UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

EVALUACION DEL RENDIMIENTO, CALIDAD DE LA
CARNE Y DETECCION DE RESIDUOS DE R-
AGONISTAS EN MUESTRAS DE HIGADO DE
TORETES ESTABULADOS EN EL TROPICO

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

PRESENTA
FERNANDO SANCHEZ BARRON

Asesor:

MVZ MC Fernando Livas Calderdn

México, D. F. 2005



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIAS

A mis Padres: Fernando Sanchez Carmona y Maria Terecita Barrén
Manrique por su amor, apoyo, ayuda, confianza, tiempo, por estar siempre
conmigo, por preocuparse por mi, por darme animos cada vez que los
necesitaba, por ser el pilar mas importante de mi vida, porque sin ellos, no
existirian estas lineas, porque gracias a ustedes he escalado un peldafio mas
en mi vida y me he forjado como hombre responsable, son mi ejemplo a seguir

como personas, como pareja y como familia. Parte de este logro es por ustedes

A mi segunda madre y tia Carolina G. Barron Manrique a quien quiero
mucho y que desde bebé siempre me ha cuidado y ha visto por mi en todo
momento porque es una de las personas mas importantes en mi vida y como
una muestra de gratitud respeto y carifio, ya que por sus sabios consejos,
apoyo, carifio y confianza que ha puesto en mi a lo largo de toda mi vida he

podido concluir esta etapa de mi vida.

A mi hermano Luis Felipe Sanchez Barrdn por los buenos y malos ratos
y por apoyarme siempre.

A toda mi familia porque son parte de este logro, porque han recorrido a
mi lado este camino, porque jamas perdieron la confianza en mi, porque
cuando encontré oscuridad ellos me iluminaron porque cuando cai me

levantaron y porque han llegado a la meta conmigo.



AGRADECIMIENTOS

A Dios por darme la vida, ser la luz a seguir y estar conmigo en todos los
momentos de mi vida y ponerme en este hermoso mundo de la Medicina

Veterinaria.

A mis padres por ser el motivo de superacién, por ser tan pacientes

conmigo y por darme su apoyo incondicional.

Al Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Ganaderia
Tropical (CEIEGT), Rancho el “Clarin” y a todo su personal académico y

administrativo por todo el apoyo brindado para la realizacién de este trabajo.

En especial doy un profundo y mas sincero agradecimiento a mis
asesores MVZ MC Fernando Livas Calderon y MVZ René Rosiles Mortinez por
llevarme de la mano en el proceso de éste trabajo, por su confianza, tiempo y
apoyo que me brindaron desinteresadamente en la elaboracién de este trabajo,
por su sincera amistad, por sus valiosos consejos y por ensefiarme a ser un

profesionista capacitado y responsable.

Al MVZ MC. Miguel Angel Alonso Diaz y al personal del laboratorio Sr.
Jorge Becerra Lopez: Gracias por sus consejos, por ser unos grandes amigos
y por los conocimientos que me ensefaron para ser un mejor profesionista y

poder salir adelante.

Mi mas grande reconocimiento a los miembros del honorable jurado:
MVZ Evaristo Barragan Hernandez, MVZ Edgardo Canizal Jiménez, MVZ José
Fernando Nufiez Espinosa, MVZ Fernando Livas Calderéon, MVZ Miguel Angel
Alonso Diaz por su pronto apoyo en la revisién de éste trabajo y sus amables

comentarios.

Al Centro Nacional de Servicios de Constatacion en Salud Animal
(CENAPA) en especial al MVZ Hugo Fragoso Sanchez, MVZ Ofelia Flores



Hernandez, QFB Maria Elena Gonzalez Ruiz por las facilidades y el apoyo que

gentilmente me brindaron en el CENAPA para la realizacién de éste trabajo.

Al Ingeniero Quimico Orlando Quintero Martinez por su paciencia,
amistad y enseflanza en el uso del Cromatografo de Liquidos de Alta

Resolucién (HPLC) con detector de fluorescencia

Al Biélogo Xavier Ontiveros Fernandez por su amistad y ensefianza en el
uso de la prueba de inmunoensayo enzimatico (ELISA) para la deteccion de

clenbuterol.

Al propietario del rastro frigorifico “Carnes Supremas del Golfo”: Lic.
Jesus Mercado por permitir la realizacion de las evaluaciones de calidad para

este trabajo.

Al jefe de matanza Sr. Miguel Cabrera por brindarme su confianza, por
su contribucion y aportaciones que fueron bases importantes en esta

investigacion.

A una gran amiga Josefina Lopez Bonilla por brindarme siempre su
apoyo desinteresado, su simpatia, su sinceridad y ante todo su gran amistad
qgue me hizo vivir momentos muy padres y que me apoyo en los momentos

dificiles. jGracias por siempre!

Al Dr. Martin Camacho Eslava, por su valiosa colaboracion en la

obtencion de las muestras de higado

A mis amigos de generacion 2000 — 2004 por compartir conmigo su

amistad y conocimientos en la formacion como profesionistas.



A la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia por mi formacion
profesional, por las vivencias, por los amigos, por los doctores, por los
conocimientos adquiridos en ella, por las oportunidades que dentro de ella

pude tener.

A mi Alma Mater: La Universidad Nacional Autébnoma de México
(UNAM), por permitirme formar parte de esta institucion, es para mi un honor y
prestigio pertenecer a la maxima casa de estudios de Latinoamérica, por lo que
siempre tendré un gran compromiso, el cual es poner muy en alto el nombre de
México y de la UNAM.

Es para mi un orgullo, llevar el escudo universitario y sus colores azul y
oro grabados en mi corazon, los cuales siempre los portaré con gran

satisfaccion y respeto.

La realizacion de éste trabajo es la manera de regresar un poco de lo
mucho que me ha dado la Universidad, asi que espero que el presente, sea de
gran ayuda a todos los futuros profesionistas de la Medicina Veterinaria y
Zootecnia o afines, teniendo para mi una gran satisfaccion, el saber que el
esfuerzo realizado durante la carrera, ha dado frutos.



DEDICATORIAS ... e [

AGRADECIMIENTOS ... e e e e ees I
RESUMEN ... e e e e e e e e e et e e et e et e e aaaaaees 1
1. INTRODUCCION .....oveieeieeeeeeteeeeeeee ettt eteeaesae e eaeeaeeae e 3
2. REVISION DE LITERATURA ....oviieieeeeceete ettt 5
2.1 Generalidades de 10S B-adrenNErgiCoS.......ccvvviirieieiieierese e 5
2.2 Estructura Quimica de la ractopamina y el Clenbuterol ..............cccccceeennee. 7
2.3 Propiedades fisicas del Clenbuterol.............ccccooeiieiiiic e 8
2.4 Propiedades fisicoquimicas de la Ractopaming ..........cccocevvrerencinenieene, 8
2.5 Mecanismo de accidn de l0s B-adrenérgiCos ..........ccocevveveeiieieeseecie s 9
2.6 Tiempo de eliminacion del Clenbuterol ... 10
2.7 Efectos de los B-agonistas en los animales...........ccccoveveiieiecieciece e, 10
2.8 Dosificacion y Tiempo de REtIN0 .......cccovviiiiiiiiieeieeee e, 11

2.9 Residuos Maximos Permisibles en Tejidos de acuerdo a la FAO/OMS.. 12
2.10 Relacién entre la Estructura y la Actividad de los B-adrenérgicos.......... 12

2.11 Utilizacion en la Produccion de Carne BoviNa .........coovveeeeeeeeeeeeecee 13

2.13 Concentraciones Permisibles de Clenbuterol en Diferentes Tejidos de

Bovinos de acuerdo a la Comunidad Econdémica Europea (CEE). ................. 16
3. JUSTIFICACION ..ottt ettt eaeete e, 17
A, HIPOTESIS ..ottt ettt 18
5. OBUIETIVOS . ..ottt ettt e e e e e e e e e e e s s bbb eeeeeaeeeeeanns 18

5.1 GENERALGENEIAL .....cceiiiiiiie ettt 18

5.2 ESPECIFICOS. ..ot teeeee e ses s ses st enass s 18
6. MATERIAL Y METODOS ....ooiiiiieeeee ettt 19

6.1 Localizacion del area donde se llevo a cabo el estudio............cccecvvenee 19

6.2 Trata@mUENTOS .....ccuviiiiiieieieie ettt sttt e 19

6.3 Estimacion del rendimiento de canal ..........ccccecvvveieieiese s, 19

6.4 Determinacion de 3-adrenérgicos en muestras de higado........................ 20

6.5 ANAIISIS €StAdISLICO ....c.veveieieiicecee e 20
7. RESULTADOS. ...ttt ettt e ettt e e e e e e e s et e e e aeeeeenanns 21
8. DISCUSION ..oeiiiiiiieeeieie ettt e e e e e e e e e e e e e e e s s s s b e eeeaaeeeesanns 23

8.1 Peso de la canal caliente (PCC) y fria (PCF) .....ccooveveiiiiiiiicesieeeeee, 23



8.2 Rendimiento en canal (RC) ......cccociiiiiieii e 24

RGN Of0] (o] e [ b= W o3 1 o 1= ST PSSR 26
8.4 Distribucion (DGD) y grosor de la grasa dorsal (GGD)........ccccceeevevvenenen. 26
8.5 Color de la grasa dorsal ... 27
8.6 Residuos de B- agonistas en muestras de higado ............ccccceeveviveivenenen, 28
9. CONCLUSIONES ... 32

10. BIBLIOGRAFIA <.ttt 33



INDICE DE FIGURAS
FIGURA 1
Peso promedio de la canal caliente (PCC) de toretes estabulados en el tropico

con el uso de beta agoniStas.........ccceivviiiiiiiiie e 44
FIGURA 2

Peso promedio de la canal fria (PCF) de toretes estabulados en el trépico con
€l USO de heta agONISTAS .......uuuuiiiie et eeaee 44
FIGURA 3

