv i - - i

bw i - - i

bx i - - i

Total 79 1 1 8 1

+: muestra con residuos detectables. T: Tetraciclinas; M: Macrolidos; A: Aminoglucésidos; B:
Betalactdmicos. *Muestra supera LMR de 100 pg/kg de residuos de Tetraciclinas en leche,
establecido en Resolucion Exenta 551/2014 del MINSAL. **Muestra supera LMR de 200 pg/kg de
residuos de Aminoglucésidos en leche, establecido en Resolucion Exenta 551/2014 del MINSAL
(Chile, 2014b).

b. Carne Ovina

i. Antimicrobianos mediante Método de Cuatro Placas
En la Tabla 6, se observa que para un total de 14 muestras de musculo ovino analizadas, se
identificaron residuos de las cuatro familias de antimicrobianos estudiadas en 4 muestras
(28,6 %).

Tabla 6. Muestras con residuos de antimicrobianos en musculo ovino, detectadas por

familia de antimicrobianos.

N° de muestras por tipo de
) N° de muestras con o )
Matriz n ) antimicrobiano
residuos detectables (%6)
M A B

Mdsculo ovino 14 4 (28,6) 1 3 - -

T: Tetraciclinas; M: Macrélidos; A: Aminoglucésidos; B: Betalactdmicos.
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La muestra que presentd residuos de antimicrobianos de la familia de las tetraciclinas,
proveniente de la comuna de Peralillo, en la Region de O’Higgins, sobrepasé el LMR de
200 pg/kg de alimento, establecido en Resolucion Exenta 551/2014 del MINSAL para esa
matriz (Chile, 2014b) (ver Tabla 7). Por otro lado, se detectaron residuos de macrolidos en

3 muestras de carne ovina, que no superaron los LMRs establecidos para dicha matriz.
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Tabla 7. Resultados de analisis de antimicrobianos en musculo ovino, por comuna y

familia de antibioticos detectados.

Matriz Regién Comuna Productor Familia de Antimicrobianos
T M A B

Mdsculo O’Higgins  La Estrella a - - - -
Ovino Litueche b - - - -
c - + - -

Marchiglie d - + - -

e - - - -

Peralillo f +* - - -

Pumanque g - - - -

h - - - -

i - - - -

j - -

k - - - -

I - - - -

m - - - -

n - - - -

Total 14 1 3 0 0

T: Tetraciclinas; M: Macrolidos; A: Aminoglucésidos; B: Betalactamicos. +: muestra con residuos
detectables; *Muestra supera LMR de 200 pg/kg de residuos de Tetraciclinas en mdasculo,
establecido en Resolucion Exenta 551/2014 del MINSAL (Chile, 2014b).

c. Miel

i. Pesticidas mediante LC-MS/MS y GC-MS/MS
Se seleccionaron 10 de las 29 muestras de miel (una de cada comuna estudiada) para la
deteccion de residuos de pesticidas. De ellas, ninguna present6 residuos detectables de

alguno de los analitos detallados en el Anexo 2.

ii. Antimicrobianos mediante LC-MS/MS
En la Tabla 7 se detalla la localidad de origen, analitos y concentracion detectada en las 29
muestras de miel analizadas. Para los antimicrobianos de la familia de las sulfonamidas, se
detectaron residuos del antimicrobiano Sulfametazina, perteneciente a muestras de las
comunas de Arauco y Concepcion (Region del Bio-Bio), en concentraciones de 0,021
Mg/kg y 0,012 pg/kg respectivamente. Mientras que el analito Sulfamerazina fue detectado
en una muestra de miel perteneciente a la comuna de Cariete (Region del Bio-Bio), con una

concentracion de 0,005 pg/kg. En el caso de las tetraciclinas, se detectaron residuos de
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Oxitetraciclina (y un epimero) en 4 mieles provenientes de las comunas de Los Angeles (2
muestras, con 0,005 ug/kg cada una), Chillan (1 muestra con 0,006 pg/kg de
Oxitetraciclina y 0,040 pg/kg de un epimero) y San Carlos (1 muestra con 0,006 pg/kg),
mientras que para el analito Tetraciclina, se detectd una muestra perteneciente a Chillan
(con 0,006 pg/kg de Tetraciclina y 0,006 pg/kg de un epimero) y otra de San Carlos (con
0,005 pg/kg), siendo esta Ultima correspondiente a un epimero de Tetraciclina. Cabe
destacar que, de las 2 regiones muestreadas para este rubro, solo la Regién del Bio-Bio

presento resultados positivos a residuos de sulfonamidas y tetraciclinas.

Tabla 8. Residuos de antimicrobianos en miel segun procedencia de las muestras.

