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INTRODUCCION

La babesiosis bovina causada por ®Babesia bovis Y Babesia bigemina, €S la enfermedad
protozoaria transmitida por garrapatas que tiene mayor importancia econdémica en la
ganaderia de las regiones tropicales. Al menos 1.3 billones de animales domésticos
estan potencialmente expuestos a uno o mas especies de Babesia sp., B.bovis Y B.bigemina.
Se presenta en areas tropicales y subtropicales del mundo y su patron de distribucion
esta limitado a la presencia de su vector Boophilus (Garrapatas) (1).

Una manera de minimizar el impacto de la Babesiosis es disefar programas para la
erradicacion o control de los vectores.

Taktic y Bovitraz son algunos de los productos comerciales utilizados para combatir
las garrapatas y su principio activo es el Amitraz. El proceso para eliminar las
garrapatas del ganado consiste en pasar cada animal por un bafio preparado con
alguno de los productos que existen en el mercado (2).

Para preparar el bafo se utilizan 1.6 L de Taktic® o Bovitraz® concentrado
emulsificable (C.E) por cada 1000 L de agua y 6 Kg de cal hidratada (2). El animal al
pasar por el bafio desaloja agua junto con amitraz y cal; después de cierto numero de
animales bafados la pérdida de estos analitos tiene que ser recuperada, afadiendo
3.2 L de Taktic o Bovitraz y 12 Kg de cal por cada 1000 L de agua faltante, a este
proceso se le llama recarga (2).

El animal al pasar por el bafio introduce contaminantes como son lodo, estiércol,
pelo, etc., que ocasionan problemas en la efectividad del bafio debido a diferentes
formas de accidon; uno de esos problemas puede ser que el principio activo quede
ocluido en los solidos y por lo tanto se impida su actividad. Los contaminantes
relativamente grandes arrastran por gravedad al Amitraz y pueden disminuir el
contacto intimo del Amitraz con las garrapatas. Como los contaminantes se unen
facilmente al Amitraz por atraccion de cargas eléctricas diferentes, se impide su
adecuado funcionamiento en las garrapatas ya que se produce un cambio en su

estructura e impide que éste actue en los receptores nerviosos de la garrapata (2).



Aunque los bafos se mantienen controlados en cuanto a la cantidad maxima de
contaminantes que pueden contener (no mayor al 15 %) se ha presentado un problema
en la efectividad del producto. Si no se atiende este problema y se sigue trabajando por
debajo de la concentracion efectiva del producto, las garrapatas pueden crear
resistencia (3), lo que acarrearia grandes dafnos en la economia ganadera junto con
los problemas que esto implica.

En el bafo de los animales el principal contaminante es el lodo, seguido del
estiércol, lo que hace suponer que alguno de los dos o ambos interfieren de manera

significativa en la concentracion de Amitraz en los banos.

La revision de la literatura permitio establecer las condiciones de analisis adecuadas
para la extraccion de Amitraz [donde utilizan acetona como disolvente y hexano para
realizar las extracciones (4,5)] y su posterior cuantificacion por el método de estandar
interno (EIl) por Cromatografia de Gases Capilar (CGC). En este trabajo se optimizo el
método de extraccion y cuantificacion de Amitraz con estandar y en dos productos
comerciales. También se evalud a nivel laboratorio la interferencia de lodo y estiércol
en los bafios para determinar cual es la causa de la baja o nula eficiencia del Amitraz
después de un tiempo de utilizar estos bafos.

El trabajo consta de capitulos. En el primero, antecedentes, se habla de aspectos
generales sobre las garrapatas y su importancia para el hombre, del Amitraz como
acaricida, aspectos generales de la Cromatografia y algunos métodos de analisis de
Amitraz por Cromatografia de Gases, en el segundo capitulo, parte experimental, se
describe la metodologia, en el tercer capitulo, resultados, se muestran tablas y figuras
que ayudan a la comprension del experimento y en el cuarto capitulo se presenta el
analisis de resultados. Finalmente las conclusiones, la bibliografia y el glosario de

términos utilizados en el presente trabajo.



Objetivos

e Determinar Amitraz en concentrados emulsificables de diferentes productos

comerciales en bafos para ganado.

e Determinar si el Amitraz presente en algunos concentrados emulsificables de
diferentes marcas comerciales es adsorbido en lodo o estiércol cuando se

utilizan en bafios para ganado.

Objetivos particulares

e Optimizar un método de extraccion para Amitraz.

e Establecer las condiciones por Cromatografia de Gases para el analisis

cuantitativo de Amitraz.

e Determinar el limite de deteccion, limite de cuantificacién, linealidad del sistema,

linealidad del método y porciento de recobro del método de analisis.

e Determinar Amitraz en los productos comerciales llamados Taktic® y Bovitraz®.

e Determinar Amitraz en bafos de Taktic® y Bovitraz® en presencia de lodo o

estiércol.



CAPITULO |
ANTECEDENTES

.1 LAS GARRAPATAS Y SU IMPORTANCIA VETERINARIA

Las garrapatas y las enfermedades que transmiten son un problema de salud
publica y veterinaria, causante de pérdidas millonarias en todo el mundo (6). El
problema varia dependiendo de la regidn de la especie de garrapata presente del
agente transmisible la situacion socioecondmica y el avance tecnoldgico con que

cuenta la region (1).

El efecto directo de las garrapatas sobre la produccién ganadera, resulta del dafo
en las pieles por la picadura, pérdida de sangre y el efecto de las toxinas. En el caso de
las vacas lecheras los abscesos dafian las glandulas mamarias y por consecuencia hay
disminucién en la produccion de la leche. El efecto indirecto esta dado por las
enfermedades que transmiten, como son: Anaplasmosis y Babesiosis (tristeza) (1,7). La
infeccion produce un sindrome que puede tener un curso benigno con recuperacion
espontanea o progresar a una segunda fase y producir una condicidon debilitante con

fiebre y anemia hemolitica que finaliza con la muerte (1).

En Meéxico se han identificado 77 especies de garrapatas, teniendo mayor

importancia para el ganado bovino las siguientes especies: B. microplus, B. annulatus y
A. cajennense, que producen perdidas directas anuales de mas de 180 millones de

dolares (7).

La especie de B. microplus presenta en nuestro pais una distribucién que abarca

zonas tropicales, templadas y aridas cubriendo el 53% del territorio nacional. La



distribucion de @®. annulatus es muy diferente, presentandose en zonas aridas y

templadas cubriendo el 27% del territorio nacional (1).

El ciclo de vida de la garrapata se divide en 2 fases: La parasitaria, sobre el bovino
(dura aproximadamente 21 dias) y la no parasitaria, sobre el suelo y los pastos (su

duracion depende del clima).

El ciclo comienza cuando una garrapata adulta repleta de huevos se desprende del
animal y cae al suelo, donde luego de unos dias deposita huevos y muere. Esos
huevos, después de unos dias, daran origen a pequenas larvas; las mas activas
treparan a los pastos en espera del bovino a parasitar. Sobre el huésped comienza a
alimentarse de sangre durante 21 dias, tiempo que tarda el parasito en completar su
ciclo en el animal (de larva a adulto) (7). Factores como la edad de la garrapata y las
condiciones de temperatura y humedad afectan la transmisién e infestacion (1,6). Los
mayores indices de reproduccion tienen lugar en primavera y otofio durante los meses
de mayo y noviembre. Se dice que el numero de animales enfermos es directamente

proporcional al numero de garrapatas producidas (1).

La mayoria de los bovinos son naturalmente resistentes a padecer Anaplasmosis y
Babesiosis cuando la infeccion primaria se produce durante los primeros 7 meses de
edad, lo cual confiere inmunidad de por vida. Pasado este periodo la resistencia natural
decrece. La gravedad de la infeccion primaria esta directamente relacionada con la

edad del bovino (inmunidad materna) (8).