Rendimiento de la canal caliente (RCC) de toretes estabulados en el tropico
con el uso de beta agoniStas.........ccceviiiiiiiiiiii e 45
FIGURA 4

Rendimiento de la canal fria (RCF) de toretes estabulados en el trGpico con el
USO de Deta agONISIAS .......cccevieiiiiiiii e e e e 45
FIGURA 5

Color de la carne (CC) de toretes estabulados en el tropico con el uso de beta
AGONISTAS ...t 46
FIGURA 6

Color de la grasa dorsal (CGD) de toretes estabulados en el trépico con el uso
de Deta AQONISIAS ... . aeee 46
FIGURA 7

Distribucion de la grasa dorsal (DGD) de toretes estabulados en el tropico con
el USO de beta agONiSIaS ........uuuiiiiii e a7
FIGURA 8

Grosor de la grasa dorsal (GGD) de toretes estabulados en el trépico con el
USO de Deta agONISIAS .......ccciveeiiiiiiie e e e e e e e 47
FIGURA 9

Promedio de edades de toretes estabulados en el tropico con el uso de beta
AGONISTAS ..o 48
FIGURA 10

Concentraciones de clenbuterol en muestras de higado de toretes estabulados
en el trépico con el uso de beta agonistas ... 49
FIGURA 11

Concentraciones de ractopamina en muestras de higado de toretes

estabulados en el tropico con el uso de beta agonistas...........cccccvvvvieeeeeeeenn, 49



INDICE DE CUADROS

CUADRO 1

Pardmetros de clasificacion de calidad de la carne............ccccvvveeeeeieinniiiinnnee. 50
CUADRO 2

Concentraciones de clenbuterol en muestras de higado de toretes estabulados
en el trépico por ELISA. Veracruz, México, 2005. ........cccceeeeeieiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeanns 51
CUADRO 3

Concentraciones de ractopamina en muestras de higado de toretes
estabulados en el tropico por HPLC con detector de fluorescencia. Veracruz,
IMEXICO, 2005, ...uuuuuuiiiiiniiiiniitiii s 52

INDICE DE ANEXOS

ANEXO Lottt e e e e e et a e e e e e aaaaas 53
GlOSArio de TEIMUNOS .......cieiiieiece ettt sttt nens 53
NOIMALIVIAAA. ... 54

ANEXO 2. 56
Determinacion de ractopamina por el método de HPLC.............cccovevvevievienennn, 56

Determinacion de clenbuterol por el metodo de inmunoensayo enzimatico
(SIS TN 61



FERNANDO SANCHEZ BARRON. Evaluacion del rendimiento, calidad de
la carne y deteccion de residuos de B-agonistas en muestras de higado de
toretes estabulados en el trépico. (Bajo la direccion de: MVZ. MC
Fernando Livas Calderon).

RESUMEN

Se evalué el efecto de 2 B-agonistas sobre el rendimiento de la canal caliente
(RCC) y fria (RCF), calidad de la carne (color de la carne (CC), color de la
grasa dorsal (CGD), distribucion de la grasa dorsal (DGD), grosor de la grasa
dorsal (GGD)) y la deteccién de residuos en muestras de higado en toretes
estabulados en el tropico. El trabajo se realizé en el rastro frigorifico “Carnes
Supremas del Golfo” y tuvo una duracién de 120 dias. Se utilizaron 50 canales
de toretes provenientes de 2 ranchos de engorda, diferentes, las cuales fueron
asignadas a los tratamientos. T1: canales de ganado alimentado con 300g de
ractopamina/ton de alimento 42 dias antes del sacrificio sin tiempo de retiro y
T2: canales de ganado alimentado con 1g de clenbuterol/ton de alimento 60
dias antes del sacrificio sin tiempo de retiro. Las muestras de higado para la
deteccién de residuos (n=10), 5/clenbuterol y 5/ractopamina fueron procesadas
por la prueba cuantitativa de ELISA para clenbuterol y HPLC para ractopamina
en el Centro Nacional de Servicios de Constatacion en Salud Animal
(CENAPA). EIl analisis estadistico se realiz6 por medio del paquete SPSS
(Statistical Package for Social in Science) 10.0 para Windows con el cual se
realizo la prueba de t de “student” para comparacioén de medias y la prueba de
“U de Mann-Witney” como estadistica no paramétrica para comparar los
promedios con distribucion anormal. Los pesos de la canal caliente (PCC) para
Tl y T2 fueron estadisticamente diferentes (P<0.05), siendo los valores de
296.2kg y 320kg respectivamente. Los pesos de la canal fria (PCF) fueron de
288kg y 314.4kg para T1 y T2, respectivamente, existiendo diferencias entre si
(P<0.05). En cuanto al RCC para el T1 y T2 fue de 67% para ambos, no
observandose diferencias estadisticamente significativas entre si (P>0.05).
Para el RCF se observd que fue del 65% tanto para T1 como para T2 sin
mostrar diferencias estadisticamente significativas entre si (P>0.05). En cuanto
al CC para T1 y T2 fue de 3 (rojo claro) y 4 (rojo obscuro) respectivamente,

existiendo diferencias significativas entre si (P<0.05).



De la misma manera para el CGD se encontré un color mas claro en el T1 con
2 mientras que para T2 fue 3 (P<0.05). Por otro lado, la DGD para T1 fue de
53% y en T2 de 67%, encontrandose diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05). Para el GGD no se observaron diferencias estadisticas (P>0.05)
siendo los resultados para T1 y T2 de 5mm y 6mm, respectivamente. En
cuanto a los residuos de clenbuterol en el higado, las concentraciones fueron
de 12,758.0, 13,344.1, 11,667.9, 16,365.1 y 10,445.6 ppt (partes por trillén)
para las muestras del 1 al 5. Con respecto a los residuos de ractopamina en
higado, estos no fueron detectados en las muestras analizadas debido a la
sensibilidad del equipo cuya escala de deteccion fue de 1.30 a 7.81 ug
(microgramos). Para conocer la dosis de deteccion calculada, multiplicamos la
cantidad minima detectable en la escala de deteccion por el tamafio de la
muestra y es de 1.30 ug X 40g= 52 ug (microgramos).

Estos 52 ug esta muy por encima del limite maximo permisible de ractopamina
por la FAO y OMS.

Se puede concluir que con el clenbuterol mejoré el peso de la canal en caliente
y frio, asi como la distribucién de la grasa dorsal; sin embargo el color de la
carne presentd un color indeseable para el consumidor, en cambio la
ractopamina mejoré el color de la carne y el color de la grasa dorsal. En cuanto
a los residuos de éstos dos farmacos en el higado, se obtuvieron
concentraciones de clenbuterol por encima de los limites permisibles (< 2000
ppt) segun la Unidn Europea. Con respecto a la ractopamina la sensibilidad del
método y el tamafio de la muestra no permitieron llegar hasta las

concentraciones maximas permisibles; por esto resultaron negativas.



1. INTRODUCCION

En Veracruz, los ganaderos productores de carne venden su ganado en pie a
precios variables y poco estables, lo que hace poco atractiva y rentable dicha
actividad. Una alternativa de comercializacion en donde se obtiene un precio
mas justo es la venta del ganado en canal, siendo importante el peso vivo ya
que esta directamente relacionado con la comercializacién, pero lo que
determina el precio final es el peso de la canal o sea el rendimiento; por esto,
las canales de mayor valor econémico son las de mejor rendimiento y calidad
(1, 2, 3).

El conocimiento de las diferencias de calidad entre canales repercute
econdmicamente al grado que en muchas ocasiones ha marcado cambios en el
curso de la industria carnica a nivel internacional (4). Entre los factores que
mas afectan el rendimiento en canal, esta el tipo de alimentacion, raza, edad y
peso al sacrificio (5).

La tendencia en la comercializaciéon de carne bovina de México, indica las
canales de mayor calidad y rendimiento seran las que tengan también el mayor
rendimiento econdmico. Sin embargo, resulta necesario adoptar criterios para
valorar la calidad de la carne producida en el trépico, asi como considerar la
opinién del consumidor, la cual se relaciona con una combinacion de
caracteristicas organolépticas que son: sabor, suavidad, jugosidad y color (6).
Las caracteristicas mas importantes que se consideran en la estimacion de la
calidad de la carne son el rendimiento en canal, deposicion, textura y color de
la grasa dorsal; textura, color, marmoleo y area del ojo de la costilla (7).

El color de la carne es el factor de calidad méas importante que afecta la
decision del consumidor final valorandose positivamente el color rojo brillante y
rechazandose un color rojo oscuro, es decir con un color atractivo el producto
se vende facilmente (8).

La presencia de la grasa en la carne tiene una gran importancia en la calidad
de la misma, ya que influye en la textura, jugosidad y sabor. Moderadas
cantidades de grasa en la carne, son necesarias para lubricar las fibras
musculares y favorecen la jugosidad y sabor del producto, ademas de que la
grasa de cobertura o dorsal protege a la carne del acortamiento por el frio y las



pérdidas durante la conservacion evitando las quemaduras en el musculo
durante la congelacion (9). Otro factor importante de calidad es el color de la
grasa dorsal, con valores de 1 (blanco aperlado) a 6 (amarillo naranja).
Generalmente el ganado alimentado con grano, produce mas grasa de color
blanco aperlado en contraste con los forrajes verdes que producen grasa de
color amarillo por los B-carotenos que se acumulan, precursores de vitamina A.
Actualmente el consumidor de carne bovina exige un producto suave y con
poca grasa. Para lograr esto, desafortunadamente los engordadores utilizan en
las dietas de finalizacion algunos [(-adrenérgicos como el clenbuterol,
clorhidrato de zilpaterol y la ractopamina, los cuales son derivados de las
catecolaminas como las fenetanolaminas (adrenalina, noradrenalina y
dopamina) y estan clasificados dentro de los agentes repartidores de energia,
los cuales actuan sobre el metabolismo del musculo y células adiposas para
modificar la utilizacion normal de los nutrientes y la energia para formar masas
musculares mas prominentes y con menos tejido graso. Su accion sobre el
metabolismo de la grasa es aumentar la lipdlisis y reducir la lipogénesis. En el
tejido muscular reduce la protedlisis (10).

