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INTRODUCCION

La demanda de leche para exportacion ha aumentado considerablemente en Chile en los
ultimos afios como consecuencia de la apertura de nuevos mercados (Gariazzo, 2004). De ello
se desprende la necesidad de cumplir con las exigencias de bioseguridad de los paises
receptores para estos productos como una manera de lograr su aseguramiento. En la
produccion lechera nacional se ha permitido el uso de ionéforos, tales como la monensina 'y la
lasalocida (SAG, 2007; 2009), los cuales no deben encontrarse en leche bovina de
exportaciéon. Este estudio tuvo como objetivo elaborar y validar un método para la
determinacion de lasalocida en leche cruda segun las exigencias de la FDA para métodos
bioanaliticos.

MATERIAL Y METODOS

Para el desarrollo de la técnica se utilizd un cromatdgrafo de liquidos de alta eficiencia
(Shimadzu Prominence) equipado con detectores de arreglo de diodos (DAD) y de
fluorescencia, autosampler, horno, bomba y desgasificador. La columna correspondié a una
Kromasil C18, 250 mm x 4,6 mm. La fase movil fue metanol:agua:TFA 0,45% en
proporciones de 90:10:3. La deteccion UV fue a 305 nm y la de fluorescencia a 310 ex y 440
em. La velocidad de flujo fue de 1,2 mL/min, la temperatura de 25°C y el volumen de
inyeccion de 100 pL. Como estandar se empleo lasalocida sodica (Alpharma Inc) con un
grado de pureza del 95,1%. Muestras de leche de estanque fueron obtenidas de un rebafio
lechero cuya dieta estaba basada en pastoreo y suplementado con 4 kg/vaca/d de concentrado
libre de aditivos. La leche fue transportada refrigerada al laboratorio y procesada en un tiempo
no superior a 24 horas luego de la ordefia. Las muestras fueron fortificadas y la extraccion del
compuesto fue del tipo liquido-liquido utilizando diclorometano y metanol, para luego llevar a
sequedad en corriente de nitrogeno y reconstituir en fase maévil para proceder a la inyeccion
en el equipo. Para la confirmacién de la pureza de la sefial cromatografica del compuesto se
utilizo el detector DAD vy la funcion de indice de pureza del software cromatografico. Para la
validacion de la metodologia se utilizé como referencia la guia para validacion de métodos
bioanaliticos de la FDA (FDA, 2001). Dentro de la validacion de la metodologia se determind
la linealidad y el rango de la curva de calibracion en solvente y en la matriz, la precision
respecto a repetibilidad y precision intermedia, la exactitud, estabilidad frente a ciclos de
congelamiento y descongelamiento en la leche y en la solucion stock.

Adicionalmente, para ensayar la metodologia se administré la lasalocida sodica por via oral a
una vaca Frison Negro en lactancia durante 18 dias. Los primeros 10 dias a dosis de 300
mg/dia; del dia 11 al 14 una dosis de 450 mg y del dia 15 al 18 una dosis de 600 mg.

RESULTADOS Y DISCUSION
La curva de calibracion obtenida cubrid el rango de 0,5 a 3,0 ug/mL con un total de 6 puntos
(0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0). El limite mas bajo de cuantificacién fue de 0,5 ug/mL con una

“ Proyecto M2P8, Consorcio Lechero financiado por FIA (FIC-CS-C2004-1-P-001)


mailto:alejandrojerez@uach.cl

recuperacion media (n = 6) de 85,1% y un CV de 8,050%. El coeficiente de correlacion en
leche fortificada fue de 0,9999. Para la precision, en repetibilidad se utilizaron 5 inyecciones
en los niveles de concentracion de 0,5; 1,5 y 3,0 ug/mL obteniéndose valores de CV de
8,006%, 6,418% y 7,169% respectivamente. En el caso de la precision intermedia estos
valores fueron de 8,006%, 5,622% y 4,787%, respectivamente. En la determinacion de
exactitud y recuperacion se utilizaron concentraciones de 0,5; 1,5y 3,0 ug/mL. Los resultados
promedios de recuperacion de 5 inyecciones fueron de 85,1%; 89,5% y 79,0%,
respectivamente. Las muestras demostraron ser estables luego de ser congeladas por 24 horas
a -30°C.

En las muestras de leche obtenidas diariamente del animal al cual se le administrd lasalocida,
no se detectd este compuesto, lo que podria indicar que el compuesto no es excretado en la
leche a las dosis administradas.

CONCLUSION

Se desarroll6 y validé un método bioanalitico para la deteccion de la lasalocida sddica en
leche cruda de acuerdo a las exigencias de la FDA para métodos bioanaliticos.
Preliminarmente, en leche de vaca suplementada con lasalocida no se detectd el compuesto
utilizando el método validado.
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