1.2 LOS PLAGUICIDAS

Debemos entender por plaguicida a una sustancia (0 mezcla) destinada al control

(muerte) de plagas, incluidos los vectores de enfermedades humanas y animales, asi



como especies no deseadas que causen perjuicio o interferencia con la produccion

agropecuaria y forestal (5).

a) Se clasifican de acuerdo a :

e ORGANISMOS QUE CONTROLAN.- Acaricidas, Avicidas, Bactericidas,
Fungicidas, Herbicidas, Insecticidas, Molusquicidas, Nematicidas, Ovicidas,
Rodenticidas.

e COMPOSICION QUIMICA.- Formamidina, Organoclorados, Organofosforados,
Carbonatados, Piretroides, Ftalimidas, Compuestos organometalicos con cobre y
mercurio.

e TOXICIDAD.- Extrema (rojo), Alta (amarillo), Moderada (azul) y Ligera (verde).

e MODOS DE ACCION.- Absorcion dérmica, Inhalacién, Ingestion.

e USOS AL QUE SE DESTINAN.- Veterinario, Salud humana, Preservacion,
Agricola.

e PRESENTACION.- Granulos, Polvos, Cebos, Sélidos, Liquidos, gaseosos (5).

Los productos comerciales conocidos como Taktic® y Bovitraz® son plaguicidas
cuya clasificacién es: acariciada de composicion quimica conocida (Formamidina) de
ligera toxicidad cuyo modo de accion es absorcion dérmica de uso veterinario y su

presentacion es en polvo o liquido.

El uso de los garrapaticidas es frecuente en el establecimiento de bafios por
inmersion o por aspersion al ganado. La inmersidon permite obtener una mejor
cobertura del ganado con el acaricida. Un medio que se viene utilizando cada vez con
mayor frecuencia es el uso de bolos de liberacion lenta de acaricidas y de aretes

impregnados del principio activo.



El desarrollo de la resistencia al acaricida es el principal inconveniente de su uso
continuo. Las garrapatas de un solo huésped desarrollan resistencia mas rapidamente,

pasando de generacion a generacion (6).

Los acaricidas mas utilizados son (9):

INGREDIENTES NOMBRE DOSIS
ACTIVOS COMERCIAL (mL/L agua) CONTROLA

Acaros

Abamectina (1.8%) | Agrimec 0.8-1.25 (Tetranychus sp)
Chupadores

Ometoato (70%) Folimat 1-1.5 (Tetracyculus bemis)
Acaros

Fenpropatrin(38.5%))| Herald 37 0.8-1.25 (Tetranychus sp)
Pulgones

Bifentrina (12%) Talstar 100 0.8-1.5 (Tetranychus sp)

Bovitraz® Garrapatas, (B.microplus
Amitraz (12.5%) Taktic® 1-2 ®.annulatus, B.cajeanense )

b) AMITRAZ, UN ACARICIDA.

El Amitraz es un plaguicida del tipo formamidina, introducido al mercado por
“The Boots Company Limited” (ahora Schering AG) distribuida por la compafia
farmaceutica Wellcome para el control de formas moéviles de acaros en cosechas
de frutas maduras y citricos, asi como garrapatas de animales domésticos y
ganado. Es también efectivo contra huevos y larvas de algunos lepidoptera y contra

insectos como chinches, pulgones y chupadores entre otros (10).




Es comercializado con los nombres de Taktic® y Bovitraz® con presentaciones
en polvos y concentrados emulsificables al 12.5% (p/v), preparados en recipientes
como una suspensién acuosa para dar una concentracion final de 0.025% de
amitraz (p/v). La suspension se estabiliza a pH 12 por la adicion de 1% de cal
hidratada comercial (contiene 80% de Ca(OH)z2). Otros sindénimos de amitraz son:
Triazid y Azaform, cuyos nombres comerciales son: BAAM, ECTODEX, MITAC,
TRIATOX. El codigo de designaciéon es U-36,059. BTS-27,419,JA-119 y ENT-
27,967 con un numero de registro CAS : 33089-61-1 (10).

ESTRUCTURA QUIMICA

I
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PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS (10)

e APARIENCIA: Polvo cristalino de color blanco o amarillo
e FORMULA MOLECULAR: C19H23N3

e PESO MOLECULAR: 293.4 g/mol

e PUNTO DE FUSION: 86-87 °C

e ACIDEZ Y ALCALINIDAD: Base débil

e SOLUBILIDAD: En disolventes organicos

e PRESION DE VAPOR (20°C): 3.8X10”" mmHg

El Amitraz es hidrolizado rapidamente a valores bajos de pH formando un acido
estable, 2,4-dimetilformamidina que puede ser a su vez hidrolizado a 2,4-dimetilanilina
(11,12).

1.3 CROMATOGRAFIA

La Cromatografia es una técnica donde los componentes, son separados, por
distribucion entre 2 fases una de las cuales es la estacionaria y la otra un fluido que
pasa a través de la fase estacionaria (13). Esta técnica permite la separacion de

sustancias que se encuentran en una mezcla (14).

La Cromatografia tuvo sus inicios en 1850 con la separacion de anilinas por
F.F.Runge, utilizando un filtro de papel y un disolvente. En 1906 Tswett presentd la
primera separacion de unos pigmentos vegetales; a esta técnica se le llamo
Cromatografia, estudio de los colores. En 1941 Martin y Singe propusieron el uso de un
gas como fase movil, pero fué hasta 1952 cuando Martin y James describieron el

primer cromatografo de gases, el cual poseia un detector sensible a bases y acidos.



Posteriormente Ray publicd la creacion del detector de conductividad térmica, y no
tardo en aplicarse a compuestos organicos e inorganicos. En 1954 apareci6 el primer

equipo a la venta (13).

De acuerdo a la naturaleza de las fases involucradas y a los mecanismos de

separacion, la cromatografia se divide en Cromatografia de gases y Cromatografia de

liquidos.
1.3.1 CLASIFICACION
(  cromaToGRAFIA )
(oes ) (oot ) (o )
—( s ) ccF )
—( o) ce )
CFE
cil

CE

CPG

CFG

CGS Cromatografia gas-solido, CGL Cromatografia gas-liquido, CLS Cromatografia liquido-sdélido, CLL
Cromatografia liquido-liquido, CFE Cromatografia de fase enlazada, Cll Cromatografia de intercambio i6nico, CE
Cromatografia de exclusion, CPG Cromatografia de permeacion en gel, CFG Cromatografia de filtracion en gel,

CCF Cromatografia en capa fina, CP Cromatografia en papel.

10



1.3.1 CROMATOGRAFIA DE GASES

En la cromatografia de gases la fase mdévil es un gas.

e Cuando la fase estacionaria es un solido se dice que es cromatografia gas-
sélido. El proceso de separacion se lleva a cabo por adsorcion entre el gas que
transporta el soluto y la fase estacionaria que puede ser silicones y polimeros.

e Y cuando es un liquido, se dice que es cromatografia gas-liquido. El proceso
de separacion se lleva a cabo por particion entre la fase estacionaria liquida que
recubre a un soporte solido inerte, como cuentas de vidrio o tierra de diatomeas

y el gas que transporta el soluto (14).

Cuando se introduce una sustancia en la corriente del gas, ésta se volatiliza por la
temperatura elevada que se aplica al sistema y se distribuye en la columna entre la
fase estacionaria y el gas acarreador. Este proceso de adsorcion o particion entre
ambas fases se cuantifica con el “factor de capacidad” k" y esta determinado por la

cantidad o por el tiempo de residencia de la sustancia en la fase estacionaria (14).

La Cromatografia no se puede usar para identificar compuestos sin compararlos
con un estandar, debido a que es una técnica de separacion. Para el analisis
cualitativo, debe determinarse el tiempo de retencion o el volumen de retencion del

soluto de una sustancia conocida (14).