Concentracion LMR

Matriz Region Comuna  Productor Analito detectada Chile*
pa/kg matriz
a - - -
b - - -
Valparaiso  Casablanca g
e - - -
f - - -
g - - -
Yumbel h - - -
Bulnes J'
Santa X : : :
Barbara
m - - -
n - - -
. ql Sulfametazina 0,021 n.e
Miel Arauco o - . -
p - - -
C o ~ q Sulfamerazina 0,005 n.e
Bio Bio Cafiete . - : -
S - - -
Concencion t Sulfametazina 0,012 n.e
p u N : N
V - - -
Los w Oxitetraciclina 0,005 n.e
Angeles X Oxitetraciclina 0,005 n.e
y - - -
Oxitetraciclina 0,006 n.e
Chillan Z Epioxitetraciclina 0,040 n.e
Tetraciclina 0,006 n.e
Epitetraciclina 0,006 n.e
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Oxitetraciclina 0,006 n.e

San Carlos aa Epio_xitetra_cit_:lina 0,013 n.e
Epitetraciclina 0,005 n.e
ab - - -
Total 29

*n.e: no establecido.

iii. Amitraz mediante HPLC-MS/MS

Se seleccionaron 16 de las 29 muestras de miel para la deteccién de residuos del
antiparasitario Amitraz, ya que se tenia el antecedente de su uso en pequefios productores

de miel. Sin embargo, ninguna de ellas presento residuos detectables de este analito.
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DISCUSION

La presencia del pesticida detectado en las muestras de leche analizadas, si bien no supera
el LMR establecido para la matriz, genera preguntas sobre el posible origen de estos
residuos. La permetrina es un derivado de los piretroides, que son insecticidas organicos
sintéticos derivados de las piretrinas, que se usa, en gran parte debido a su alta actividad
como insecticida y baja toxicidad para los mamiferos, ampliamente en areas rurales y
urbanas de todo el mundo. Después de entrar en el medioambiente, los piretroides circulan
entre las tres fases de sélidos, liquidos y gases y entran en los organismos a través de las
cadenas alimenticias, lo que genera importantes riesgos para la salud (Tang et al., 2018).
Los residuos de piretroides en el cuerpo humano son generalmente mas altos en lugares
donde se usan como repelentes de mosquitos. Ademas del uso de pesticidas en interiores,
algunos pesticidas agricolas pueden ingresar a las casas después de adherirse a la ropa o al
calzado, lo que puede explicar los altos niveles de residuos de piretroides reportados en los
hogares de los trabajadores agricolas (Tang et al., 2018). La presencia de permetrina ha
sido detectada en muestras de leche materna humana, y dado que los piretroides son
compuestos lipofilicos, esto podria indicar su bioacumulacion en tejidos (Corcellas et al.,
2012). Ademas, otros estudios han sugerido posibles dafios en el sistema reproductivo
masculino y femenino, debido a acumulacion anormal de ARN en el epitelio seminifero,
con un descenso en las funciones de las células de Sertoli de ratones expuestos a niveles
bajos y cronicos de permetrina (Saito et al., 2017), y a los hallazgos de efectos
degenerativos en la morfologia ovéarica de ratas tratadas con este producto (Kotil y Deniz
Yon, 2015). También, se ha estudiado el rol de la exposicidon a permetrina en el desarrollo

de enfermedades neurodegenerativas (Carloni et al., 2012).

Respecto a los residuos de antimicrobianos en leche y carne ovina, destaca la presencia de
residuos de aminoglucosidos en leche. Los aminoglucdsidos son una clase de antibidticos
que se han utilizado ampliamente en medicina humana y veterinaria, contra la mayoria de
los microorganismos Gram positivos y negativos. Los aminoglucosidos no se absorben por
via oral, por lo que generalmente son administrados por inyeccion intramuscular. Los

residuos de estas drogas tienden a concentrarse en el rifion ya que generalmente se excretan
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a través del tracto urinario (Turnipseed y Andersen, 2008). En relacion a su uso en
bovinos, un estudio realizado en Argentina, acerca del uso de antimicrobianos en predios
lecheros, evidencidé que la mayoria de éstos fueron betalactamicos y aminoglucdsidos
(Gonzalez et al., 2015). Una de las principales enfermedades tratadas en ganado lechero es
la mastitis bovina, en la cual se utilizan dispositivos intramamarios para su tratamiento.
Algunos de estos contienen formulaciones de antibi6ticos como la estreptomicina y
gentamicina (Park et al., 2016), los que podrian ser la causa de la presencia de estos

residuos en leche.

Por otro lado, la presencia de macrdlidos en carne ovina evidencia su uso en estas
producciones. Los macrdlidos son un grupo de compuestos, altamente efectivos contra una
amplia gama de bacterias Gram positivas, pero con poca actividad contra bacterias Gram
negativas. Algunos miembros de este grupo son la eritromicina, oleandomicina,
espiramicina y tilmicosina. En general, los macrdlidos se administran por via oral, pero a
veces también parenteralmente Como las inyecciones subcutaneas (SC) o intramusculares
(IM) pueden ser irritantes, se privilegia la via oral (Moreno y Lanusse, 2017). Sin embargo,
en la practica de los pequefios productores, la administracion de medicamentos mediante

via oral a sus animales es poco habitual.

En el caso de los medicamentos veterinarios en miel, no es posible determinar si los
resultados presentados sobrepasan los LMRs establecidos para dichas matrices en Chile,
dado que éstos no se encuentran establecidos en nuestro pais. Esta situacion es similar en
otros paises. Por ejemplo, las tetraciclinas no estan registradas en la Unién Europea para el
tratamiento de abejas, por lo que no existen niveles establecidos de residuos para este tipo
de antibidtico en miel. Actualmente, la oxitetraciclina es el Unico antibidtico registrado
para ser utilizado por los apicultores canadienses para tratar la Loque americana, una
enfermedad bacteriana altamente contagiosa, dificil de erradicar, causada por
Paenibacillus larvae (Barganska et al., 2011). En nuestro pais, el uso de este antibi6tico no
estd considerado en el Programa Nacional de Control Oficial de Loque Americana del
SAG (SAG, 2017b).
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En el caso de los pesticidas, si existen LMR establecidos. Cabe destacar que en otros
mercados, como la Union Europea, Estados Unidos y Reino Unido se establecen LMRs
para pesticidas en esta matriz, aunque difieren en las concentraciones limite y los analitos
considerados en su legislacion (Souza et al., 2016). Por otro lado, cabe destacar que a
diferencia de otros estudios en miel y otros productos apicolas (Calatayud-Vernich et al.,
2017; Rodriguez et al., 2014)), ninguna miel analizada present6 residuos de pesticidas,
aunque el pequefio nUmero de muestras no permite asegurar que no existan en alimentos de

productores que no fueron muestreados.