El clorhidrato de ractopamina es un nuevo aditivo alimenticio para el ganado
utilizado durante la finalizacién, para incrementar la ganancia diaria de peso,
aumenta el rendimiento de la canal, incrementa el area de ojo de la costilla “rib
eye” en mas de Y% pulgada, incrementa el nivel muscular en el “sirloin” y
aumenta la eficiencia alimenticia en un 14-21%, manteniendo el sabor natural
de la carne, jugosidad y terneza; presenta un minimo impacto en el grado de
marmoleo, no tiene periodo de retiro que se le denomina periodo de retiro
“cero” (que en realidad es de 12 horas). Es un aditivo para uso en novillos y
novillotas al mercado durante los ultimos 28 — 42 dias de estabulacion. La dosis
sefalada es de 70 — 430 mg/cabeza/dia (11).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de los B-adrenérgicos

El uso de B-adrenérgicos se esta incrementando para mejorar el rendimiento en
canal de varias especies domésticas. Entre estos destacan el clenbuterol,
Zilpaterol y la ractopamina del grupo de las fenetanolaminas. Se puntualiza
como es que afectan al equilibrio de las especies animales y como repercuten
en el bienestar de salud publica en México y el mundo. El exceso de este tipo
de compuestos ha llegado a presentar complicaciones para la salud humana
como intoxicaciones por residuos de sustancias quimicas (3-agonistas) (10).

El clenbuterol fue aprobado para utilizarse en Medicina Veterinaria en 1978 por
via parenteral y oral en mas de 20 paises y por su eficacia se considera que el
clenbuterol es una parte esencial en el arsenal disponible para el clinico tanto
en medicina humana como en medicina veterinaria. El uso indebido del
clenbuterol inicia desde que la patente expira y se convierte en un producto
genérico entre 1985 y 1988. El mal uso de los B-agonistas es el resultado de un
manejo y comercializacion no controlada de compafias que venden el
clenbuterol como sal pura o a granel. En 1984 era ya ampliamente conocido
qgue los B-agonistas incluyendo al clenbuterol podria influenciar el desempefio
productivo de los animales destinados para consumo humano (12).

El clenbuterol, es peligroso para la salud publica en término de estimulacion
cardiovascular que se deriva de la ingestion de productos carnicos
provenientes de animales tratados con éste farmaco y en los que no se
observo un tiempo de retiro y representa un acto ilegal y por tanto reprobable.
Sin embargo, y como consecuencia de que se obtienen importantes ganancias
en el rendimiento de la canal, se sabe de su uso clandestino en el ganado de
engorda.

A partir de la década de los 90, el clenbuterol se esta usando en forma
clandestina por los engordadores de ganado para incrementar el peso del
animal y lograr mejores resultados de apariencia en carne, puesto que resulta
mMAas jugosa y magra, dado que es un farmaco que se absorbe bien por via oral,
que después de su absorcion se distribuye ampliamente hacia los tejidos,



traspasando incluso en algunas especies la barrera placentaria (bovinos y
cerdos) (13).

El 19 de septiembre del 2002, la Secretaria de Salud autoriz6 el uso de otro B-
agonista llamado ractopamina para la alimentacion animal. Respecto a la
inocuidad para el consumo de la carne y visceras, manifestd que la dosis
utilizada bajo el registro, implica un margen de seguridad para que los usuarios
no tengan ningun riesgo (14).

El 28 de enero de 2004, el laboratorio Elanco (Elanco Animal Health) fabricé la
ractopamina comercial aceptada por la SAGARPA como un aditivo alimentario
medicado para uso exclusivo en la engorda de novillos o novillas para abasto.
La ractopamina es tan débil farmacol6gicamente en el ser humano que se
biotransforma y depura con rapidez en los animales, tanto que es imposible
considerar que induzcan efectos cardiovasculares adversos aun consumiendo
productos cérnicos provenientes de bovinos en los que no se guardo ningun
tiempo de retiro (15).

Son medicamentos que requieren la presencia de un anillo aromatico con un
grupo hidroxilo en la posicion B del grupo alifatico para mostrar actividad. La
presencia del grupo nitrogenado y la sustitucién de R por un grupo voluminoso,
a menudo ciclico, no alifatico, hace mas especifica a la molécula por los
receptores - adrenérgicos. Con excepcion de este ultimo las catecolaminas
naturales epinefrina y norepinefrina son muy similares a los p- adrenérgicos.
Pero el clenbuterol como la ractopamina muestran importantes diferencias en
las actividades intrinsecas. Para los (- adrenérgicos las substituciones del
anillo aromatico son importantes para obtener una actividad definida.

Algunos B-agonistas se biotransforman e inactivan rapidamente por las catecol-
o-metil-transferasas (COMT) tisulares que mutilan los hidroxilos en el anillo
aromatico tal es el caso de la dobutamina e isoproterenol. En contraparte la
ractopamina y otros no son sustratos para la COMT y solo son
biotransformados por glucoronidacion hepatica. Cuando los OH- son sustituidos
por un halégeno como es el caso del clenbuterol (cloro), se evita la

biotransformacion hepética (16).



Al mismo tiempo la presencia del cloro lo hace sea mas liposoluble que sus

analogos y tiende a difundir mas profundamente en los tejidos y la grasa animal

(17, 18, 19, 20). Sin embargo, la ractopamina y los demas - adrenérgicos

serian mas liposolubles de no ser porque la amina que todos tienen se

encuentra protonada a pH fisiolégico o menor, como el del estbmago. Esta

amohina les confiere valores de pKa de, por lo menos, 8.5 y generalmente

superiores a 10. (21, 22, 23, 24, 25, 26, 27). Con estas caracteristicas no son

solubles en solventes organicos a pH fisiolégico y la mayoria son solubles en

agua o metanol (21, 28, 29).

2.2 Estructura Quimica de la ractopamina y el Clenbuterol

RACTOPAMINA

0'\
1:{* (s

R

Peso Molecular: 301.38 g/mol
Formula molecular: C18H23NO3
Nombre quimico: Benzenemethanol,
4-hydroxy-alpha-3-(4-
hidroxyphenyl)-1-methylpropyl-
amino-methyl.

J

CLENBUTEROL

Peso Molecular: 277.19 g/mol
Formula molecular: C12H18CI2N20
Nombre quimico: 4-amino3,5
dicloro-a-terbutil-aminometil-bencil
alcohol.



2.3 Propiedades fisicas del Clenbuterol

Puede tener 2 presentaciones, en solido y otra en liquido. En sdélido como polvo
es incoloro o como sustancia liquida de color blanco amarillento, un punto de
fusion de 174 °C. El polvo es muy soluble en agua, metanol y etanol,
ligeramente soluble en cloroformo y el liquido, es soluble en agua, metanol y
etanol y muy soluble en cloroformo. Es estable en agua caliente (100 °C) y en
aceite caliente (260 °C), por lo que no se descompone con los procesos de
ebullicién, rostizado, freido ni en microondas.

El clenbuterol es una arilamina de accion prolongada, se metaboliza por
reacciones de N-oxidacion en ocho metabolitos, dos de los cuales (N-
hidroxylarilamina y N-nitrosoclenbuterol) son mas téxicos que el compuesto
original. Presenta una eliminacion bifasica, la primera ocurre a las 10 horas
después de haberse suspendido la administracion y la segunda después de

varios dias y se excreta por orina (30).

2.4 Propiedades fisicoquimicas de la Ractopamina

El clorhidrato de ractopamina se puede encontrar de 2 maneras: liquida y
sélida (polvo blanco con granulometria controlada). Es muy soluble en agua sin
importar su pH, es soluble en metanol y practicamente insoluble en otros
solventes orgénicos.

Es altamente estable a temperatura ambiente. Farmacolégicamente el
clorhidrato de ractopamina es considerado como un B-agonista repartidor de
nutrientes. Los repartidores de nutrientes actian directamente sobre el
metabolismo del tejido muscular y tejido adiposo para modificar la utilizacién
gue normalmente realizan estos tejidos de los nutrientes ingeridos en la dieta.
Su efecto principal es el aumento del tejido muscular y la disminucion del tejido
graso. El clorhidrato de ractopamina es extraido de los tejidos con metanol
acido/ agua (90:10 v/v). Una alicuota del extracto es diluido con una solucién
de acido acético al 2%. Una alicuota de la muestra diluida es analizada por

cromatografia de liquidos de alta resolucidn con detector de fluorescencia (31).



2.5 Mecanismo de accion de los B-adrenérgicos

Los B-adrenérgicos son moléculas organicas que se unen a los receptores 2
dando lugar al complejo agonista-receptor, que a su vez activa a la proteina
Gs. La subunidad B de la proteina Gs activa a la adenilato-ciclasa, enzima que
produce el monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), una de las principales
moléculas de sefializacion intracelular. Esta molécula produce sus efectos al
unirse a la subunidad reguladora de la cinasa proteinica A para liberar la
subunidad catalitica que fosforila a un buen nimero de proteinas intracelulares.
Estas proteinas tienen papeles funcionales vitales para una variada gama de
funciones que van desde permitir la entrada de calcio a la célula, hasta mediar
la sintesis de proteinas clave para el funcionamiento celular (18, 32, 33).