Cuando un compuesto eluye en el mismo tiempo o en el mismo volumen de
retencion en las mismas condiciones experimentales, la probabilidad de una

identificacion correcta es muy alta (14).
El tiempo o el volumen de retencién muertos, son factores importantes, utilizados

para obtener los valores de retencion absolutos y relativos para la caracterizacién de

los compuestos y se calcula por la siguiente ecuacion (14):

11



Factor de capacidad = K'= Lo . . ecuacuacion
t
0
t, —t K’
Selectividad = a = 2 0_ 72 cee e .e. ... ecuacuacion
hh K

Donde:
to: Tiempo de retencién del soluto de mayor retencion

t1: Tiempo de retencién del soluto de menor retencion

@)

(2)

to. Tiempo muerto (tiempo de retencién para un componente que no se retiene en la fase estacionaria)

o Selectividad > 1

Cuando se utiliza el detector de ionizacion de flama, el cual no responde ni al aire ni

al agua, la elusion de un compuesto que no se retenga en la columna tal como el

metano o butano puede utilizarse para estimar el to.

Para medir la eficiencia de la columna se calcula el numero de platos tedricos (N)

con las siguientes ecuaciones:

17
2_ 5.54(7’/)2 ... ecuacuacion

17
Platos teoricos = N = 16(L)
Wb 0.5

3)

12



donde:

tr: Tiempo de retencion de la sustancia
W,: Ancho de la base del pico

Wy.5: Ancho de la mitad de la altura del pico

La resolucidon es la medida cuantitativa del grado de separacion de 2 picos y se

calcula mediante la siguiente ecuacion (13):

th —t
Resolucion =R = E(A) ............... ecuacuacion “4)
W1+ Wh2

donde:
t1yta.  Tiempos de retencién de los solutos 1y 2

w1y Wo. Es la amplitud de los picos a la linea base

La literatura reporta métodos Cromatograficos para identificar y cuantificar Amitraz,
algunos son por Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) pero en la

actualidad la mayoria de éstos utilizan la Cromatografia de gases (CG).

El proceso consiste en inyectar la muestra en el cromatografo. La elevada
temperatura del inyector la volatiliza y el gas acarreador la arrastra hacia la columna se
separan los componentes de la muestra, que posteriormente son detectados y

registrados.

13



Esquema de un cromatografo de gases: (1) Hidrogeno (2) Aire (3) Nitrogeno (4) Inyector (5) Fase

estacionaria (6) Horno (7) Detector y (8) Sistema de registro.

En Cromatografia de gases, los métodos para determinar cualquier analito combinan
columnas y detectores; la mejor combinacion columna-detector es aquella que

satisfaga las necesidades del analista o la finalidad del método (16).

El primer método de analisis disponible para la determinacion de Amitraz en bafos
de Taktic fue un método Cromatografico Gas-Liquido (CGL) proporcionado por el
fabricante “The Boots”. La principal desventaja de este método es el tiempo consumido
en los pasos de analisis, por lo que se desarrollaron métodos alternativos para este

analisis.

La determinacién de Amitraz por Cromatografia de gases utilizando un detector de
emision atémica (DEA) provee una alta deteccion especifica del elemento. La principal
desventaja del DEA es su baja sensibilidad con respecto a otros métodos de deteccion
selectivos usados en el analisis de residuos de pesticidas como son captura de
electrones y deteccion nitrégeno-fosforo, especificamente en el andlisis de trazas de
nitrogeno. En la determinacion de Amitraz a concentraciones bajas, se realizan
inyecciones de volumenes grandes o se utiliza una cantidad mayor de extracto de

muestra. (17)

14



Al cuantificar Amitraz en banos de Taktic por HPLC se presenta el inconveniente de
que la gran cantidad de cal hidratada utilizada en la preparacion del bafio (6Kg/1000L)

interfiere con el analisis (15).

Michael V. Machin y Kerrin W. McDougal (4) realizaron la determinacion de Amitraz
en bafnos para gatos que consistia en utilizar Taktic® a una concentracion final de
0.025% plv; la suspension fue estabilizada con hidréxido de calcio a pH12. Las
muestras se analizaron en un Cromatégrafo de Gases equipado con un detector de
ionizacion de flama, columna de vidrio de 6 pies por 3/16 pulgadas de diametro interno,
empacada con 2.5% DC-200 mas 3.75% QF-1 sobre Chromosorb de malla 80-100. La
temperatura de la columna 245 °C, la temperatura del inyector y la temperatura del
detector 250 °C. El flujo del gas acarreador Nitrogeno a 65 mL/min. Este método es
preferido por ser simple, rapido y libre de interferencias, ademas determina la cantidad

total de Amitraz presente en las muestras de los banos (4).

Otros métodos utilizados en la determinacion de Amitraz en formulaciones de
concentrados emulsificables (CE) al 12.5 % p/v por Cromatografia de gases utilizan
columnas de vidrio empacadas, equipado con detector de ionizacion de flama, cambian

la acetona que se utiliza como disolvente, por acetato de metilo. (18)

Otro método analitico para la cuantificacion de Amitraz en bafos para ovejas
estabilizado con cal, utiliza un Cromatégrafo de gases equipado con un detector
termoionico, una columna de 1 m x 0.2 mm de diametro interno, de fase estacionaria
Ultrabond 20 M (5).

El método que se utiliza en el presente trabajo es una combinacion de los métodos
antes mencionados, el cual utiliza acetona para favorecer la extraccién con hexano ya
que el amitraz es muy soluble en este disolvente y posteriormente se analiza por
Cromatografia de Gases utilizando un detector de ionizaciéon de flama y una columna

DB-1 (Dimetilpolisiloxano).
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CAPITULO I
PARTE EXPERIMENTAL

En este capitulo se describe el desarrollo del método cromatografico para la
determinaciéon de Amitraz en bafos preparados con dos de los productos comerciales
Taktic® y Bovitraz® en su presentacion de concentrados emulsificables (CE) y su

aplicacién para determinar si hay absorcién o no en lodo y/o estiércol.

II.1  Reactivos, materiales y equipo.

11.1.1 Reactivos.

Estandar de Amitraz lote-ACJB132-25
Estandar de Escualano lote-BOA

Taktic C.E al 12.5% p/v lote-YKOAQ030
Bovitraz C.E al 12.5% p/v lote-0632432A2
Hidréxido de calcio grado reactivo

Agua grado HPLC

Hexano grado HPLC

Acetona grado HPLC

Tierra de jardin y estiércol de vaca

[1.1.2 Material.

Matraces aforados

Pipetas volumétricas
Pipetas graduadas

Pipetas Pasteur con bulbo
Embudos de separacion
Embudo de filtracion rapida

Matraces erlenmeyer
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Vasos de precipitados

Espatula

[1.1.3 Equipo.

Cromatégrafo de Gases marca Varian, modelo 3300 equipado con inyector con
divisor de flujo “Split” y Detector de ionizacion de flama (DIF); Columna DB-1
(dimetilpolisiloxano) J & W CAT. No 122-7032 de 30 metros de longitud por 0.25
milimetros de diametro interno y 0.25 micrometros de espesor de pelicula, conectado a
un integrador marca Hewlett-Packard (HP) modelo 3390A. Las condiciones de la

Rampa de calentamiento se muestran en la Tabla 1.