La presencia de residuos de medicamentos veterinarios en alimentos de pequefios
productores es un problema global. Existe evidencia de residuos de antimicrobianos en
leches de Kenia, cuyos resultados fueron significativamente mayores en productores a
pequefia escala (Shitandi y Sternesjo, 2004). Ademas, se ha detectado la presencia de
residuos de antibidticos en leches de pequefios productores de Ghana (Addo et al., 2011),
en donde un 3,1% de las muestras presento niveles que superaban los LMRs de la Union
Europea. Para explicar esta situacion, algunos autores sugieren que en los pequefios
productores existe falta de comprension de los riesgos relacionados a la contaminacién con
estos residuos, que hay registros deficientes o nulos cuando aplican los tratamientos, y que
los sistemas de monitoreo fallan (Shitandi y Sternesjo, 2004). Se han realizado estudios en
otros paises como Per, en los que los productores de pequefias granjas contaban con al
menos un conocimiento basico acerca del uso de estos productos en sus animales (Redding
et al., 2014). Sin embargo, es particularmente problematico en otras provincias
subdesarrolladas y areas remotas del mundo, donde los pequefios productores a menudo
tienen dificultades para acceder a servicios veterinarios regulares y asequibles (Hu y
Cheng, 2016). Por otro lado, las dificultades en la adopcién de Buenas Practicas de
Produccion, y en la capacitacion de los productores son un problema transversal, incluso

en paises desarrollados (Parker et al., 2016).

Ademas, en Chile existe poca informacién acerca del nivel de adopcion de buenas
practicas de produccion en el &mbito de la Agricultura Familiar Campesina, asi como la

presencia de residuos de contaminantes quimicos en alimentos originados a este nivel. En
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relacion con esto ultimo, si bien el alcance de este estudio es limitado, los resultados
generados constituyen una linea base de la presencia de residuos de antibidticos y
productos fitosanitarios en alimentos provenientes de la pequefia agricultura y su paso a la
cadena alimenticia. De esta forma, constituye una base para evaluar la legislacion vigente
al respecto y el desarrollo de medidas que contribuyan a asegurar la inocuidad de estos

productos.
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CONCLUSIONES

Los hallazgos de este estudio dan cuenta de la presencia de residuos de contaminantes
quimicos en alimentos provenientes de la agricultura familiar campesina. Si bien, la
mayoria de los productos analizados presentd concentraciones que no superan los limites
maximos residuales establecidos, si se encontraron muestras por sobre dichos limites,

sustentando la hipétesis planteada.

Los residuos de los analitos detectados han sido estudiados a nivel mundial, en diversas
matrices, mostrando antecedentes de que la exposicion a éstos a distintas concentraciones

podria resultar en riesgo para la salud humana.

Si bien los resultados presentados no pretenden ser extrapolables a otras regiones o
comunas, éstos permiten establecer una linea de base para reconsiderar la transferencia,
adopcion y conocimiento de buenas précticas de produccién (GMP) en la agricultura
familiar campesina de Chile. Estudios similares sobre residuos quimicos que contemplen a
estas producciones no se han realizado en nuestro pais en el Gltimo tiempo, por lo que la

informacion generada contribuye a focalizar futuros planes de vigilancia a este nivel.

En el mismo sentido, el no establecimiento de algunos LMRs de medicamentos

veterinarios en matrices como la miel, plantea desafios respecto a la legislacion vigente.

Finalmente, estudios futuros sobre la presencia de estos residuos de contaminantes
quimicos en un mayor numero de muestras y que consideren a otras matrices, aportarian al
conocimiento de la situacion de los pequefios agricultores, en vias de mejorar sus

condiciones de produccion y la inocuidad de los productos que se consumen en Chile.
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ANEXQOS

Anexo 1. Tabla de muestreo y productores, segun analisis realizado(s).

a. Mieles
Analisis
Regién Comuna Productor — -
g Pesticidas | Amitraz | AB 4 placas | LC-MS/MS

a X X
b X X
. c X X
Valparaiso Casablanca q »
e X
f X X X
X X

Bulnes g
h X X
i X
Santa Barbara i X X
k X X x
| X

Yumbel

m X X X
L n X X

Los Angeles ~
n X X
0 X X
X

f o Arauco P
Bio Bio q X X X
r X
. S X X

Caiete
t X X
u X X
., v X
Concepcion

w X X
X X X
X X

Chillan y
z X X
aa x

San Carlos

ab X X X
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b. Leche

Regién Comuna Productor — - Analisis
Pesticidas | Amitraz | AB 4 placas | LC-MS/MS
a X X
b X
c X
Arauco d *
e X
f X
g X
h X
i X
Bulnes i X X
k X
I X
N m X X
Bio Bio Canete n x
n X
0 X X
., p X
Concepcion
q X
r x
S X
Los Angeles t x x
u X
Santa Barbara v X
w X X
Yumbel X X
y X
z X
aa X
ab X X
ac X
ad X
ae X
Arallj_(?ania Pitrufquén af X
ag X X
ah X
ai X
aj X x
ak X
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Los Rios