La magnitud de la actividad fisiofarmacologica de un B-agonista dependera de
su denominada actividad intrinseca en el receptor y distribucién en los tejidos
blancos. Uno de los efectos mas obvios derivado de la administracion oral de
los B-agonistas en el ganado es el aumento de la masa muscular (34) por el
aumento de la sintesis proteinica muscular y una disminucion en la
degradacion de proteina muscular (35).

La aplicacion de B-agonistas causa incremento en la cantidad de ARNt para
varias proteinas del musculo esquelético. En este contexto se incrementan el
ARNmM para la miosina de cadena ligera (34), el ARNm de la B-actina (36) y el
inhibidor de la proteasa calpaina calpastatina (37). Los B-agonistas pueden
incrementar el flujo sanguineo a ciertas regiones del cuerpo. Este aumento
permite el proceso de hipertrofia en el muasculo esquelético al transportar
mayores cantidades de sustratos y fuentes de energia para la sintesis de
proteina.

Otra de las principales acciones de los B-agonistas es la disminucion en la
cantidad de grasa de la canal debido a una actividad lipolitica aumentada y una
actividad lipogénica disminuida (38, 39, 40, 41). Se ha demostrado in vitro la
degradacion de triglicéridos en adipositos y la inhibicién de la sintesis de acidos
grasos Yy de triacilglicerol (42, 43). La elevacion de la concentracién plasmatica
de acidos grasos no esterificados después de la administracion de un [-
agonista, confirma la actividad lipolitica que ocurre en los adipositos.



2.6 Tiempo de eliminacion del Clenbuterol

Para el clenbuterol se tiene un tiempo de eliminacion de la siguiente manera:
(31).

Higado — 56 dias

Retina — 5 meses

Rifidbn — 17 a 21 dias

Musculo — 6 a 7 dias

Pelo — Hasta que el animal mude el pelo

Orina — 17 a 21 dias

Suero — 3 dias

YV V V V V V VY

En un estudio realizado por Sauer, et al en 1994 (44), se administré clenbuterol
via oral a diez veces la dosis terapéutica (10mg/kg de peso cada 12 horas
durante 21 dias) en becerros Holstein Friesian y se determinaron las
principales variables farmacocinéticas y el patron de eliminacion de los
residuos en los 6rganos y tejidos habituales. Se determinaron residuos a las 6
horas y alos 1, 2, 4, 8 y 16 dias después de haber terminado el tratamiento.
Las concentraciones de clenbuterol, fueron mas elevadas en el higado que en
el rifidn, bilis y orina, a partir del dia dos de retiro. Sin embargo las
concentraciones en la retina fueron diez veces mayores que en el higado en
todos los tiempos después de terminar el tratamiento.

La situacién de los residuos es distinta para la ractopamina, su tiempo de
eliminacion por matriz es mucho mas rapida. Se ha calculado que en tan solo
24 — 48 horas se reducen las concentraciones del farmaco y metabolitos. Sin
embargo, durante la medicacion con ractopamina se encuentran en la orina
concentraciones de 44 — 473ng/ml (ppt) y se les sigue detectando hasta las dos
semanas posteriores al final de la medicacion (45).

2.7 Efectos de los B-agonistas en los animales

La adicion de clenbuterol al alimento de los animales a dosis elevadas y
carentes de control, que ademas se mantienen hasta el momento del sacrificio,
conduce a la acumulacién de grandes cantidades en los tejidos comestibles,

especialmente en el higado. Estos acumulos pueden originar intoxicaciones en
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las personas que consumen dichos tejidos cuando el periodo de retiro del
farmaco, no ha sido suficiente como para que desaparezca totalmente de los
productos destinados a consumo humano. ElI consumo de higado con
concentraciones elevadas de clenbuterol ha dado lugar a episodios de
intoxicacion que cursan con temblores musculares, taquicardias y palpitaciones
acompafados frecuentemente de nerviosismo, cefaleas y mialgias con una
duracion aproximada de 40 horas (46, 47).

Existen reportes que indican que la persistencia de clenbuterol en plasma y
orina es baja, pero este persiste en el higado a niveles mucho mas altos, que
en otros tejidos comestibles y es detectable en el higado por arriba de 2
semanas después del retiro de la droga del alimento de los animales (48).

En bovinos el clenbuterol induce a dosis bajas, consideradas como promotoras
del rendimiento productivo: aumento de la presion sanguinea, incremento
transitorio de la frecuencia cardiaca durante 24 horas aproximadamente
incremento de la tasa metabdlica, se ha informado que aumenta la tasa de
cojeras (49). No se tienen documentados los efectos de una sobre dosis de
clenbuterol en esta especie, pero no deben diferir de lo anterior en su magnitud
(13). Por otro lado no se han documentado efectos toxicos de la ractopamina
en bovinos sobredosificados y, evidentemente, menos en el ser humano, ya
gue este producto es de uso veterinario exclusivo y a la fecha no se ha
sospechado de un efecto téxico por la ingesta de productos carnicos derivados

del uso de ractopamina (50).

2.8 Dosificacion y Tiempo de Retiro

La dosis promotora del crecimiento Optima del clenbuterol en el ganado, es
aproximadamente de 0.8mg/kg de peso. Pero como se ha visto que se pueden
mejorar ain mas los rendimientos de las canales, no es raro que los
productores administren al ganado bovino de cinco hasta diez veces la dosis
mencionada. El incremento en el rendimiento en canal no es lineal al
incremento en la dosis, se afecta a dosis elevadas el bienestar del animal y se
puede afectar su salud, por lo que ésta practica no es justificable y el
razonamiento es mas bien primitivo (32, 51, 52).
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Con base en el criterio de cero residuos, Elliot (45), recomienda un tiempo de
retiro de cuatro semanas cuando se utiliza una dosis convencional para mejorar
el rendimiento en canal, sin embargo, no hace referencia al tiempo requerido
utilizando otras dosificaciones.

La ractopamina esta indicada para el ganado bovino de carne en la etapa de
finalizacion (28 a 42 dias antes del sacrificio) a una dosis de 70 —
430mg/cabezal/dia. La FDA (Food and Drug Administration) le ha concedido un
tiempo de retiro de cero dias en virtud del Limite de no efecto tan alto que se

ha derivado de estudios de toxicidad (53).

2.9 Residuos Maximos Permisibles en Tejidos de acuerdo a la
FAO/OMS y Union Europea

El método aprobado para determinar la seguridad del consumidor, se basa en
los conceptos de consumo diario aceptado (CDA) y el limite de residuos
permisibles (LMR). EI CDA se calcula con el nivel maximo sin efecto del
medicamento, multiplicado por el peso del consumidor sobre el factor de
seguridad. El LMR se determina tomando en cuenta los consumos locales de
los alimentos y un factor de seguridad. Para el clenbuterol el CDA es de
0.04mg/kg segun la FAO/OMS. Los LMR para el musculo y grasa del ganado
es 0.2mg/kg, de 0.05mg/kg en leche y de 0.6mg/kg en higado y rifion (54).
Cada kg de producto de origen animal puede contener 125ng (125 ppt) de
clenbuterol activo y no se presentaran reacciones adversas en el hombre (55).
Segun la FAO Y OMS los niveles permisibles en higado son de <0.15 ppm para
ractopamina y el CENAPA en México y la Union Europea en el 2005, sefialan
un LMR para el celnbuterol de <2000 ppt (partes por trilén) (15,31).

* Los LMR cambian de acuerdo al tipo de tejido (Matriz) analizado.

2.10 Relacion entre la Estructura y la Actividad de los B-
adrenérgicos

Los residuos hepaticos del clenbuterol permanecen en un rango de ppb (partes
pro billén) entre los dias 16-39 después de terminado el tratamiento y en el
rango de ppt hasta 56 dias después del retiro (56, 57), de manera tal que con

un retiro adecuado los residuos de clenbuterol dejan de ser un peligro. Asi,
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pues, el problema no seria su uso sino el abuso motivado por ignorancia y
ambicion (58).

Después de su absorcidon, el clenbuterol residual se deposita a nivel
principalmente de higado y rifion, la proporcion extraible es de 1-2 % de los
residuos en estos dos organos (13).

En lo referente a los residuos de ractopamina en higado con un tiempo de
retiro denominado “cero” (que en realidad es de 12 horas), se ha informado que
se han encontrado residuos iguales o inferiores a < 0.013 ppm; siendo el MRL

para ractopamina de 0.15 ppm (59, 60).

2.11 Utilizacion en la Produccion de Carne Bovina

En la produccion animal para conseguir el engorde artificial se han utilizado
diversas sustancias muchas de ellas prohibidas, como el clenbuterol (61, 62)
En Medicina Veterinaria, el clenbuterol se utiliza como medicamento, en el
tratamiento de bronconeumonias por su accion broncodilatadora en caballos y
bovinos a 0.8mg/kg para activar el aparato mucociliar. Este compuesto también
retarda el proceso del parto en yeguas, ovejas y vacas a 300 — 450 mg/animal,
es til en la profilaxis de alergias en bovinos y equinos y como aditivo en la
alimentacion de ganado en donde genera un efecto anabolizante a 0.8mg/kg
que produce una hipertrofia muscular (46, 61, 63). Al ejercer su accion lipolitica
y favorecer la sintesis de proteina (arriba del 15%), permite la produccion de la
canal libre de grasa con un desarrollo extraordinario de la masa muscular (64).
Ha tenido un efecto favorable sobre el peso, la conversion alimenticia y la carne
magra (65).