I1.2 Método de extraccion

11.2.1 Amitraz en bano de Taktic®

Se prepara un bafio de Taktic® de la siguiente manera:

En un matraz aforado de 100 mL., colocar 0.16 mL de Taktic® y 0.6g de hidroxido
de calcio, disolver y aforar con agua destilada (bafio de Taktic®). Para efectuar la
extraccion de Amitraz se toma un volumen de 10 mL y se deposita en un embudo de
separacion, se agregan 5 mL de acetona. La extraccion del Amitraz se realiza con
cuatro porciones de 5 mL de hexano cada una, agitando dos minutos en cada
extraccion. Los extractos organicos se depositan en un matraz aforado de 25 mL al que
se le adicionan 2 mL de estandar interno (Escualano a una concentracién de 1.6
mg/mL) y se afora con hexano. De esta disolucién se inyecta 1uL al Cromatégrafo de
gases en las condiciones cromatograficas indicadas en la tabla 1. Este procedimiento

se muestra en el diagrama 1.

[1.2.2 Amitraz en bano de Bovitraz®
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El procedimiento para determinar el analito en Bovitraz® es el mismo que se indica

para Taktic®.

[1.3 Método de cuantificacion por Cromatografia de gases

Se utilizé el método de estandar interno, utilizando para este fin Escualano, las

condiciones cromatograficas se presentan en la Tabla 1
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Tomar 10 mL del
bafo de Taktic® o
Bovitraz®

Adicionar 5 mL de acetona

Extraer con 4 porciones de
hexano de 5 mL cada una

Fase acuosa
(desechos)

|_|
< |_| > Fase organica

Diagrama 1. Procedimiento general para cuantificar Amitraz en bafios preparados con Taktic® o Bovitraz®.

Adicionar 2 mL de El (escualano de
C=1.6 mg/mL) y aforar a 25 mL con
hexano

Inyectar 1uL de esta disolucién al CG bajo

las condiciones experimentales
especificadas en la tabla 1.

19



I1.4 Linealidad del sistema.

Se evalua la linealidad del sistema realizando tres curvas patron de estandar de

Amitraz en hexano en un intervalo de concentraciones de 10, 20, 40, 60, 80, 100 y 120

ppm
Procedimiento:

a) Se prepara una disolucién estandar de Amitraz (0.2 mg/mL) en hexano

b) Se prepara una disolucion de estandar de Escualano (0.8 mg/mL) en hexano

c) De la disolucion de estandar de Amitraz (0.2 mg/mL) tomar alicuotas de 0.5, 1, 2,
3, 4, 5y 6 mL depositarlas en matraces de 10mL. A cada matraz se le adiciona 1mL
de estandar de Escualano (0.8 mg/mL) ajustar el aforo con hexano y agitar.

d) Analizar por CG bajo las condiciones especificadas en la tabla 1
[1.5 Limite de deteccidn y cuantificacion

Para determinar el limite de detecciéon y de cuantificacion se utilizan los resultados

de la linealidad del sistema y estadisticamente se calcula su valor.

1.6 Linealidad del Método

Se evalud la linealidad del método realizando tres curvas patrén de Amitraz en

bafios de Taktic® en un intervalo de concentraciones de: 0, 10, 20, 40, 60, 80 y 100

ppm.
Procedimiento

a) Preparar el Bano de Taktic®, para lo cual agregar 0.16 mL de Taktic C.E. + 0.6g

de Ca (OH); en un matraz aforado de 100 mL. Disolver y aforar con agua.
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b) Preparar una disolucion estandar de Amitraz de concentracion 0.5 mg/mL en
acetona.

c) Preparar una disolucion de estandar interno (Escualano) de concentracion 1.6
mg/mL en hexano.

d) En 7 embudos de separacion agregar 10 mL del bafo de Taktic®.

e) Adicionar a cada embudo 0, 0.5, 1, 2, 3, 4 y 5 mL respectivamente de disolucion
de estandar de Amitraz (0.5 mg/mL) y ajustar a 5mL con acetona.

f) Se les realiza a cada uno 4 extracciones con 5 mL de hexano.

g) Se colectan los extractos organicos en Matraces Erlenmeyer de 25 mL, se secan
con Na,SO4 y posteriormente se transfieren las disoluciones a matraces aforados
de 25 mL.

h) A cada matraz se le adicionan 2 mL de estandar interno y se ajusta el aforo con
hexano.

i) Cuantificar por CG bajo las condiciones especificadas en la tabla 1.

[1.7 Recobro

El recobro se determiné realizando tres curvas patron de Amitraz en bafos de

Taktic® en un intervalo de concentraciones de 0, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 ppm de la

misma manera que en el inciso 11.6.

[1.8 Determinacion de Amitraz en Taktic® y Bovitraz® por Cromatografia de Gases

Para la cuantificacion de Amitraz en los productos comerciales Taktic® y Bovitraz®

en su presentacion de concentrados emulsificables (CE) se realizd el siguiente

procedimiento que se esquematiza en el diagrama 2.

a) Depositar 0.5 ml de Taktic® o Bovitraz® CE en un matraz de 10 mL. Disolver con
2 mL de acetona y aforar con hexano.
b) De la disolucién anterior tomar 0.5 mL vy depositarlos en un matraz de 10 mL.

Aforar con hexano.
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c) De la disolucién anterior tomar 2 mL y depositarlos en un matraz de 10 mL
agregar 1 mL de estandar interno (0.8 mg/mL) y aforar con hexano.

d) Analizar por CG bajo las condiciones especificadas en la tabla 1.

Se prepara la curva patron de Amitraz en un intervalo de concentraciones de 10,
20, 40, 60, 80, 100 y 120 ppm. Por interpolacion en esta curva patrén se determina la
concentracion de Amitraz en las muestras comerciales. Las condiciones del analisis

cromatografico son las indicadas en la tabla 1.

Se toman 0.5 mL del
CE se disuelven con
2mL de acetona y se
afora a 10 ml con
hexano

Se toman 0.5 mL de la disolucién anterior y
se afora a 10 mL con hexano.

Se toman 2 mL de la disolucion anterior y
se adicionan 1 mL de EI (concentracion de
escualano 0.8 mg/mL) ajustando el aforo a
10 mL con hexano.

Se prepara una curva patron

de amitraz en un intervalo de Se analiza por CG a las
concentraciones de 10, 20, condiciones indicadas en
40, 60, 80, 100 y 120 ppm la tabla 1

mas El

Diagrama 2. Esquema del analisis cuantitativo en los productos comerciales Taktic® y Bovitraz® en CE.
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[1.9 Método para la determinaciéon de Amitraz en presencia de lodo o estiércol en los

productos comerciales Taktic® y Bovitraz®

En el analisis cuantitativo de Amitraz en banos preparados con los productos
comerciales Taktic® y Bovitraz® se adiciona lodo o estiércol con la finalidad de
determinar si existe o no adsorcion por alguna de estas dos interferencias que se
encuentran presentes en los bafos para ganado.

Se realiza el mismo procedimiento de extraccion del inciso 11.2, solo que después de
agregar los 10 mL del bafo de Taktic® o Bovitraz® se afiade 1 g tierra 6 0.5 g de

estiércol. Posteriormente se continua el procedimiento descrito en el diagrama 1.
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CAPITULO Il

RESULTADOS

[11.1 Método Analitico.

En este capitulo se presentan las condiciones cromatograficas, el limite de deteccion
y cuantificacion, la linealidad del sistema, la linealidad del método, el recobro asi como
también el porciento de recuperacion de Amitraz presente en los Bafos de Taktic® y

Bovitraz® con lodo o con estiércol.

[11.1.1 Condiciones Cromatograficas.

Las condiciones éptimas para una columna de 30 m por 0.25 mm de diametro interno
son la velocidad lineal en un intervalo de 25-30 cm/seg y el flujo de la columna entre

1.26-1.8 mL/min para Hidrégeno como fase mévil y una presion de 10 Ib/in?.