Futrono

al

Lago Ranco

am

Rio Bueno

an

Los Lagos

Maullin

an

ao

ap

aq

ar

as

at

au

av

aw

Osorno

ay

az

ba

bb

bc

bd

be

bf

bh

bi

bj

bk

bl

bm

bn

Los Muermos

bfi

bo

bp

bq

br

bs

bt

bu

bv

bw

bx

X | X[X|X|X | X|X[X|[X|X|X[X[X|[X|X|X[|[X|[X|[X|X|X[|X|[X|X|X|X[|X|[X|X|X|X|X|[X|X|X|X|X|[X|X]|X]|X

40




¢c. Carne ovina

Regién

Comuna

Productor

Analisis

Pesticidas

Amitraz | AB 4 placas

LC-MS/MS

O'Higgins

La Estrella

X

Litueche

Litueche

Marchigue

Peralillo

Pumanque

Pumanque

Pumanque

Pumanque

Pumanque

Pumanque

Pumanque

Pumanque

Pumanque

S| |—|N|—|=—|TQ|=w|d|lajo|lTo|l®

X | X [X|X|X|X|X|[X|X|X|X|X|[X
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Anexo 2. Listado de plaguicidas para analizar por LABSER Ltda. segun metodologia.

Plaguicidas LC-MS/MS

Limite de cuantificacion (mg/kg)

2,4-D 0,010
Abamectina 0,010
Acequinocyl 0,010
Acetamiprid 0,010
Aldicarb 0,010
Aldicarb-sulfona 0,010
Aldicarb-sulfoxido 0,010
Azadirachtin 0,010
Azoxistrobin 0,010
BAC 12 0,010
BAC 14 0,010
BAC 16 0,010
Bentazona 0,010
Benzoato emamectina 0,010
Bifenazato 0,010
Bitertanol 0,010
Boscalid 0,010
Cadusafos 0,010
Carbaryl 0,010
Carbendazima, Benomilo 0,010
Carbofuran 0,010
Carfentrazona-etil 0,010
Cianazina 0,010
Ciazofamida 0,010
Cicloxidim 0,010
Cihexatin 0,010
Cimoxanil 0,010
Ciproconazol 0,010
Ciromazina 0,010
Cletodim 0,010
Clofentezina 0,010
Clomazon 0,010
Clopiralid 0,010
Clorantraniliprole 0,010
Cloridazon 0,010
Clorprofan 0,010
Clortoluron 0,010
Clotianidin 0,010
DDAC 10 0,010
Desmedifam 0,010
Diclobutrazol 0,010
Diclorprop 0,010
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Diclorvos 0,010
Dicrotofos 0,010
Difenoconazol 0,010
Diflubenzuron 0,010
Dimetenamid 0,010
Dimetoato 0,010
Dimetomorf 0,010
Dinocap 0,010
Dinoseb 0,010
Diuron 0,010
Dodina 0,010
Epoxiconazol 0,010
Espinetoram 0,010
Espinosad A 0,010
Espinosad D 0,010
Espirodiclofen 0,010
Espiromesifen 0,010
Espirotetramato 0,010
Espirotetramatocisenol (metabolito) 0,010
Espirotetramatocetohidroxi (metabolito) 0,010
Espiroxamina 0,010
Famoxadona 0,010
Fenbuconazol 0,010
Fenexamida 0,010
Fenmedifam 0,010
Fenoxicarb 0,010
Fenpirazamina 0,010
Fenpiroximato 0,010
Fenpropidin 0,010
Fenpropimorf 0,010
Fention 0,010
Fipronil 0,010
Flazasulfuron 0,010
Fluacinam 0,010
Flubendiamida 0,010
Fludioxonil 0,010
Flufenoxuron 0,010
Fluguinconazol 0,010
Flutolanil 0,010
Flutriafol 0,010
Forclorfenuron 0,010
Formetanato 0,010
Fostiazato 0,010
Haloxifop 0,010
Hexaconazol 0,010
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Hexaflumuron 0,010
Hexitiazox 0,010
Hymexazol 0,010
Imazalil 0,010
Imazamox 0,010
Imidacloprid 0,010
Indoxacarb 0,010
Iprovalicarb 0,010
Lenacil 0,010
Linuron 0,010
Lufenuron 0,010
Mandipropamida 0,010
Mepanipirim 0,010
MeptilDinocap 0,010
Metamidofos 0,010
Metamitron 0,010
Metconazol 0,010
Metiocarb 0,010
Metomilo 0,010
Metoxifenocida 0,010
Metrafenona 0,010
Monocrotofos 0,010
Naled 0,010
Novaluron 0,010
Omethoato 0,010
Oxamil 0,010
Paclobutrazol 0,010
Pencicuron 0,010
Penconazol 0,010
Picloram 0,010
Pimetrozina 0,010
Piraclostrobina 0,010
Pirimicarb 0,010
PirimifosEtil 0,010
Propamocarb 0,010
Propargita 0,010
Propoxur 0,010
Prosulfocarb 0,010
Protioconazol 0,010
Quinoclorac 0,010
Quinoxifen 0,010
QuizalofopEtil 0,010
Rimsulfuron 0,010
Rotenona 0,010
Sulfoxaflor 0,010
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Tebufenozida 0,010
Teflubenzuron 0,010
Tepraloxidim 0,010
Tiabendazol 0,010
Tiacloprid 0,010
Tiametoxam 0,010
Tidiazuron 0,010
Tiodicarb 0,010
TiofanateMetil 0,010
Triadimefon 0,010
Triadimenol 0,010
Triasulfuron 0,010
Triclorfon 0,010
Tridemorf 0,010
Trifloxistrobin 0,010
Triflumizol 0,010
FM-6-1 (Metabolito Triflumizol) 0,010
Triflumuron 0,010
Triforina 0,010
Triticonazol 0,010
Zoxamide 0,010
Dicamba 0,010