La ractopamina es un nuevo ingrediente para la alimentacion del ganado y se
usa durante el ultimo periodo de la finalizacibn (28 a 42 dias antes del
sacrificio del ganado). Tiende a: incrementar la ganancia de peso, el
rendimiento de la carne y la eficiencia alimenticia. Presenta una alta resolucion
durante el tiempo de confinamiento y tiene beneficios hasta el final de la
cadena alimenticia porque: Mantiene el sabor, jugosidad y suavidad natural de

la carne, tiene un minimo impacto en el grado de calidad del marmoleo.
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2.12 Técnicas Analiticas para Deteccion de Residuos de B-
agonistas en Higado

Considerando que los métodos de laboratorio son una herramienta
indispensable en el desarrollo de programas de monitoreo y control de residuos
toxicos y contaminantes, la eleccion de técnicas adecuadas es fundamental.
Tratdndose del monitoreo de sustancias prohibidas, en donde el limite maximo
de residuos permisible es cero (o bien el limite minimo de detecciéon del
método), las caracteristicas para la eleccién de la metodologia a usar en el
laboratorio, deben ser perfectamente evaluados en funcion de la cantidad y tipo
de muestra a procesar, la rapidez y costo por muestra y la confiabilidad de los
resultados (31). La tendencia internacional es monitorear residuos utilizando la
combinacion de métodos presuntivos y confirmatorios, lo que permite trabajar
un mayor numero de muestras e incrementar la confiabilidad del resultado final.
Para la deteccion de residuos es esencial identificar el tipo de muestra
adecuada, en concordancia con el metabolismo del farmaco en el organismo,
potencial de acumulacion, tiempo de degradacion, facilidad de muestreo,
facilidad de extraccion en el laboratorio, cantidad de muestras, tiempo estimado
de analisis y limites maximos permisibles, principalmente (31).
Los métodos analiticos oficiales para la deteccién de los B-agonistas, son
cualquiera de los siguientes: (66)

v' Ensayo inmuno-enzimatico (ELISA)

v' Cromatografia de gases

v' Cromatografia de liquidos de alta resolucion
La “High Performance Liquid Chromatography” (HPLC) con deteccion
electroquimica o fluorescencia proporciona sensibilidad para una combinacion
de B-agonistas. El detector de luz ultravioleta tiene una sensibilidad escasa
pero con la formacion de un fluorocromo esta se incrementa hasta 1000 veces.
La prueba de ELISA es una reaccion antigeno anticuerpo y se usa para la
vigilancia del uso ilegal del clenbuterol y otros B-agonistas (31).
ELISA tiene una ventaja de que se puede manejar un elevado numero de

muestras lo que repercute en la disminucién del precio por muestra analizada,
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es un método muy sensible y rapido, requiere de inversion minima de equipo,
materiales y reactivos; estan disponibles diversos procedimientos de extraccion
para muestras: suero, orina, leche, bilis, higado, rifidbn, musculo, retina, pelo,
ingredientes y alimentos terminados para animales (31, 46, 64, 67, 68, 69). De
las ventajas de los métodos inmunoenzimatico, se pueden sefalar el nimero
importante de muestras que se procesan en una corrida n=96; donde se debe
restar el nUmero de controles positivos, negativos y estandares, si se comparan
con las diez muestras por HPLC, el tiempo de andlisis de aproximadamente 15
minutos, con la posibilidad de utilizar el automuestreador y una sensibilidad de
0.1 ppb (partes por billén), siendo la principal desventaja las reacciones de
entrecruzamiento con otros (-agonistas (clenbuterol, brombuterol, mabuterol,
pirbuterol, carbuterol, metilclenbuterol, mapenterol, salbutamol y terbutalina), lo
que reduce su aplicabilidad para el control de residuos. La ventaja principal de
la HPLC es la confiabilidad de sus resultados de un 99.9%, una sensibilidad del
orden de las partes por trillén (ppt), siendo su mayor desventaja el tiempo en el
andlisis que es de 72 horas (54).

La cromatografia de gases (CG) o liquidos (HPLC), resulta la mejor eleccion en
cuanto a niveles de deteccion (> 0.5ug/kg), cuantificacion (> 1pg/kg),
recuperacion (80 — 110%), correlacidon (coeficiente > 0.999) y repetibilidad (CV
< 4). Aunque ambas tienen el inconveniente del elevado costo por muestra
analizada, la necesidad de contar con patrones (estandares de referencia)
certificados, mantenimiento y calibracién especializada de manera constante,
solventes con un grado adecuado al tipo de cromatografia, la inversion inicial
en equipo y sus aditamentos es elevada, el personal que desarrolle los analisis
y opere el equipo debe tener un grado de especializacién y actualizacion
adecuado (31).

El andlisis de residuos y contaminantes en los alimentos supone la
determinacion de sustancias que se encuentran en cantidades muy pequefas
(del orden de mg/kg o ug/kg) en matrices muy complejas como lo es higado,
rinidn, musculo, retina, pelo, orina entre otros. Es preciso por tanto realizar en
primer lugar una extraccidn cuantitativa de la sustancia y purificar y/o
concentrar el extracto obtenido antes de proceder a su deteccion vy

cuantificacion.
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2.13 Concentraciones Permisibles de Clenbuterol en Diferentes
Tejidos de Bovinos de acuerdo a la Comunidad Econdmica
Europea (CEE).

La Comunidad Europea tiene las siguientes especificaciones para decidir si una

muestra de tejido es positiva o negativa al uso de clenbuterol:

= Higado 2000 ppt .eoveennn. 2 ppb
= Alimento para consumo animal 10000 ppt .............. 10 ppb
= Orina 2000 ppt .............. 2 ppb
= Retina 3000 ppt ......neeee 3 ppb
= Suero 2000 ppt .eoveenne. 2 ppb
= Pelo 6000 ppt ....cvvevnnn. 6 ppb

Se tiene un rango analitico de 0 — 8100 ppt. Hay que realizar la muestras por
duplicado antes de dar un resultado oficial. Si salen positivas las muestras por
ELISA se hace otro estudio mas especifico (Cromatografia de gases/masas)
para comprobar que la muestra este positiva (31).

En cuanto al andlisis de la ractopamina es una prueba que se esta validando
por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC); por lo tanto no se ha
identificado el limite de cuantificacion en tejido ni tampoco el limite de deteccién
(31).

16



3. JUSTIFICACION

En México, los consumidores de carne bovina buscan una carne suave, de
color agradable y costo accesible. La carne que se consume en muchas
ocasiones proviene de sistemas de engorda en confinamiento donde se busca
obtener un producto con caracteristicas deseables por el consumidor como
serian: grasa escasa Yy blanca, carne rojo cereza y suave. Por esto, en el
tropico la producciébn de carne bovina, se esta intensificando y se estan
utilizando con més frecuencia los 3 adrenérgicos para aumentar el rendimiento
de la canal y obtener canales magras, aunque esto representa un riesgo ya que
se utilizan de una manera indiscriminada y pueden quedar residuos que al
consumirse, representan un peligro para la salud; por otra parte, los
productores no respetan las dosis recomendadas por el fabricante y su tiempo
de retiro. Considerando lo anterior, se hace necesario generar investigacion
que permita conocer la concentracion de estos residuos en el tejido animal y
asimismo concientizar a los productores de carne sobre el uso correcto de los

adrenérgicos en el ganado bovino estabulado.
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4. HIPOTESIS
El uso de 2 R-adrenérgicos en la alimentacion de toretes de engorda en
estabulacion, podra afectar de forma distinta el rendimiento de la canal y

calidad de la carne dejando diferentes concentraciones de residuos en tejidos
como el higado.

5. OBJETIVOS

5.1 GENERAL
Evaluar el rendimiento y algunas caracteristicas de calidad de la canal de

toretes estabulados en el trépico, sujetos al uso de B-agonistas (clenbuterol y

ractopamina), asi como detectar sus residuos en higado.

5.2 ESPECIFICOS

1. Determinar el peso de la canal caliente y el peso de la canal fria en
toretes de engorda con el uso de 2 R- adrenérgicos (ractopamina y
clenbuterol)

2. Estimar el rendimiento de canal caliente y fria

3. Evaluar la calidad de la canal: por color de la carne, color, distribucion y

grosor de la grasa dorsal

4. Determinar concentraciones de clenbuterol y ractopamina en muestras

de higado
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Localizacion del area donde se llevd a cabo el estudio

El estudio tuvo una duracién de 120 dias (julio - octubre, 2005) y se realiz6 en
el rastro frigorifico “Carnes Supremas del Golfo” ubicado en la Carretera
Federal México — Nautla Km. 62 Martinez de la Torre, Ver. La temperatura y
precipitacion pluvial medias anuales del area son de 23.4 °C y 1991 mm,
respectivamente (70). El clima es calido humedo tipo Af (m) w” (e), con lluvias
todo el afio, sin estacion seca definida (71).

6.2 Tratamientos

Se utilizaron 50 canales de toretes provenientes de 2 ranchos de engorda
diferentes (25 y 25) las cuales fueron asignadas a los tratamientos de:

T1: 25 Canales de toretes alimentados con 300g de ractopamina/ton de
alimento 42 dias antes del sacrificio sin tiempo de retiro.

T2: 25 Canales de toretes alimentados con 1g de clenbuterol/ton de alimento

60 dias antes del sacrificio sin tiempo de retiro.

6.3 Estimacion del rendimiento de canal

El peso de la canal caliente (PCC) y fria (PCF) se determind obteniendo los
pesos de las canales inmediatamente después de la maquila de los toretes
(PCC) y el PCF se obtuvo 12 horas después de la maquila antes del embarque
de las canales y se saco un promedio.

El rendimiento en la canal caliente (RCC) y fria (RCF) (expresado como %) se
obtuvo directamente de los datos que se colectaron en el rastro. La
determinacion fue la siguiente: Peso de canal caliente/peso de arribo x 100.

El color de la carne (CC) se estimé en el musculo semimembranoso y
semitendinoso con la clasificacion de 1 (rojo cereza muy brillante) a 6 (rojo
obscuro).