Con la informacion anterior se procedio a establecer las condiciones cromatograficas
optimas, para lo cual se inyectd al cromatégrafo una disolucién estandar de Amitraz y
estandar de Escualano (El). En la figura 1 se muestra un cromatograma en una de las
etapas iniciales de la busqueda de las condiciones adecuadas para la cuantificacion de
Amitraz por estandar interno. Se observa que el tiempo de retencion del Amitraz es de

6.79 minutos y del Escualano de 7.68 minutos.
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respuesta

vk

tiempo (min)

Figura 1. Cromatograma de estandar de Amitraz y Escualano como estandar interno.

La figura 2 muestra el cromatograma que se obtuvo con las condiciones finales de
separacion con un tiempo de retencion para el Amitraz de 6.03 minutos y 6.86 minutos
para el estandar interno. Las condiciones del analisis cromatografico se presentan en la

tabla 1.
A

6.86

respuesta

6.03

__

tiempo (min)

Figura 2. Cromatograma de estandar de Amitraz y Escualano como estandar interno, en las condiciones 6ptimas de

separacion.
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Temperatura del inyector 300°C
Temperatura del detector 300°C
Programa de temperatura de la columna

Temperatura inicial 250°C
Tiempo inicial 1min
Temperatura final 280°C
Tiempo final 1min
Velocidad de calentamiento 5° C/min
Flujo de Hidrogeno 30 mL/min
Flujo de Nitrégeno 30 mL/min
Flujo de Aire 300 mL/min
Relacion de divisor de flujo (“split”) 1:39
Velocidad lineal 31 cm/seg

Tabla 1. Condiciones cromatograficas de la rampa de calentamiento.

[11.1.2 Linealidad del sistema (por el método de estandar interno El)

El intervalo de concentracidén para determinar la linealidad del sistema se selecciono
en base a la concentracion de Amitraz presente en los bafios de Taktic® o Bovitraz® y

de las diluciones a realizar para su determinacion.

Para conocer la linealidad del sistema en el intervalo de concentracion de 10 a 120
ppm, se realizaron tres curvas patron de estandar de Amitraz en hexano, las cuales
fueron analizadas para obtener el coeficiente de determinacion (r?). Mediante el analisis
de minimos cuadrados y utilizando la relacion de areas se obtuvo la ecuacion de una
recta con pendiente (m) y ordenada al origen (b) de cada una de las curvas patrén. En

la tabla 2 se muestran los resultados de las tres curvas patron.

26



Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
[EAJIEI] RA [EAV[EI] RA [EAJIEI] RA
0.09843 0.0929 0.10593 0.0275 0.11628 0.0352
0.19681 0.1369 0.21186 0.0572 0.23256 0.0703
0.39370 0.2793 0.42373 0.1235 0.46512 0.1527
0.59055 0.4237 0.63559 0.1972 0.69767 0.2560
0.78740 0.5630 0.84746 0.2874 0.93023 0.3298
0.98425 0.7426 1.05932 0.3702 1.16279 0.4044
1.18110 0.8851 1.27119 0.4520 1.39535 0.5083
Y = 0.7445X-0.0039 Y = 0.3686X-0.0234 Y =0.3678X-0.0118
r’ = 0.9986 r’ = 0.9984 r’ = 0.9990

[ EA] concentracion del estandar de Amitraz

2 - L,
r° coeficiente de determinacion

RA relacién de Areas ( area EA/area El)

[El ] concentracion del estandar interno

Tabla 2. Resultados de la linealidad del sistema.

En la grafica 1 se representan estos resultados

1.2

LINEALIDAD DEL SISTEMA

0.8

0.6

LS-1 y=0.7445x-0.0039

LS-2 y=0.3686x-0.0234

0.4 4

Rdadion de Aress [A[AEN

0.2 4

LS-3 y =0.3678x - 0.0118

T
0.4 0.6 0.8 1
Factor de Respuesta relativo (Frr)

1.2

1.4 1.6

‘0 LINEALIDAD DEL SISTEMA 1 m LINEALIDAD DEL SISTEMA 2

LINEALIDAD DEL SISTEMA 3

Grafica 1. Linealidad del Sistema (Curvas patron).
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En la figura 3 se muestra un cromatograma a una concentracién de Amitraz de 40

ppm y en la figura 4 a una concentracion de 100 ppm.

respuesta
E >
6.71

5.91

st -

tiempo (min)

Figura 3. Cromatograma de estandar de amitraz (tr=5.91 min) a una concentracién de 40 ppm con

estandar interno de escualano (tr=6.71 min) a una concentracion de 88.8 ppm.

>

6.72

respuesta
T T —

5.92

tiempo (min)

Figura 4. Cromatograma de estandar de amitraz (tr=5.92 min) a una concentracién de 100 ppm con estandar

interno de escualano (tr=6.72 min) a una concentracion de 88.8 ppm.
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[11.1.3 Limite de deteccién y cuantificacion

En la figura 5 se presenta el cromatograma de amitraz a una concentracién de 5

ppm. En éste se aprecia como el ruido se puede confundir con la respuesta del analito.

>

[e—

respuesta
6.25

N,

tiempo (min)

Figura 5 Cromatograma de estandar de amitraz (tr=6.25 min) a una concentracion de 5ppm.

En la figura 6 se muestra el cromatograma de Amitraz a una concentracion de 10

ppm. En este caso la respuesta es mas clara.

>

respuesta
6.20

v

tiempo (min)

Figura 6 Cromatograma de estandar de amitraz (tr=6.20 min) a una concentracioén de 10ppm.
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Utilizando los resultados de la linealidad del sistema y utilizando el criterio de Y =
Ys +3Sg para el limite de deteccion y Y = Yg +10Sg para el limite de cuantificacion,
donde Y es la respuesta debida al Amitraz, Yg es la repuesta cuando no esta presente
el Amitraz (blanco) siendo ésta la ordenada al origen y Sg es la desviacion estandar del
blanco (20)

Curva 1 2 3 Promedio
LDD (ppm) 6.20 6.87 5.60 6.22
LDC (ppm) 10.30 11.46 9.17 10.31

LDD Limite de detecciéon

LDC Limite de cuantificacion

3.1.4 Linealidad del método (por el método de estandar interno El)

Se realizaron tres curvas patron agregando estandar de Amitraz al bafio de Taktic®
preparado en el intervalo de concentraciones de 0 a 100 ppm a bafios de Taktic®, las
cuales fueron analizadas para obtener el coeficiente de determinacion (), la pendiente
(m) y la ordenada al origen (b). En la tabla 3 se muestran los resultados de las tres

curvas.
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Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3

[ EAJIEI 1(A) RA [EAYIEI I(R)] [ EAVIEI 1(A) RA [EAVIEI I(R)| [ EAYIEI )(A) RA [EAJIEI I(R)
*0.00000 0.48380 0.65510 0.00000 0.45650 0.61840 0.00000 0.43670 0.59180
0.07384 0.55670 0.75300 0.07933 0.47310 0.64070 0.07143 0.47670 0.64550
0.14767 0.63410 0.85700 0.15865 0.56440 0.76330 0.14286 0.56310 0.76160
0.29535 0.73380 0.99090 0.31731 0.66950 0.90450 0.28571 0.65330 0.88270
0.44302 0.83360 1.12490 0.47596 0.78530 1.06000 0.42857 0.75180 1.01500
0.59070 0.94750 1.27790 0.63462 0.92880 1.25280 0.57143 0.88980 1.20040
0.73837 1.15910 1.56210 0.79327 1.04010 1.40230 0.71429 0.99010 1.33510
Pendiente (m) 1.1399 Pendiente (m) 1.0204 Pendiente (m) 1.0467
Coeficiente de determinacion (r2) 0.9846 Coeficiente de determinacion 0.9956 Coeficiente de determinacion 0.9966
Ordenada al origen (b) 0.6588 Ordenada al origen (b) 0.5904 Ordenada al origen (b) 0.5878

[EA] es concentracion del estdndar de amitraz

[El] es concentracion del estandar interno, escualano

RA es la relacion de areas del EA/EI

(A) Adicionado
(R) Recobrado
* Este valor es debido a que se utilizo muestra comercial Tactik® como placebo.

