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1. OBJETIVO

Describir los pasos para la identificacion y cuantificacion de ingredientes activos en
productos formulados y grado técnico, a fin de asegurar la aplicacién uniforme del método
de ensayo y la confiabilidad de los resultados.

2. ALCANCE

Este metodo aplica a la identificacién y cuantificacién de ingredientes activos en productos
fitosanitarios formulados y grado técnico por cromatografia liquida o cromatografia gaseosa,
realizado en el Laboratorio de Control de Calidad de Productos Fitosanitarios.

3. DOCUMENTO DE REFERENCIA

CIPAC Handbook K. Andlisis y técnicas de formulaciones de pesticidas.
Finalidades, aplicabilidad y requisitos de la clausula FAO 2004

4. SIGLAS

4.1. DLQ: Departamento de Laboratorios Quimicos.

4.2. GC: Cromatografia gaseosa

4.3. i.a: Ingrediente activo.

4.4. LCCPF: Laboratorio de Control de Calidad en Productos Fitosanitarios.

4.5. UPLC: Ultra Perfomance Liquid Chromatography (Cromatografia Liquida de alta
resolucién).

5. RESPONSABLES

El jefe del DLQ es responsable de asegurar la implementacion y el cumplimiento del
presente documento. El personal técnico es responsable de ejecutar el ensayo de acuerdo
con las instrucciones establecidas y de registrar los resultados obtenidos.

6. ACTIVIDADES

Los equipos, materiales y reactivos se detallan de manera general para los ingredientes
activos que seran determinados, los cuales pueden sufrir modificaciones dependiendo de la
metodologia a ser desarrollada.

6.1. Equipos:

&

Cromatografo liquido
Cromatégrafo gaseoso
Balanza analitica

Bafio sonicador

Bomba de vacio
Desionizador de Osmosis
pHmetro

B

Materiales:
Matraces de 100 mL 6 50mL 6 25 mL. m

- Car?ﬁ Berni -
Viales de 2mL. Ing\ {ﬁ\gr. Ing. Agr. Claudia E. Montial C.
Espatula. A Reg. COSAVE PY-078 Mat. Prefesional N° 8362

Kitasato de 1000mL. Lic. Claudia Montie
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Probeta de 1000mL.
Columna C18 6 C8 6 SAX 6 Quiral.
Membrana de celulosa 0,22 6 0,45 pm.

> e ™ o

Membrana de celulosa 6 de Nylon de 0,45 um x 47 mm o de acuerdo a la disponibilidad
toda vez que se ajuste a la metodologia a ser aplicada.

6.3. Reactivos:

Agua desionizada.

Estandar primario y/o secundario.
Acidos si corresponde.

Sales si corresponde.

® a0 o w

Solventes organicos grado HPLC, de acuerdo a la metodologia a ser aplicada.
f. Material de referencia certificado

6.4. Desarrollo del Ensayo

6.4.1.Determinacion de la densidad de la muestra:

Colocar en el picnémetro limpio, seco y previamente tarado, la cantidad de agua
desionizada necesaria hasta alcanzar la marca del mismo cuidando que no formen burbujas.
Tapar y colocar el termémetro (el agua debe estar a 20°C). Secar por fuera con papel tissue
y pesar en la balanza analitica. Realizar el mismo procedimiento para la muestra. Aplicar la
siguiente formula para obtener la densidad en g/mL. Los registros generados se encuentran
en el FOR-DLQ-016 Protocolo de Trabajo LCCPF, para obtener el valor de la densidad se
utiliza la formula:

Densidad = (PicMuestra - Picvacio)
(PicH20 - Picvacio)

Donde:

Pic Muestra: peso del picndmetro con la muestra
Picvacio: peso del picnémetro vacio

Pic H20O: peso del picnémetro con agua
6.4.2.Preparacion de la fase movil:

Las preparaciones de fases modviles sblo seran aplicadas para aquellos i.a. que se
determinan por cromatografia liquida. Las proporciones y mezclas dependeran de la
metodologia analitica de acuerdo al ingrediente activo a determinar. Filtrar con filtro de
Celulosa 6 Nylon de 0,45 pm de porosidad segln corresponda y colocarla en la bomba del
equipo UPLC.

6.4.3.Preparacion de la solucion estandar:

Pesar con una precisién de +1 mg del estandar primario y/o secundario o material de
referencia certificado en un matraz de 100 mL 6 50 mL 6 25 mL segun corresponda, agregar
hasta % parte del volumen la solucién diluyente y luego colocar en el Sonicador por espacio
de 15 min; los registros generados se encuentran en el FOR-LCCPF-016 Protocolo de
Trabajo LCCPF. Dejar reposar para llegar a temperatura ambiente y enrasar a volumen con
el diluyente correspondiente. Filtrar con filtro celulosa 6 Nylon de 0,22 6 0,45 um y colocar
en un vial. Realizar los calculos de concentracion en mg/ml. Inyectar en el UPLC 6 GC.
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6.4.4.Preparacion de la solucién de la muestra:

Pesar y procesar la muestra de manera similar a la indicada para el estandar, teniendo en
cuenta que la concentracion final del ingrediente activo en la muestra debe ser igual o
aproximado a la concentracion de la solucién estandar. Filtrar con filtro celulosa 6 Nylon de
0,22 6 0,45 pm y colocar en un vial. Realizar los céalculos de concentracién en mg/ml.
Inyectar en el UPLC 6 GC.