La estimacién de la edad se realiz6 por medio de la osificacién de las espinas
dorsales y se obtuvieron asignandose valores que van del 1 (joven) y 2
(maduro) (72, 73, 74).
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La distribucién de la grasa dorsal (DGD) fue valorada mediante observacion
directa y se expresd de acuerdo al porcentaje en grados del 1 al 10,
correspondiendo a 10% y 100% respectivamente. El color de la grasa dorsal
(CGD), se estimé utilizando una escala de 1 (blanco aperlado) a 6 (amarillo
anaranjado) (75) (Cuadro 1). Todos los datos de las caracteristicas de la canal
fueron tomados inmediatamente después del sacrificio de los animales,
excepto los de rendimiento de la canal fria los cuales se obtuvieron a las 12
horas posteriores al dia de sacrificio.

Es importante mencionar que las caracteristicas de la canal no se realizaron
haciendo un corte transversal entre la 12 y 13ava costilla debido a que no se

permitié por parte del propietario.

6.4 Determinacion de [3-adrenérgicos en muestras de higado

Los residuos de dichos B-adrenérgicos se analizaron tomando muestras de
higado (10 cm) y se enviaron envueltas en papel aluminio en bolsas de plastico
en congelacion previamente identificadas al Centro Nacional de Servicios de
Constatacién en Salud Animal (CENAPA) donde se utiliz6 el método de
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion con deteccion de Fluorescencia
(HPLC) (76) para la ractopamina y la prueba cuantitativa de ELISA para el
clenbuterol.

6.5 Analisis estadistico

Se utilizaron dos métodos estadistico por medio del paquete SPSS (Statistical
Package for Social in Science) 10.0 para Windows en la cual se realizo la
prueba de t de “student” para comparacion de medias para las variables PCC,
PCF, DGD y la prueba de “U de Mann-Witney” como estadistica no paramétrica
para comparar las distribuciones de la variables CC, CGD, GGD, RCC y RCF.
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7. RESULTADOS

En el cuadro 2, se presentan los resultados de las concentraciones de
clenbuterol en las muestras de higado, observandose que todas resultaron
positivas fluctuando las concentraciones entre 10,445.6 hasta 16,365.1 ppt.
Asimismo en el cuadro 3, se muestran las concentraciones de ractopamina en

el higado, resultando todas negativas con 0.000 ppm

En la figura 1, se presentan los pesos de las canales como: PCC (peso de la
canal caliente) de toretes engordados con ractopamina (T1) y clenbuterol (T2),
observandose que el PCC para T1 fue del 296.2 kg y en T2 de 320.3 kg,

existiendo diferencias estadisticamente significativas entre si (P<0.05).

En la figura 2, se compara el PCF (peso de la canal fria) entre T1 y T2,
observandose que los toretes engordados con ractopamina tuvieron un peso
menor que fue de 288.0 Kg en relacién con los del uso de clenbuterol que fue
de 314.4 kg; dichos valores mostraron ser estadisticamente diferentes
(P<0.05).

En la figura 3, se compara el RCC (rendimiento de la canal caliente) de los
toretes tratados con los 2 (3-agonistas siendo el valor para T1y T2 de 67%, no
observandose diferencias estadisticamente significativas entre si (P>0.05).

En la figura 4, se compara el RCF (rendimiento de la canal fria) de los toretes
tratados con los 2 B-agonistas siendo el valor para T1 y T2 de 65%, no
observandose diferencias estadisticamente significativas entre si (P>0.05).

En la figura 5, se comparé el CC (color de la carne) de los toretes tratados con
los 2 B-agonistas, observandose que se presentd un mejor color con el uso de
la ractopamina de 3, mientras que para el clenbuterol se obtuvo un color menos
deseable calificandose como 4, presentandose diferencias estadisticamente

significativas entre si (P<0.05).
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En la figura 6, se compara el CGD (color de la grasa dorsal) en el T1y T2,
observandose que las canales de los toretes engordados con ractopamina
presentaron un color mas claro en relacion a los de clenbuterol, siendo los
valores de clasificacion de 2 y 3 respectivamente. En ambos valores se

presentaron diferencias estadisticamente significativas entre si (P<0.05).

En la figura 7, se comparé la DGD (distribucién de la grasa dorsal) entre los 2
tratamientos, observandose que en los toretes engordados con clenbuterol se
presento una distribucion de grasa del 6.7 0 67%, mientras que en los toretes
tratados con ractopamina se presentd una distribucion del 5.3 o 53%

respectivamente, siendo los valores estadisticamente diferentes (P<0.05).

En la figura 8, se compara el GGD (grosor de la grasa dorsal) para T1y T2,
observandose que para el T1 fue de 5mm mientras para T2 fue de 6 mm, no

encontrandose diferencias estadisticamente significativas (P>0.05).

En la figura 9, se presentan la edad promedio de los animales sacrificados y se

observé que los animales se clasificaron entre jovenes a maduros.

En la figura 10, se observan los residuos de clenbuterol (ppt) determinados por
la prueba de ELISA, en 5 muestras de higado obtenidas en el rastro frigorifico
de Martinez de la Torre, Veracruz; encontrandose todas positivas al uso de
este farmaco toxico, siendo las concentraciones de 31,895.1, 33,360.2,
29,169.8, 40,912.8, 26,114.1 ppt, las cuales son superiores a los limites
permisibles (< 2000 ppt).

En la figura 11, no se observan residuos de ractopamina en 5 muestras de

higado, debido a la poca sensibilidad del equipo y el gran tamafio de la

muestra.
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8. DISCUSION

8.1 Peso de la canal caliente (PCC) y fria (PCF)

En el presente estudio se observo que el peso de las canales calientes fueron
mayores en el tratamiento con clenbuterol comparado con el lote de
ractopamina. Los resultados de ractopamina son menores a los encontrados en
un estudio, realizado por Elanco, 2005 (77) donde probaron el efecto de la
alimentacion con el uso de ractopamina en novillos Holstein estabulados, en los
cuales se usO6 una dosis de 200mg/cabeza/dia y otra dosis de
300mg/cabezal/dia 38 dias antes del sacrificio. Después del sacrificio se
obtuvieron los pesos de la canal en caliente siendo de 331.0kg y 343.0kg
respectivamente.

En otro estudio realizado por Schroeder y col. en el 2004 (78) evalud el efecto
de la alimentacion con ractopamina en el desarrollo de novillos estabulados. El
estudio se realizo con 880 novillos a los cuales se les asignaron 4 tratamientos
0, 10, 20, 30ppm de ractopamina en el alimento (0, 100, 200 vy
300mg/cabezal/dia) durante los udltimos 28 dias previos al sacrificio. Los
resultados obtenidos fueron 341.7kg, 344.6kg, 348.1kg, 350.0kg para T1, T2,
T3, T4 respectivamente encontrando diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05) para T1 con respecto a T2, T3y T4.

En otro estudio realizado por Hancock y col, en el 2004 (79), se evaluaron los
efectos de la ractopamina en la composicién de la calidad de la canal en
novillos estabulados. Para este estudio se utilizaron 30 novillos (10/corral) a los
cuales se les ofrecio la ractopamina a dosis de 0, 100, 200mg/cabeza/dia para
los 3 tratamientos de 28 a 42 dias en el ultimo periodo de la finalizacién antes
del sacrificio. Todos los novillos fueron implantados con un anabdlico a base de
estradiol y acetato de trenbolona 90 dias antes del sacrificio. Posteriormente al
sacrificio de los novillos se midi6é el PCC y se encontré que para el T1=374.4kg,
T2=376.8kg , T3=380.0kg encontrando diferencias estadisticas P (<0.05) entre
los 3 tratamientos. Estos resultados demostraron que el uso de la ractopamina
incrementa el PCC cuando se da en el alimento a niveles de 100 y
200mg/cabeza/dia.

23



En un estudio realizado por Schroeder y col, en el 2001 (80) desarrollaron un
trabajo para medir el efecto del uso de ractopamina en el crecimiento y
desarrollo de novillos y novillas asi como la calidad de la canal.

La ractopamina se les ofrecid en el alimento durante los ultimos 28 o 42 dias
del periodo de finalizacion antes del sacrificio en 10 pruebas. La ractopamina
fue mezclada en el alimento a una dosis de 0.0, 9.1, 18.2 y 27.3g/ton de
alimento. Esto proporcion6 aproximadamente 0, 100, 200 y 300mg/cabeza/dia
en novillos (T1, T2, T3y T4) y 0, 94, 189 y 283mg/cabeza/dia para las novillas
(T5, T6, T7 y T8). Los resultados obtenidos para PCC fue de 323.6kg, 326.7kg,
330.0kg, 331.7 para T1, T2, T3 y T4, encontrdndose diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) para los demas tratamientos con
respecto al grupo control para los novillos. Para las novillas los resultados
fueron de 299.0kg, 299.8kg, 301.7kg, 303.9kg para T5, T6, T7, T8
encontrandose diferencias estadisticamente significativas; no se encontraron

diferencias estadisticas (P<0.05) para T7 y T8 con respecto a TS5y T6.

8.2 Rendimiento en canal (RC)

La evaluacion de las canales es una herramienta que tiene disponible la
industria de la carne para verificar la eficiencia de la produccién ganadera de
un pais, ya que el estudio de la cantidad de carne que se obtiene de una canal
y calidad de ésta dan informacidn necesaria para detectar los tipos de
produccion que son mas eficientes y sobresalientes.

En general, la evaluacion de las carnes facilita un lenguaje comun entre
mercados y provee un instrumento para expresar y comparar precios, por lo
tanto, mejora la comercializacion de la carne, pues hace eficiente la relacién
que existe entre un buen productor y un consumidor exigente.