Tabla 3. Resultados de la Linealidad del Método de las tres curvas patrén en la que se utiliza para

determinar [EAJ[EI |(R) la siguiente ecuacion de la curva de calibracidn RA = 0.7445[ EA J[EI ](R) - 0.0039

En la grafica 2 se observa la linealidad del método donde en promedio el coeficiente

de correlacién es mayor a 0.99 para las curvas analizadas.

LINEALIDAD DEL METODO
1.8
16 rS
14 _a
o
/
T 12 R
K] *
8 1 /
é // Recobro 1y =1.1399x + 0.6588
—_- R? = 0.9846
o 0.8
o 06 Recobro 2y = 1.0204x + 0.5904
04 R? = 0.9956
02 Recobro 3y = 1.0467x + 0.5878
0 T T T T T T \Rz = 09966\
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
[EAJ/[EI] Adicionado
& Recobro 1 m Recobro 2 a Recobro 3

Gréfica 2. Linealidad del Método. Curvas de calibracion en un intervalo de concentracién de 0 a 100 ppm.
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Utilizando Taktic® como placebo, a una concentracién afnadida de 0 ppm se obtiene
el cromatograma de la figura 7 y a 100 ppm de concentracion afiadida se presenta en

la figura 8.

>

respuesta

AT ———— 5.93
: 6.73

tiempo (min)

Figura 7. Cromatograma de amitraz (tr=5.93 min) concentracion de estandar adicionado 0 ppm y escualano

(tr =6.73 min) a una concentracion de 133.12 ppm.

(3] ©

7 rl >

[«b) ‘ ~
77 ! «©
L ]

= !

)

tiempo (min)

Figura 8. Cromatograma de amitraz (tr=5.96 min) a una concentracién de estandar adicionado de 100 ppm y

escualano (tr=6.77 min) a una concentracion de 133.12 ppm.
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[11.1.5 Cuantificacién de amitraz en las muestras comerciales de Taktic® y Bovitraz®

(por el método de estandar interno El)

Utilizando la ecuacién de la curva patrén y =0.3678x-0.0118 (tabla 2) se obtuvieron
los resultados de las concentraciones de amitraz en las muestras. Esta ecuacion
permite determinar la concentracion del analito por la relacién de areas del Amitraz y
del El (y) con la concentracién de Amitraz en la muestra problema y del El con una
concentracion de 86 ppm

La concentracion tedrica de Amitraz en los productos comerciales es de 62.5 ppm
que representa el 100%. Los resultados de estos experimentos que se realizaron por

duplicado se presentan en la tabla 4.

Muestra RA Concentracion Porciento (%) Promedio
(ppm)
Taktic® m-1 0.3062 74.35 118.96 119.64
Taktic® m-2 0.3095 7512 120.32
Bovitraz® m-1 0.2936 71.40 114.24 115.03
Bovitraz® m-2 0.2978 72.38 115.81

RA es la relacion de areas del Amitraz y del estandar interno, escualano (EA/EI)

Tabla 4. Resultados del contenido de amitraz en los productos comerciales Taktic® y Bovitraz®
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En las figuras 9 y 10 se muestran los cromatogramas obtenidos de las valoraciones

de Taktic® y de Bovitraz®.

-

6.81

respuesta

6.00

tiempo (min)

Figura 9. Cromatograma de amitraz (tr=6.00 min) y escualano (tr=6.81 min) en la muestra de Taktic®

-
6.81

respuesta
IR |

6.00

>

tiempo (min)

Figura 10. Cromatograma de amitraz (tr=6.00 min) y escualano (r=6.81 min) en la muestra de Bovitraz®.
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111.1.6 Recobro

El recobro se realizé utilizando bafnos de Taktic® y adicionando diferentes
volumenes de una disolucion “stock” de amitraz de concentracion de 500 ppm.
Para determinar el porciento de recuperacion de Amitraz en bafios de Taktic® se

utilizaron los datos de la linealidad del método (tabla 3).

Se utilizaron 10 ml del bafio de Taktice. La concentracion tedrica final de la
disolucién de amitraz es de 95.712 ppm segun la valoracién obtenida del producto

terminado tabla 4.

En la ecuacion de la linealidad del método al no adicionar estandar de amitraz
(EA=0) la disolucién presenta una respuesta (RAa/RAg|) debida a la presencia del
analito de interés en el producto comercial. La ordenada al origen es la relacion de
concentraciones de Amitraz y del estandar interno en la muestra. Con el dato de la
concentracion del El se puede determinar la concentracion del Amitraz recuperado,
es decir, el porcentaje de recobro del principio activo en el método de extraccion

propuesto. Los resultados se muestran en la tabla 5.

Recobro 1 2 3

Concentracién| 47 133.12 143.36
El (ppm)
b 0.6588 0.5904 0.5878
m 1.1399 1.0204 1.0467
r2 0.9846 0.9956 0.9966
Concentracién| o, g 78.59 84.26
(ppm)
Recobro (%) 94.72 82.11 88.04
El = estandar interno. b = ordenada al origen m = pendiente.

r2= coeficiente de determinacién

Tabla 5. Recobro de Amitraz en bafos de Taktic®, donde el promedio de los tres analisis es 88.29 %.
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[11.1.7 Analisis cuantitativo de Amitraz en los bafios de Taktic® y Bovitraz® en

presencia de lodo.

Para determinar la cantidad de tierra a utilizar se realizaron anticipadamente
algunas pruebas modificando la cantidad y el tiempo de agitacién. La cantidad de lodo
adicionada es de 1g en 10 mL del bafo y se agita durante 5 minutos.

Los resultados obtenidos para Taktic® se presentan en la tabla 6 y para Bovitraz® en
la tabla 7.

TAKTIC®
1 2 3
RA 0.5136 0.5185 0.5015
Cantidad
recuperada 88.11 88.95 86.02
(ppm)
%obtenido’ 92.06 92.94 89.88
%obtenido? 104.27 105.27 101.80

RA relacion de areas de la muestra/area del estandar interno

' calculado de acuerdo a la valoracion del producto (119.64%)

2 calculado de acuerdo al recobro en bafios del producto (88.29%)
y = 0.7554x [El]=129.6 ppm

Tabla 6. Cantidad de Amitraz recuperado en bafios de Taktic® con adicién de lodo.
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BOVITRAZ®

1 2 3
RA 0.4325 0.4441 0.4279
Cantidad
recuperada 90.7 93.13 89.73
(ppm)
%obtenido’ 98.57 101.21 97.51
%obtenido? 111.64 114.63 110.44

y = 0.6104x

RA relaciéon de areas de la muestra/estandar interno

calculado de acuerdo a la valoracién del producto (115.03%)
2 calculado de acuerdo al recobro en bafios del producto (88.29%)
[Ell=128 ppm

Tabla 7. Cantidad de amitraz recuperada en bafios de Bovitraz® con adicién de lodo.

En la figura 11 se muestra un cromatograma obtenido del analisis cuantitativo de

Taktic® adicionado con lodo como posible interferencia

en la disminucién de la

concentracion de Amitraz como principio activo en el bafio para ganado y en la figura

12 para Bovitraz®, realizando el mismo estudio de interferencia.

Figura 11. Cromatograma de amitraz (tr=5.92 min) y escualano (6.72min) en bafos de Taktic® en

lodo.

>
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i
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H"},‘v
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7.27

6.44
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Figura 12. Cromatograma de amitraz (tr=6.44 min) y escualano (tr=7.27 min) en bafio de Bovitraz® en presencia

de lodo.

[11.1.8 Analisis cuantitativo de Amitraz en bafios de Taktic® y Bovitraz® en presencia

de estiércol.