Para determinar la cantidad de muestra a pesar se utiliza la formula:

Peso Muestra= Conc std / 1000
% mta / 100

Donde:

Conc std: concentracién del estandar

% mta: porcentaje del principio activo en la muestra
6.5. Condiciones Cromatograficas:

Las condiciones cromatograficas se encuentran disponibles en el FOR-DLQ-034
Condiciones cromatograficas para determinaciéon de ingredientes activos, donde se detallan
los parametros que deben ser utilizados para la determinacion de cada i.a que sera
analizado, este formulario sera actualizado constantemente debido a que existen
ingredientes activos de moléculas nuevas que se van desarrollando.

Esquema de inyeccion: Tanto la solucién estandar como de las muestras se inyectan por
duplicado de manera a obtener una desviacion relativa estandar (DRS%) menor a 2%.

Para las determinaciones por Cromatografia Gaseosa, adecuar los flujos de los gases,
estabilizando el equipo por 30min. Ajustar el volumen de inyeccién y las temperaturas de la
columna e inyeccion.

Si fuera necesario se ajustara el pH de la Fase mévil y/o solucién diluyente de acuerdo a la
metodologia a ser aplicada.

6.6. Calculos:

Ary x Mg, x P,
M, x Arg

% Ingrediente Activo(p/p) =

Ary, x Mg, x P, 5
MM

i

D

m

% Ingrediente activo (p/v) =

x Ars:

Ary, x Mg x P,
MM

]

% Ingrediente Activo (p/p) =

Iz = Claudia E. Montiel C. ‘( *

Moo “waasicnal N° 8362

x Arg,
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Ary, x M, x P,

M,,, x Arg,

% Ingrediente activo (p/v) = D% f

Amta: Promedio de las areas del i.a activo en la muestra.
Ag; : Promedio de las areas del i.a en el estandar.

Psi: Pureza del estandar expresada en %p/p.

Ms:: Masa de estandar en miligramos.

Mnia: Masa de muestra en miligramos.

Dn: Densidad de la muestra

f:  Factor de conversién si corresponde

Notas:

a) Antes de iniciar los ensayos se verifica que las temperaturas de la sala de
procesamiento de muestras y sala de cromatografia, sean las adecuadas, se
establecid un rango de temperatura de trabajo de 10°C - 30°C y de humedad de 30%-
80%. Los registros de estos controles se realizan en el FOR-DL-009 Control diario de
Temperatura y humedad.

b) Para colocar la columna en el equipo UPLC, debe tenerse en cuenta la direccion del
flujo de la fase mévil, la cual se encuentra indicada en la etiqueta de la columna.

c) Lapresion de las bombas en el equipo UPLC, no debe exceder de 15000Psi.

d) Las columnas utilizadas en los equipos UPLC siempre deben ser lavadas al término de
cada ensayo con Metanol: Agua (90:10) por espacio aproximado de % hora.

e) Se realiza verificacion intermedia del estado del equipo mediante la inyecciéon de un
material de referencia certificado o estandar primario con columna especifica e
identificada para tal efecto. La misma se registra en el FOR-DLQ-033 Planilla de
verificacion de equipos cromatograficos.

7. CONTROL DE CAMBIOS

item Pagina Cambios
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8. DOCUMENTOS

< Tiempo de , i
Nombre del documento Cddigo ::z;i;‘g Responsable| retencién por Dlsgg"sallclon
dependencia
Protocolo de pesos de muestras Jefey o
e iR FOR-DLQ-053 LCCPF Técticos 5 afios Digitalizacion
Protocolo de Trabajo LCCPF FOR-DLQ-016 | LCCPF Téi:l?c)és 5afios  |Digitalizacién
Informe de resultado LCCPF FOR-DLQ-018 | LCCPF Eiey 5afios  |Digitalizacién
Técnico

Control diario de temperatura y X Jefey b e
S FOR-DL-009 LCCPF Técnico 5 afios Digitalizacién
Planilla de verificacién de equipos ! Jefe y v mr
cromatograficos FOR-DLQ-033 LCCPF Técnico 5 afios Digitalizacién
Condiciones cromatograficas T
para determinacién de FOR-DLQ-034 | LCCPF T écnigo 5 aflos Digitalizacion
ingredientes activos -
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