La evaluacion de las canales puede realizarse objetiva y subjetivamente, la
mayor parte de estas evaluaciones esquematizan los grados de calidad y
rendimiento mediante una combinacidén de parametros asociados a la canal. En
la mayoria de los sistemas de evaluacion, la prediccion del rendimiento esta en
funcién del peso de la canal, y de uno o varios de los siguientes criterios:
espesor y distribucién de la grasa subcutanea, area de la chuleta, conformacién

y desarrollo muscular (81). Los rendimientos de canal en el ganado bovino
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tropical, varian ampliamente dependiendo de la raza, tipo de pasto consumido,
edad, peso al sacrificio y uso de anabdlicos.

En el tropico, los menores rendimientos de canal se observan en el ganado
Cebu en pastoreo extensivo (54 — 56%), seguidos del Suizo x Cebu en semi-
intensivo (58%) y con el mejor rendimiento el ganado engordado en
estabulacion con 60 — 62% (82).

En el presente estudio, no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas (P>0.05) tanto para el RCC como para el RCF, con el uso de
clenbuterol y ractopamina.

En un estudio realizado por Schroeder y col, en el 2004 (78), evaluaron el
rendimiento de las canales en 880 novillos asignados a 4 tratamientos: 0, 10,
20, 30 ppm de clorhidrato de ractopamina. Los novillos consumieron
aproximadamente 0, 100, 200 y 300mg/cabeza/dia de clorhidrato de
ractopamina para cada tratamiento. El porcentaje de rendimiento para el T1 fue
de 61.9%, T2=61.7%, T3=62.2% Yy T4=62.3% existiendo diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) para el T3 y T4 con respecto al T1 y
T2, respectivamente.

En otro estudio realizado por Hancock y col, en el 2004 (79), midi6 el
rendimiento de las canales y se encontré que el T1= 63.85%, T2= 63.87% y
T3= 64.08% encontrdndose diferencias estadisticamente significativas entre T1
y T2 con respecto a T3 (P<0.05). Estos resultados sugieren que la ractopamina
incrementa el rendimiento cuando se suministra a una dieta en razon de
200mg/cabezal/dia en los ultimos 28 a 32 dias del periodo de finalizacién en
una engorda estabulada normal.

En otros estudios realizados por Vogel y col, en el 2004 (83) con 1914 novillos
Holstein con el uso de la ractopamina de 28 a 32 dias en el ultimo periodo de la
finalizacion a una dosis de 0, 200, 300 mg/cabezal/dia, se obtuvo un
rendimiento de canal de 61.2%, 61.2% vy 61.4%, respectivamente.
Estadisticamente no se encontraron diferencia entre los tratamientos (P>0.05).

Los resultados publicados por los diversos autores en cuanto a el rendimiento

en canal fueron menores en relacion a los del presente estudio.
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8.3 Color de la carne

En el presente estudio, se observo que el color de la carne fue mas obscuro
con el uso de clenbuterol y de color rojo cereza brillante con la ractopamina. Al
parecer el Clenbuterol provoca que la carne presente un color menos deseable
para el consumidor ya que en algunas ocasiones se llega a encontrar un color
rojo obscuro que es indeseable en el mercado nacional, especialmente en las
tiendas de autoservicio, donde los consumidores son méas exigentes.

En un estudio realizado por Laudert y col, en el 2004 (84), se midieron los
efectos de la alimentacion con clorhidrato de ractopamina sobre las
caracteristicas fisicas de la canal y calidad de la carne en 40 novillos
estabulados en distintos corrales asignados a 4 tratamientos con diferentes
dosis de ractopamina: 0, 10, 20, 30 ppm en 28 o 42 dias antes del sacrificio
donde se obtuvo una clasificacién promedio de 1.0 (rojo cereza brillante).

En otro estudio realizado por Schroeder y col, en el 2004 (78); se evalud el
color de la carne encontrandose para los novillos clasificaciones de 6.02, 6.10,
6.07, 6.03, segun la dosis de ractopamina utilizada, habiendo correspondencia
en los resultados de esta investigacion con la interpretacion de esta escala

numeérica y la utilizada en el estudio (122).

8.4 Distribucion (DGD) y grosor de la grasa dorsal (GGD)

Se considera que la DGD en el ganado de engorda tropical es baja (menos del
20%). Esto afecta la calidad de la carne debido a que cuando las canales
pasan a las camaras de refrigeracion la baja distribucion y grosor de la grasa
no protege la carne del “shock” térmico, provocando el oscurecimiento de la
misma (85). En el tropico, los toretes de engorda presentan un GGD bajo
(menos de 6mm); debido a que los animales consumen dietas altas en forraje
con bajos aportes de energia. En pocas ocasiones se ofrecen suplementos
energéticos o se adiciona grano en las dietas, por lo que las canales presentan
una baja cantidad de grasa dorsal (86). En el presente trabajo se obtuvo una
DGD de 53% y 67% para Tl y T2 respectivamente siendo diferentes
estadisticamente entre si (P<0.05) y un GGD de 5mm y 6mm para T1y T2 no

encontrando diferencias entre los tratamientos (P>0.05).
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En el mismo trabajo realizado por Elanco Animal Healt, 2005 (77) se evaluo el
GGD utilizando ractopamina en novillos Holstein estabulados en donde
después del sacrificio se obtuvo el GGD en el cual se determiné 6.6mm, 6.3mm
y 5.8mm para el T1, T2y T3 en el cual el T1 no tuvo diferencias estadisticas P
>0.05 con respecto al T2 pero el T1 y T2 con el T3 si tuvieron una diferencia

estadistica (P <0.05) respectivamente.

8.5 Color de la grasa dorsal

Se ha observado que el tejido adiposo de los bovinos para abasto puede
presentar una coloracion casi amarilla. A pesar de que la coloracién de la grasa
no afecta el sabor ni el valor alimentario de las porciones comestibles, la
presencia de los pigmentos representa un problema econémico que provoca el
rechazo por parte del consumidor y la consecuente pérdida econdémica para el
productor (87). Segun la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada el
término carotenoide se aplica a un gran niumero de compuestos liposolubles
que colorean de amarillo a rojo (88).

Esta caracteristica cromoéfera se debe a la presencia de una serie de dobles
enlaces conjugados. Esta gran familia de pigmentos se ha agrupado como
hidrocarbonatos (licopeno,a,b,g carotenos) y los derivados oxigenados
(oxicarotenoides o xantofilas) (89, 90). Los carotenoides estan ampliamente
distribuidos en la naturaleza y son sintetizados Unicamente por medio de las
plantas y las bacterias fotosintéticas. Los animales dependen completamente
del alimento como fuente de carotenoides y no tienen vias metabdlicas para la
sintesis de “novo” de estos compuestos (90, 91).

Esta suficientemente documentado que los carotenoides son constituyentes
normales de la sangre y tejidos de los humanos, bovinos, equinos, hurones,
gerbos, peces, aves y algunos crustaceos (92, 93, 94), lo cual probablemente
se debe a que no todos estos compuestos se convierten eficientemente en
vitamina A y parte de ellos son absorbidos y depositados como carotenoides.
En los bovinos el color amarillo de la grasa se debe a la presencia de este tipo
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de pigmentos, de los cuales domina el  — caroteno, aunque también han sido
detectadas pequefias cantidades de luteina (95, 96, 97).

En los animales para abasto la apariencia es muy importante, sin embargo en
los bovinos lo deseable es el color blanco de la grasa, pero estos en estos
animales los carotenoides se depositan de manera natural cuando consumen
forrajes verdes (96, 97, 98).

Para tratar de eliminar la pigmentaciéon amarilla de la grasa se sefiala (99) que
mantener a los animales durante periodos de 28 a 56 dias en corral disminuye
el color de aquella, de manera que resulta aceptable para el mercado
canadiense. Sin embargo se desconoce si el cambio de color al alimentar a los
animales con dietas con base en granos se debe a la movilizacién y oxidacién
de los carotenoides de los depdsitos grasos, a la dilucion del efecto por la
engorda o ambos (97). Por lo anterior se puede observar que el color de la
grasa dorsal es un punto importante en el que se basa el consumidor para
evaluar la calidad de la carne, teniendo mayor aceptacion los colores blancos
aperlados y menor o nula aceptacién los colores amarillo o naranja; por tal
motivo es importante la clasificacion y valoracion de esta caracteristica (82).

En el presente estudio se encontré que los toretes tratados con ractopamina
tuvieron un color de grasa blanca claro con clasificacion 2 a comparacién de los
de clenbuterol que fue blanco ligeramente amarillo con clasificacion de 3
encontrandose diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre ellos.

8.6 Residuos de B- agonistas en muestras de higado

Los métodos analiticos capaces de identificar estos dos - agonistas son la
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion con detector de fluorescencia
(HPLC) en Tandem con Espectometria de gases/masas (MS). Estos métodos
son los mas adecuados para el control de los residuos de estos dos B-
agonistas en higado y orina (100).

En el presente estudio, se observaron concentraciones alarmantes de
clenbuterol en las muestras de higado de toretes engordados con este
farmaco, a diferencia de la ractopamina que no se observaron en el laboratorio
residuos en el higado. El hallazgo negativo de los residuos de ractopamina

resulté de la poca sensibilidad del método y del gran tamafio de la muestra que
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en este caso fue de alrededor de 52 ug y los residuos de ractopamina en el
higado son de <0.15 ppm segun la FAO y OMS. En otras palabras el método
para detectar residuos de ractopamina por HPLC cuando se usa el detector de
luz ultravioleta no es el adecuado. Aunque no se detectaron cantidades de
ractopamina por este método sin embargo si se observd un efecto sobre el
color de la carne y color de la grasa dorsal (CC, CGD) posiblemente derivados
de la supuesta escasa cantidad de ractopamina.