Se adicionan 0.5 g de estiércol a 10 mL de los bafios de Taktic® y Bovitraz® y se
agitaron por 5 minutos para después continuar con el procedimiento descrito en el

diagrama 1. Las tablas 8 y 9 muestran los resultados obtenidos.

TAKTIC®
1 2 3
RA 0.3417 0.3385 0.3459
Cantidad
recuperada 87.89 87.07 88.97
(ppm)
%obtenido’ 91.83 90.97 92.95
%obtenido? 104.01 103.04 105.28

RA relacion de areas de la muestra/area del estandar interno
! calculado de acuerdo a la valoracion del producto (119.64%)
2 calculado de acuerdo al recobro en bafios del producto (88.29%)

y=0.5362x  [El]=137.92 ppm

Tabla 8. Cantidad obtenida de Amitraz en bafios de Taktic® con adicidon de estiércol.
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BOVITRAZ®

1 2 3
RA 0.468 0.4579 0.4605
Cantidad
recuperada 89.7 87.76 88.26
(ppm)
%obtenido’ 97.48 95.37 95.91
%obtenido? 110.41 108.02 108.63

RA relacién de areas de la muestra/ area del estandar interno

' calculado de acuerdo a la valoracion del producto (115.03%)

2 calculado de acuerdo al recobro en bafios del producto (88.29%)

y =0.7130x [EN]=136.64 ppm

Tabla 9. Cantidad obtenida de Amitraz en bafios de Bovitraz® con adicién de estiércol.

En la figura 13 se muestra un cromatograma obtenido del analisis cuantitativo de
Taktic® adicionado con estiércol como posible interferencia en la disminucion de

Amitraz como principio activo en banos para ganado y en la figura 14 para Bovitraz®

realizado el mismo estudio de interferencia.

>

respuesta
6.85

6.83

tiempo (min)

Figura 13. Cromatograma de amitraz (tr=6.83 min) y escualano (tr=6.85 min) en bafios de Taktic® en presencia
de estiércol.
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>

respuesta
_

7.71

6.82

tiempo (min)

Figura 14. Cromatograma de amitraz (tr=6.82 min) y escualano (tr=7.71 min) en bafios de Bovitraz® en

presencia de estiércol.
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Capitulo IV

Analisis de resultados

Los Cromatogramas de las figuras 1 y 2 (Pag. 20) son comparativos para determinar
las condiciones 6ptimas de operacién Cromatografica, en cuanto al cromatograma de la
figura 2, presenta un tiempo de retencion de Amitraz mas bajo que el de la figura 1
ademas que el coleo del disolvente ya no interfiere con el pico de Amitraz, como se

observa en la figura 2.

El limite de deteccion promedio de tres determinaciones es de 6.22 ppm, valor de

concentracion muy por debajo de la reportada en la etiqueta del producto comercial.

El limite de cuantificacion promedio de tres determinaciones es de 10.31 ppm que
de igual forma que en el limite de deteccion esta muy por debajo de la concentracién
reportada en el marbete, ademas, los dos limites (deteccion y cuantificacion) estan por

debajo de la concentracidn a determinar en el experimento.

La linealidad del sistema se realizo utilizando el factor de correlacion de tres curvas
patron, el cual estuvo por encima de 0.98, lo que indica que la respuesta de Amitraz se
comporta linealmente conforme se incrementa la concentracién, dentro de un intervalo
de 10 a 120 ppm.

Es importante mencionar que aunque una de las tres curvas presenta diferente
pendiente, la relacion de respuestas contra relacién de concentracion es lineal en todo

el intervalo, en que se realizo el estudio.

Para probar estadisticamente si hay relacion lineal entre la concentracion y la
respuesta del analito determinado, se realiz6 una prueba de hipdtesis de asociaciéon

(20), donde se establecen los siguientes datos:

Ho:p=0 a=5% tteorica=%2.571 \\n—2
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Ha: p#0 n=7
Curva 1 2 3
r 0.9993 0.9992 0.9995
t exp 60.40 56.66 69.91
Ho (decision) rechazo rechazo rechazo

Se rechaza la Hipétesis nula (Ho) dado que el valor de la “t’experimental es mayor
que la obtenida de tablas, por lo que se acepta la hipétesis alterna (Ha) de relaciéon
lineal, cuanto mayor es el valor de “t” experimental mayor es la relacion lineal entre la

concentracion y la respuesta.

Posteriormente se determind si el valor de correlacion lineal (r) de los datos

estadisticos de las curvas es significativamente  igual a 0.99 con un nivel de
significancia de 0.05 o 5% para poder decir que la linealidad es adecuada para el

experimento. Por lo que se realizo la siguiente prueba de hipodtesis:

Ho : p = 0.999 a=5%
Ha: p #0.999 Z tedrica = £ 1.96
7= [n—?a] In (+rd-p)
2 (1-rd+p)
Linealidad del sistema
Curva 1 2 3
r 0.9993 0.9992 0.9995
Z exp 0.38 0.25 0.67
Ho (decision) Acepto Acepto Acepto

\ Dado que la Z experimental se encuentra dentro del rango de aceptacion de la Z
tedrica se decide que la Hipodtesis nula se acepta y que el valor promedio de

correlacion lineal (r) es significativamente igual a 0.999 con un nivel de significancia del

| Comentario [r1]: Cual esta
dentro del rango? Esta fuera
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La linealidad del método se evalud realizando tres curvas patrén utilizando estandar
de Amitraz y muestra de Taktic® obteniéndose como resultado un factor de correlacion
promedio mayor de 0.99 lo cual indica que si hay linealidad del método, no
consideramos forzosamente un valor de r de 0.999 como en la linealidad del sistema
porque se esta trabajando con una emulsién y se tiene un mayor grado de error que
una solucion. Se recurrid a una prueba estadistica llamada prueba de hipotesis de
asociacibn que nos indica si cada valor de respuesta esta explicado por la

concentracion. Se obtuvo una pendiente promedio de 0.931

Para probar que hay relacién lineal se realizé la siguiente prueba de hipétesis:

Ho:p=0 a=5%
\n—2

t=r
- 2
Ha:p#0 t tedrica = + 2.571 I-r
Curva 1 2 3
r 0.9923 0.9978 0.9983
t exp 17.87 33.65 38.47
Ho (decision) rechazo rechazo rechazo

Se rechaza la hipdtesis nula debido a que el valor de “t” experimental es mayor que
la “t” tedrica y como mencioné anteriormente tanto mayor es el valor, mayor es la

asociacion.
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Para determinar si esa asociacion es de alrededor de 0.99 con un nivel de

significancia de 0.05 o del 5%; se realizé la siguiente prueba de hipodtesis:

(n —3}[111[ (1+r)1— p)m
2 (-r)1+ p)

Ho:p=0.99 a=5% Z=

Ha:p#0.99 Z tedrica = £ 1.96

Linealidad del metodo

Curva 1 2 3
r 0.9923 0.9978 0.9983
Z exp 0.26 1.52 1.79
Ho (decision) Acepto Acepto Acepto

La hipotesis nula se acepta para un valor de significancia del 5% dado que el valor
“Z” experimental se encuentra dentro de la zona de aceptacion, por lo que se dice que

el coeficiente de correlacion es significativamente igual a 0.99.

La determinacion de Amitraz en los productos comerciales de Taktic® y de
Bovitraz®, en la presentacion de concentrados emulsificables (C.E), se realizd
analizando dos muestras de cada producto, obteniéndose resultados que sobrepasan
los limites especificados en la Farmacopea Veterinaria (94-106%) (21). Para Taktic®
fue de 119.64% y para Bovitraz® de 115.03%. Estos resultados pueden atribuirse a las
condiciones de almacenaje, donde algunos de sus excipientes organicos se
volatilizaron y las muestras se concentran. En los objetivos del trabajo no estaba

considerada esta situacion, por lo que solo se reporta lo determinado.