Plaguicidas GC-MS/MS

Limite de cuantificacion (mg/kg)

Acefato 0,010
Acetocloro 0,010
Aclonifen 0,010
Acrinatrina 0,010
Alacloro 0,010
Aldrin 0,010
Atrazina 0,010
Azinfosetil 0,010
Azinfosmetil 0,010
Benalaxyl 0,010
Bifentrina 0,010
Bromacilo 0,010
Bromofosetil 0,010
Bromofosmetil 0,010
Bromopropilato 0,010
Bupirimato 0,010
Buprofecina 0,010
Captan 0,010
Ciflutrina (suma de isomeros) 0,010
Cipermetrina (suma de isomeros) 0,010
Ciprodinilo 0,010
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Clordanocis 0,010
Clordanotrans 0,010
Clordecona 0,010
Clorfenapir 0,010
Clorfenson 0,010
Clorfenvinfos 0,010
Clorobencilato 0,010
Clorotalonil 0,010
Clorpirifosetil 0,010
Clorpirifosmetil 0,010
Clortiofos 0,010
Clozolinato 0,010
Kresoximmetil 0,010
DDD o,p 0,010
DDD p,p 0,010
DDE o,p 0,010
DDE p,p 0,010
DDT o,p 0,010
DDT p,p 0,010
Deltametrina 0,010
Diazinon 0,010
Diclobenil 0,010
Diclofluanid 0,010
Dicloran 0,010
Dicofol 0,010
Dieldrin 0,010
Difenilamina 0,010
Diniconazol 0,010
Disulfoton 0,010
Endosulfan sulfato 0,010
Endosulfan, alpha 0,010
Endosulfan, beta 0,010
Endrin 0,010
Esfenvalerato 0,010
Etion 0,010
Etofenprox 0,010
Etofumesato 0,010
Etoprofos 0,010
Fenamifos 0,010
Fenarimol 0,010
Fenazaquina 0,010
Fenclorfos 0,010
Fenexamida 0,010
Fenitrotion 0,010
Fenpropatrin 0,010
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Fentoato 0,010
Fenvalerato 0,010
Fluazifop-butil 0,010
Flucitrinato 0,010
Fludioxonil 0,010
Fluopiram 0,010
Flusilazol 0,010
Folpet 0,010
Forato 0,010
Formotion 0,010
Fosalon 0,010
Fosfamidon 0,010
Fosmet 0,010
HCH ALFA 0,010
HCH BETA 0,010
HCH DELTA 0,010
HCH GAMMA (Lindano) 0,010
Heptacloro 0,010
Heptenofos 0,010
Hexaclorobenceno 0,010
Imazalil 0,010
Iprodione 0,010
Isofenfos 0,010
Isopirazam 0,010
LamdacCihalotrina (suma de isomeros) 0,010
Malation 0,010
Mancozeb 0,010
Mecarban 0,010
Metalaxil 0,010
Metidation 0,010
Metolacloro 0,010
Metoxicloro 0,010
Metribucina 0,010
Mevinfos 0,010
Miclobutanil 0,010
Mirex 0,010
Napropamida 0,010
Nuarimol 0,010
Ortofenilfenol 0,010
Oxadiazon 0,010
Oxadixil 0,010
Oxifluorfen 0,010
Paration 0,010
Parationmetil 0,010
Pendimetalin 0,010
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Permetrinacis-trans

0,010

Pirazofos 0,010
Piridaben 0,010
Piridafention 0,010
Pirifenox 0,010
Pirimetanil 0,010
Pirimifosmetil 0,010
Piriproxifen 0,010
Procimidona 0,010
Procloraz 0,010
Profenofos 0,010
Prometrina 0,010
Propiconazol 0,010
Propizamida 0,010
Proquinazid 0,010
Quinalfos 0,010
Qinometionato 0,010
Quintoceno 0,010
Simacina 0,010
Tau Fluvalinato 0,010
Tebuconazol 0,010
Tebufenpirad 0,010
Teflutrina 0,010
Terbacilo 0,010
Terbufos 0,010
Terbutilacina 0,010
Terbutrina 0,010
Tetraconazol 0,010
Tetradifon 0,010
Tolclofosmetil 0,010
Tolifluanida 0,010
Triazofos 0,010
Trifluralina 0,010
Uniconizol-P 0,010
Vamidation 0,010
Vinclozolina 0,010
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Anexo 3. Metodologia para screening de residuos antimicrobianos (Laboratorio de
Inocuidad de los Alimentos).