El recobro del método de extraccion propuesto se realiz6 mediante tres curvas
patron, el resultado es de 81.85% que si bien no se trata de un método con un valor por
arriba del 90%, es importante considerar que la extraccion del principio activo requiere
de varios pasos, en los cuales existe una emulsion de donde se tiene que extraer el

principio activo lo que representa perdida. Sin embargo, es importante conocer este
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dato de recobro para tomarlo en cuenta durante las extracciones de Amitraz en los

productos comerciales en presencia de lodo o estiércol.

De los agentes extrafios que se consideraron que afectan la concentracion final de
Amitraz en los bafios para ganado, el lodo y el estiércol se consideran de mayor

importancia porque son los principales contaminantes de los bafios.

Para determinar si hay adsorcion de Amitraz en lodo o estiércol de los productos

comerciales Taktic® y Bovitraz® se realiz6 la siguiente prueba de hipdtesis (21):

Ho: p1-p2=0 a=5%
Ha: y1-py2#0 t tesrica= £ 2.776
gl=nt+n2-2
~ (X1-X2)
2 2
o o
sp || 1 + 02
& "

Donde la media poblacional 1 (u1) es la del recobro y la media poblacional 2 (u2 ) es la

cantidad de Amitraz recuperada en Taktic® o Bovitraz® en presencia de lodo o

estiércol.
1= 84.50%

Lodo Media DE n t exp Ho (decision)
Recobro 84.50 7.14 3
Taktic® 91.63 1.72 3 0.6528 Acepto
Bovitraz® 99.10 1.92 3 0.6272 Acepto
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Se acepta la hipotesis nula debido a que

los valores de t experimental se

encuentran dentro del rango de aceptacion de esta hipotesis (t weica = £ 2.776) y nos

indica que las medias estadisticas no son significativamente diferentes.

Para realizar la prueba con estiércol se siguid el mismo procedimiento estadistico

que para lodo y se realiza la siguiente prueba de hipotesis:

Ho: u1-py2=0 a=5%

Ha: y1-py2#0 t tedrica =+ 2.776

gl=n1+n2-2

Estiércol ~ [Media  |D.E. n texp Ho (decision)
Recobro 84.50 7.14 3

Taktic® 91.92 1.08 3 0.7329 Acepto
Bovitraz® 96.25 1.14 3 0.7256 Acepto

Se acepta la hipotesis nula debido a que como en el caso anterior el valor de la t

experimental esta dentro del rango de aceptacion de esta hipotesis
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CONCLUSIONES

Uno de los grandes problemas que tienen los ganaderos del pais, es poder
determinar la concentracion del principio activo en los bafos que se utilizan para
combatir las garrapatas en el ganado, por lo que se requiere que el analisis
cuantitativo para el analito de interés sea llevado a cabo de manera rapida y

precisa.

Se propone un método para llevar acabo dicho analisis. El método desarrollado
demostré ser adecuado para realizar el experimento en el intervalo de trabajo.
En general los parametros que permiten determinar la confiabilidad del método

de analisis propuestos son aceptables.

En cuanto al tiempo de analisis, se requiere de aproximadamente de 2 horas
desde la extraccion del principio activo hasta la cuantificacion. De aplicarse a
futuro esta técnica se recomienda optimizar el tiempo de extraccion dado que

es ahi donde se consume la mayor parte del tiempo.

Se observo que no hay adsorcion, dado que la cantidad de Amitraz recuperada
en presencia de lodo o estiércol no es significativamente diferente a la cantidad
de Amitraz recuperada. En base a estos resultados obtenidos, podemos concluir
que no hay evidencia de adsorcion de amitraz en los bafios de Taktic® o

Bovitraz®

En proximos trabajos, se sugiere que el experimento se enfoque en la
sedimentacién del Amitraz por agentes extrafos (lodo, estiércol o pelo del

animal) a la cantidad recomendada para los bafios de Taktic® o Bovitraz®
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Absorcion

Acaros

Acaricidas

Amitraz

Babesiosis

Anaplasmosis

Bobitraz®

Boophilus microplus

Cromatografia de Gases

Cromatografia de Liquidos

. GLOSARIO

Proceso en el que una sustancia penetra y se difunde

regularmente en otra.

Artropodos de la clasificacion de aracnidos, de tamafo y
cuerpo globoso. Poseen un aparato bucal adaptado
especificamente al tipo de alimentacién (picadura o
succion). Son parasitos temporales o permanentes de
vegetales y animales (Ej. garrapatas, arador, etc.).

adj. Que elimina los acaros. Plaguicidas

Plaguicida, acaricida.

Enfermedad protozoaria transmitida por garrapatas.
Enfermedad protozoaria transmitida por garrapatas.
Nombre comercial de un producto que contiene amitraz.
Especie de garrapata.

Técnica analitica de separacion y cuantificacion donde
los componentes de una muestra se distribuyen entre
dos fases: una estacionaria y una movil que es un gas
que pasa a través de la fase estacionaria.

Técnica analitica de separacion y cuantificacion donde

los componentes de una muestra se distribuyen entre

dos fases: una estacionaria y una movil que es un liquido
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Especificidad

Exactitud

Habitat

Limite de deteccion

Linealidad

Precision

que pasa a través de la fase estacionaria a alta presion.

Es la habilidad de un método analitico para obtener una
respuesta debida unicamente a la sustancia de interés y

no a otros componentes de la muestra.

La exactitud de un método analitico es la concordancia
entre un valor obtenido experimentalmente y el valor de

referencia. Se expresa como el por ciento de recobro.

Parte del entorno definida por un conjunto de factores
fisicos, en la que vive un Individuo, una poblacion, una

especie 0 un grupo de especies.

Es la minima concentracion de una sustancia en una
muestra la cual puede ser detectada pero no
necesariamente cuantificada bajo las condiciones de

operacion establecidas.

La linealidad de un sistema o método analitico es su
habilidad para asegurar que los resultados analiticos, los
cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio
de una transformacién matematica bien definida, son
proporcionales a la concentracién de la sustancia dentro

del intervalo determinado.

La precision de un método analitico es el grado de

concordancia entre resultados analiticos individuales
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Recobro

Resistencia

Selectividad

Estandar
Taktic®

Vectores

cuando el procedimiento se aplica repetidamente
diferentes muestreos de una muestra homogénea del
producto, usualmente se expresa en términos de
desviacién estandar o del coeficiente de variacion. La
precision es una medida del grado de reproducibilidad
y/o repetibilidad método analitico bajo las condiciones

normales de operacion.

Es el por ciento obtenido del analisis de muestras a las
que se las ha adicionando cantidades conocidas de la

muestra.

Capacidad que tienen los organismos de crear
resistencia a agentes quimicos cuando estos se aplican

de forma inadecuada.

Porcentaje de moléculas de una especie quimica que ha
experimentado una transformacién y ha formado un

producto determinado.

Sustancia quimicamente pura.

Nombre comercial de un producto que contiene como
principio activo amitraz

Sistemas biolégicos que transportan microorganismos y

que por lo tanto ayudan a su distribucién
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P/P:
P/V:
AED
CG
CL:
MS:
pH.:
CE:

mil:

ppm:

mg:

Frr:
E.l:
min.
S/R:
C/R:
Ho:
Ha:

ABREVIATURAS

peso -peso

peso -volumen

Detector de emisién atomica
Cromatografia de gases
cromatografia de liquidos
detector de masas
potencial de hidrogeno
concentrado emulsificable
gramos

mililitros

kilogramos

partes por millén
miligramos

factor de correlacion
factor de respuesta relativa
estandar interno

minutos

sin considerar el recobro
considerando el recobro
Hipotesis nula

Hipotesis alterna

tamafo de muestra

“t” de student

nivel de significancia

grados de libertad
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