Este método de ensayo consta de cuatro etapas: preparacion de las esporas microbianas,
preparacion de las placas inoculadas con los microorganismos y/o sus esporas, extraccion
del analito desde las muestras y finalmente la determinacion de la inhibicion del
crecimiento (halo).

Cepas de trabajo provenientes de cepas de referencia: Bacillus subtilis, Bacillus cereus
y Kokuria rhizophila.

l. Esporulacidn de cepas Bacillus cereus y Bacillus subtilis
Sembrar la bacteria en un tubo con medio N°1, e incubar a 30° C por 24h.

Posteriormente colocar 3 mL de agua destilada estéril al tubo y transferir a una botella
Roux con 250 mL de medio N°1, incubar a 30° C durante 7 dias invertidas.

Afiadir a la botella Roux 25 mL de agua destilada estéril, y recolectar el crecimiento en
tubos estériles de centrifuga.

El crecimiento recolectado se debe centrifugar a 3000 rpm por 20 minutos, eliminar el
sobrenadante, lavar con 15 mL de agua destilada y centrifugar nuevamente a 3000 rpm por
20 minutos. Repetir ésta accion una vez mas.

Luego de realizar la ultima centrifugacién se debe eliminar el sobrenadante y colocar 10
mL de solucién salina al 0,85 %, homogenizar y calentar a bafio maria a 70° C durante 30
minutos.

Alicuotar en frascos estériles con sello hermético y refrigerar. Rotular con la fecha de
obtencion.

1. Preparacion de placas de medio N° inoculadas con esporas de Bacillus
subtilis.

De las esporas de Bacillus subtilis obtenidas anteriormente, se debe traspasar a un tubo con
solucion salina al 0,85%, una cantidad necesaria, con el objetivo de que quede a la misma
concentracion del tubo N°1 nefelémetro de Mcfarland.

Agregar 2 mL de la suspension comparada con el tubo N°1 de McFarland a 200 ml de
medio N° 5. Homogenizar.

A cada placa agregar 10 mL del medio inoculado con esporas y dejar enfriar a temperatura
ambiente.
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Una vez solidificadas las placas, sacar al azar y realizar un control fortificado y un control
con droga pura, el resto de las placas se deben embolsar colocando el numero de lote y
refrigerarlas.

a. Control fortificado: colocar un cilindro metélico en la superficie de la placa y
afiadir 200 pL de la muestra control fortificada®™ con Amikacina en una
concentracion de 0,5 pg/g (500 ppb), incubar a30° C + 1° C por 18 ha 24 h.

®) Notas:

Preparar segun instructivo DT-IT-053 Fortificacion de muestras para el método de screening de
residuos antimicrobianos.

La muestra control fortificada se somete al proceso de extraccién como si fuera una muestra mas.

Lectura de halo positivo: 1,4 +0,2 cm.

b. Control droga pura: colocar un cilindro metélico en la superficie de la placa y
afiadir 200 pL de droga pura directamente, incubar a 30°C + 1°C por 18h a 24h.

Lectura de halo para este antibidtico: 2,7 + 0,17 cm.

Si en el control con droga pura y del fortificado se obtiene un halo dentro del rango, las
placas de ese lote se pueden ocupar (mantener refrigeradas).

Si en el control con droga pura y del fortificado no se obtiene un halo dentro del rango, las
placas de ese lote se deben desechar.

Nota: Las placas refrigeradas se pueden mantener hasta 5 dias.

I11.  Preparaciéon de placas de medio N°8 inoculadas con esporas de Bacillus
cereus

De las esporas de Bacillus cereus obtenidas anteriormente, se debe traspasar a un tubo con
solucion salina al 0,85%, una cantidad necesaria, con el objetivo de que quede a la misma
concentracion del tubo N°1 nefelometro de Mcfarland.

Agregar 2 ml de la suspension comparada con el tubo N°1 de Mcfarland a 200 ml de medio
N°8. Homogenizar.

A cada placa agregar 10 mL del medio inoculado con esporas y dejar enfriar a temperatura
ambiente.

Una vez solidificadas las placas, sacar al azar y realizar un control fortificado y un control
con droga pura, el resto de las placas se deben embolsar colocando el nimero de lote y
refrigerarlas.

a. Control fortificado: colocar un cilindro metélico en la superficie de la placa y
afiadir 200 pL de una muestra control fortificada ™ con Oxitetraciclina en una
concentracion de 0,24 pg/g (240 ppb), incubar a 30° C £ 1° C por 18h a 24h.
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) Notas:

Preparar segun instructivo DT-1T-053 Fortificacion de muestras para el método de screening
de residuos antimicrobianos.

La muestra control fortificada se somete al proceso de extraccion como si fuera una muestra mas.

Lectura de halo positivo: 1,4 +0,2 cm.

b. Control droga pura: colocar un cilindro metélico en la superficie de la placa y
afiadir 200 ul de la droga pura directamente, incubar a 30° C =+ 1° C por 18 ha 24 h.

Lectura de halo para este antibidtico: 2,79 £ 0,11 cm.

Si en el control de droga pura y del fortificado se obtiene un halo dentro del rango, las
placas de ese lote se pueden ocupar (mantener refrigeradas).

Si en el control con droga pura y del fortificado no se obtiene un halo dentro del rango, las
placas de ese lote se deben desechar.

Nota: Las placas refrigeradas se pueden mantener hasta 5 dias.
IV.  Preparacion de placas de medio N°5 inoculadas con Kokuria rhizophila

La cepa de Kokuria rhizophila se debe activar traspasandola a caldo comun tres veces,
incubar a 35° C por 24 hrs cada vez, ocupar el tercer traspaso de caldo comun para inocular
el medio.

Agregar 3 ml de la suspension de caldo comun comparada con el tubo N° 0,5 de Mcfarland
a 200 ml de medio N°5. Homogenizar.

A cada placa agregar 10 mL del medio inoculado con la cepa y dejar enfriar a temperatura
ambiente.

Una vez solidificadas las placas, sacar al azar y realizar un control fortificado y un control
con droga pura, el resto de las placas se deben embolsar colocando el nimero de lote y
refrigerarlas.

a. Control fortificado: colocar un cilindro metélico en la superficie de la placa y
afiadir 200 pL de una muestra control fortificada ) con Ampicilina en una
concentracion de 0,025 pg/g (25 ppb), incubar a 30°C + 1°C por 18h a 24h.

®) Notas:

Preparar segun instructivo DT-IT-053 Fortificacion de muestras para el método de screening de
residuos antimicrobianos.

La muestra control fortificada se somete al proceso de extraccion como si fuera una muestra mas.

Lectura de halo positivo: 1,4 + 0,2 cm.
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b. Control droga pura: colocar un cilindro metalico en la superficie de la placa y
afiadir 200 ul de la droga pura directamente, incubar a 30°C + 1°C por 18h a 24h.

Lectura de halo para este antibiético: 2,8 £ 0,38 cm.

Si en el control con droga pura y fortificado se obtiene un halo dentro del rango, las placas
de ese lote se pueden ocupar (mantener refrigeradas).

Si en el control con droga pura y fortificado no se obtiene un halo dentro del rango, las
placas de ese lote se deben desechar.

Nota: Las placas refrigeradas se pueden mantener hasta 5 dias.
V. Preparacion de placas de medio N°8 inoculadas con Kokuria rhizophila

La cepa de Kokuria rhizophila se debe activar traspasandola a caldo comin tres veces,
incubar a 35° C por 24hr cada vez, ocupar el tercer traspaso de caldo comun para inocular
el medio.

Agregar 3 ml de la suspension de caldo comun comparada con el tubo N° 0,5 de Mcfarland
a 200 ml de medio N° 8. Homogenizar.

A cada placa agregar 10 ml del medio inoculado con la cepa y dejar enfriar a temperatura
ambiente.

Una vez solidificadas las placas, sacar al azar y realizar un control fortificado y un control
con droga pura, el resto de las placas se deben embolsar colocando el nimero de lote y
refrigerarlas.

a. Control fortificado: colocar un cilindro en la superficie de la placa y afadir 200 pl
de una muestra control fortificada ) con Eritromicina en una concentracion de 0,2
Mg/g (200 ppb), incubar a 30°C £ 1°C por 18 h a 24 h.

*) Notas:

Preparar segln instructivo DT-1T-053 Fortificacion de muestras para el método de screening de
residuos antimicrobianos.

La muestra control fortificada se somete al proceso de extraccion como si fuera una muestra mas.

Lectura de halo positivo: 1,4 £ 0,2 cm.

b. Control droga pura: colocar un cilindro en la superficie de la placa y afiadir 200 pl
de la droga pura directamente, incubar a 30°C £ 1°C por 18 h a 24 h.

Lectura de halo para éste antibiético: 4,03 + 0,06 cm.

Si en el control con droga pura y del fortificado se obtiene un halo dentro del rango, las
placas de ese lote se pueden refrigerar.
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Si en el control con droga pura y del fortificado no se obtiene un halo dentro del rango, las
placas de ese lote se deben desechar.

Nota: Las placas refrigeradas se pueden mantener hasta 5 dias.
VI.  Extraccion de muestras

a. Mezclar en tubos Falcon (de 50 ml para centrifuga) protegidos de la luz, con papel
metalico, 20 ml de Buffer Citrico Acetona con 5 g de rifion/higado molido.

Se debe homogeneizar la mezcla durante 15 minutos y sonicar por 15 minutos. Luego
homogeneizar durante 10 minutos y sonicar por Gltima vez por 15 minutos.

Finalmente la muestra se debe someter a una centrifugacion de 3000 rpm por 15 minutos.
Se debe extraer el sobrenadante para trabajar.

Cada placa se debe marcar por debajo con el codigo de la muestra, posteriormente, colocar,
segun esquema, 4 cilindros metélicos.

o O
o O

Nota 1: Los cilindros metélicos se colocan en la superficie de la placa, no se deben enterrar en el agar.
Nota 2: Como alternativa, en vez de utilizar cilindros metalicos, también se pueden ocupar discos de papel
estéril, del0 mm didmetro y 1,1 mm de espesor. (3 discos, uno sobre otro)

Cada cilindro representa una muestra diferente.

Afadir 200 pl del sobrenadante de la muestra a cada cilindro metalico, si se usan los discos
de papel estéril, se debe afiadir 150 pl del sobrenadante de la muestra.

Posteriormente se deben refrigerar las placas durante 30 minutos, y pasado éste tiempo se
deben incubar a 30° C por 18 h. Registrar el tiempo en DT-For-049 Resultado Screening
de residuos antimicrobianos.

La lectura se realiza midiendo el diametro de cada halo utilizando un pie de metro, el
resultado sera positivo si el halo de inhibicion de crecimiento es igual o mayor a 1,2 cm.

b. Verificacion del proceso de extraccion

Cada vez que se realice este método, se debe analizar un blanco, que corresponde a una
muestra sin antibidtico; una muestra fortificada (ver preparacién en instructivo DT-I1T-053
Fortificacion de muestras para el método de screening de residuos antimicrobianos) a una
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concentracion conocida de antibiético (DT-1T- 009) y un control con las drogas puras
utilizadas (Ver tabla N°1), lo que debe quedar registrado en DT-For-049 Resultado
Screening de residuos antimicrobianos.

Tabla N°1 Diametro y rangos de halos de inhibicion (cm) del control de drogas puras.

Concentracion Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4

de droga (cm) (cm) (cm) (cm)
Eritromicina 0,2 ug 4,0340,06 | --mmmmeem | s | s
Oxitetraciclina 025ug | mmmmmeee 279+011 | | -
Amikacina 05U | mmemmeem | meemeeee- 274017 | ----me-
Ampicilina R e e B 2,8+0,38

c. Expresion de resultados

Los resultados son expresados como “Detectado” o “No Detectado” a la presencia de
inhibidores bacterianos en la o las placas correspondientes.

Toda muestra, independiente de la placa, que presente un halo de inhibicidn de crecimiento
igual o mayor a 1,2 cm se considerard positiva y se informard como “Detectado”.
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Anexo 4. Metodologia analitica para la extraccion de Sulfonamidas en Miel, por LC-
MS/MS. (Laboratorio de Farmacologia Veterinaria).

20.
21.
22.

Pesar 5 £ 0,5 g de muestra en tubo falcon de 50 mL. Agregar estandar interno SMZ
13C6 a todas las muestras y fortificados.

Disolver en caso de miel, con 1 ml de agua y ayudarse con temperatura (en caso de
miel).

Fortificar y agregar estandar interno.

Agregar 15 mL de agua.

Agitar 10 min en vortex.

Agregar 500 pL de NaOH 1M.

Agitar 15 minutos y sonicar 5 minutos.

Ajustar a pH 7,5-8,0 con HCI 10% V/V

Agregar 10 ml Acetato de Etilo.

. Agitar 10 minutos y centrifugar 2 minutos a 5000 rpm.

. Agitar suavemente con la mano, para disolver el gel.

. Centrifugar 10 min a 5000 rpm.

. Guardar fase superior en tubo falcon de 50 mL.

. Agregar 10 ml Acetato de Etilo.

. Agitar 10 min y centrifugar 2 minutos a 5000 rpm.

. Agitar suavemente con la mano, para disolver el gel.

. Centrifugar 10 min a 5000 rpm.

. Guardar fase superior en el tubo falcon de 50 mL.

. Secar con suave flujo de nitrogeno 40-50° C y tener precaucion de no sumergir las

puntas amarillas en la solucion.

Reconstituir con 0,5 mL de solucion 15:85 Fase A y Fase B.

Sonicar y agitar.

Filtrar con filtros Millex, guardar en viales de inyeccion para LC-MS/MS.

NaOH 1M: Para 50 MI. Pesar 2g de NaOH y disolver en agua. Luego llevar a volumen

HCI 10% V/V: Para 50 mL, diluya 10 mL de Acido Clorhidrico 37% en 40 mL de agua

Robustez:

Se considera como medida precautoria la centrifugacion en Ependorf, por ser el factor que
mas afectaria a la robustez del método.
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Anexo 5. Metodologia analitica para la extraccion de Tetraciclinas en Miel, por LC-
MS/MS. (Laboratorio de Farmacologia Veterinaria).

1.

©ooNo kWD
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Pesar 5 £ 0,5 g de miel, disolver con 1 mL de agua y fortificar. Agregar estandar
interno a todas las muestras y fortificados.

Agregar 25 mL de buffer oxalato (50 mM pH4)

Agitar 10 minutos y sonicar 5 minutos.

Centrifugar 10 min a 4500 rpm, filtrar con lana de vidrio si es necesario.
Transferir sobrenadante, filtrar con lana de vidrio si es necesario.

Reextraer con 10 mL de buffer oxalato (50 mM pH4).

Centrifugar 10 minutos a 4500 rpm. Filtrar lana de vidrio

Acondicionar una SPE Oasis HLB con 3 ml de Metanol y 3 ml de agua.

Pasar la muestra con ayuda de vacio si es necesario.

. Lavar columna con 3 ml de agua.
. Secar con vacio.
. Eluir con 10 ml de Metanol, secar bajo flujo de nitrégeno 40-50° C.

. Reconstituir con 500 pL buffer oxalato (10 mM pH 2.5), conteniendo 25%
acetonitrilo.

. Centrifugar.

. Filtrar con filtro Millex de 0, 22 um y transferir a viales para LC-MS/MS Sol.

Extraccion.

Buffer Oxalato 50 mM pH 4: Para 250 ml de solucién, pesar 1,6 g de Acido Oxalico y
disolver en 200 ml de agua, ajustar a pH 4,0 y llevar a volumen.

Buffer Oxalato 10 mM pH 2.5: Para 100 ml de solucion, pesar 0,126 g de Acido Oxalico
y disolver en 80 ml de agua, ajustar a pH 2,5 y llevar a volumen.

Robustez:

Se considera como medida precautoria el tiempo de ebullicion, por ser el factor que méas
afecta la robustez del método.
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