Los resultados encontrados en éste estudio fueron mayores a los encontrados
en el trabajo realizado por Cisneros AJV y Vazquez MMS (101) en el 2005 en
el cual midieron los niveles de clenbuterol en muestras de higados, tomadas
de bovinos sacrificados en el rastro TIF No. 40 ubicado enla Ciudad de
Torrebn Coah; se recolectaron al azar 88 muestras de higado para el
inmunoandlisis, para ello se utilizd el kit clenbuterol fast marca RIDA * C18
Ridascreen clenbuterol. Las concentraciones residuales encontradas en los
higados fluctuaron entre 1,243.6 a 3,851.6ng/kg (ppt), situandose el mayor
namero de muestras positivas (13.63%) entre 3,000 y 4,000ng/kg (ppt) (101).
En un estudio realizado por el investigador Moran, 2004 (102) se utilizaron 2
tratamientos: el T1 fue alimentado con 30 ppm de ractopamina, 30g/ton
monensina sodica y 10g/ton tilosina (RMT), mientras que el T2 fue alimentado
con 0.05 ppm de ractopamina en combinacion con acetato de melengestrol
0.5mg/animal/dia, monensina y tilosina (RMT + MGA). Los animales fueron
sacrificados con un tiempo de retiro del farmaco de O dias (12 horas) y se
colectaron las muestras de higado.

Las muestras de higado para residuos de ractopamina fueron analizadas por
HPLC. Los residuos que se encontraron fueron de 0.0074 ppm para el T1 y
0.0041 ppm para el T2 lo que es menor para la tolerancia establecida para el
ganado de 0.09 ppm.

Por otro lado Smith y Shelver en el 2002 (103), realizaron un estudio sobre
residuos en higado y excrecién de metabolitos en orina de ractopamina en
animales tratados 7 dias con ractopamina a una dosis de 300mg/cabeza/dia
durante 7 dias consecutivos. Fueron sacrificados a diferentes dias de periodos
de retiro: T1= 0 dias, T2= 3 dias y T3= 7 dias. Se tomaron las muestras de
higado después del sacrificio de los animales y fueron determinadas usando el
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método aprobado por la FDA (HPLC), encontrandose residuos de 9.3 ppb para
el T1, 2.5 ppb para el T2 y 0 ppb para el T3 respectivamente.

En otro estudio realizado por Shishani y col, en el 2003 (104) se determinaron
los niveles de ractopamina en tejido animal por HPLC y MS. Se tomaron 6
muestras de higado de porcino y 3 de bovino. Las recuperaciones de
ractopamina fueron en promedio de 97% para las muestras de cerdo y de
103% para las muestras de bovino. Ambas muestras tuvieron un pico de rango
de 1 -4 ppb.

En cuanto a los residuos de clenbuterol en higado Posyniak y col en el 2002
(105) realizaron un estudio sobre los procedimientos para determinar residuos
de clenbuterol en muestras de higado y orina utilizando la prueba de Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) y HPLC. Aunque las técnicas de
inmunoensayo tienen mucha sensibilidad, el potencial de la especificidad esta
disminuyendo. Las técnicas instrumentales de cromatografia pueden proveer
resultados definitivos cualitativos y cuantitativos (106, 107, 108, 109, 110, 111).
El objetivo del estudio fue investigar el uso de la preparacion de la misma
muestra analitica por ELISA y HPLC. Las muestras fueron colectadas como
parte del Programa de Monitoreo Nacional de Polonia para ver los residuos
quimicos de los tejidos en el ganado. Se tomaron 6 muestras de higado y 6 de
orina de novillos con una historia clinica ya conocida y con un certificado de
libres de beta agonistas. Las muestras de higado fueron homogenizadas y
fueron pesadas exactamente a 10g de masa humeda y fueron congeladas a -
20° C hasta su utilizacién. Los resultados encontrados tuvieron un pico de
1pg/kg™. Los residuos en las muestras de higado por ELISA fueron 1.25, 1.36,
1.25, 0.72, 0.85, 0.81 pg/kg™ y por HPLC 0.67, 0.85, 0.82, 0.77, 0.86, 0.85
ug/kg™.

En un estudio realizado por Elliot en 1993 (112), observé los efectos de largos
periodos de retiro en la composicién de la canal y concentracion de residuos
por el método de ELISA en vacas medicadas con clenbuterol. Este estudio se
realizd con 20 novillos medicados con clenbuterol por un periodo de 30 dias. La
concentracion de residuos fue monitoreada a través de éste periodo y los
subsecuentes 140 dias. El clenbuterol fue detectado en higado arriba de los 56

dias de retiro a una concentracion de 0.35ng/g.
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Los residuos de clenbuterol encontrados en el higado de toretes de engorda en
estabulacion en Veracruz, México son considerados altos lo que representa un
riesgo de salud para el publico. Este riesgo no esta siendo controlado por
ninguna autoridad sanitaria, por lo que a pesar de esto no esta autorizado su
uso en la produccion animal.

Es una realidad que para que un engordador pueda comercializar sus
animales, los toretes deben ir medicados con clenbuterol ya que de forma
contraria no se comercializaran o bien seran castigados econémicamente por el

introductor de ganado.
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9. CONCLUSIONES

1.

La utilizacion de los 2 B-adrenérgicos en la alimentacion de toretes de
engorda en estabulacion, no afecto el rendimiento de la canal caliente y

fria, asi como el grosor de la grasa dorsal.

La adicion de Clenbuterol en la dieta mejor6 el peso de la canal caliente
y fria; sin embargo, el color de la carne presenté un color indeseable

para el consumidor (rojo obscuro) en relacion con el uso de ractopamina.

El clenbuterol propicié una mayor distribucion de grasa dorsal y ademas
las canales con este farmaco presentaron un color de grasa no deseado
por el consumidor el cual fue blanco ligeramente amarillo, en relacién a

la ractopamina que fue blanca.

Las muestras de higado provenientes de los animales suplementados
con clenbuterol, presentaron concentraciones por encima de los limites
permisibles; con respecto a la ractopamina la sensibilidad del método y
el tamafio de la muestra no permitieron llegar hasta las concentraciones

maximas permisibles; por esto resultaron negativas.

Las determinaciones de clenbuterol por ELISA resultaron ser confiables
aunque no son confirmativas. El analisis para ractopamina mediante
HPLC, resultd ser confiable y adecuada pero sin alcanzar los residuos

maximos permisibles en muestras de higado de bovinos.

El uso del clenbuterol tiene un efecto negativo sobre la calidad de la

carne oscureciéndola dando mala apariencia para el consumidor.

El uso indiscriminado del clenbuterol en la dieta y la falta de un periodo
de retiro antes del sacrificio de los animales, promueve elevados niveles
de residuos en higado, lo que representa un peligro de toxicidad para la

salud publica.
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ESTABULADOS EN EL TROPICO CON EL USO DE BETA AGONISTAS
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FIGURA 5. COLOR DE LA CARNE (CC) DE TORETES ESTABULADOS EN
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FIGURA 6. COLOR DE LA GRASA DORSAL (CGD) DE TORETES
ESTABULADOS EN EL TROPICO CON EL USO DE BETA AGONISTAS
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FIGURA 8. GROSOR DE LA GRASA DORSAL (GGD) DE TORETES
ESTABULADOS EN EL TROPICO CON EL USO DE BETA AGONISTAS
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FIGURA 11. CONCENTRACIONES DE RACTOPAMINA EN MUESTRAS DE
HIGADO DE TORETES ESTABULADOS EN EL TROPICO CON EL USO DE
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CUADROS

CUADRO 1. Parametros de clasificacion de calidad de la carne

CARACTERISTICA PARAMETRO INTERPRETACION
Grosor de la grasa dorsal Calificacion Se expresa en mm
Distribucién de la grasa dorsal 1 A10 Equivale 10 — 100%

CALIFICACION INTERPRETACION

Color de la grasa dorsal 1 Blanco aperlado

2 Blanco

3 Blanco ligeramente amarillo

4 Amarillo limén

5 Amarillo
Color de la carne 1 Rojo cereza brillante

2 Rojo cereza

3 Rojo

4 Rojo ligeramente obscuro

5 Rojo moderadamente obscuro

6 Rojo obscuro
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Cuadro 2. Concentraciones de clenbuterol en muestras de higado de

toretes estabulados en el tréopico por ELISA. Veracruz, México, 2005.

Concentracion | Absorbancia | B/ BO | Calculados | Desviacion
Serie
No. ppt Media CVv (%) ppt (%)
1 0.0 0.718 0 100.0
2 100.0 0.675 0 94.0 99.8 0.2
3 300.0 0.489 0 68.1 302.1 0.7
4 900.0 0.413 0 57.5 892.9 0.8
5 2700.0 0.244 0 34.0 2710.7 0.4
6 8100.0 0.155 0 21.6 8077 0.3
CV= Coeficiente de variaciéon
B/Bo=Densidad Optica/ % de absorcion
ppt= partes por trillén
Absorbancia Calculados | Factor
Serie
No. ID Media CV % ppt Dilucion ppt
1 M1 0.089 0.0 | 124 31895.1 0.4 12758.0
2 M2 0.087 0.0 | 12.1 33360.2 0.4 13344.1
3 M3 0.093 0.0 | 13.0 29169.8 0.4 11667.9
4 M4 0.078 0.0 | 10.9 40912.8 0.4 16365.1
5 M5 0.098 0.0 | 13.6 26114.1 0.4 10445.6
6 C-T 0.567 0.0 | 79.0 179.3 0.4 71.7
7 C+T 0.107 0.0 | 14.9 21460.3 0.4 8584.1

ID= Identificacion de la muestra

CV= Coeficiente de variacion

ppt= partes por trillén
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Cuadro 3. Concentraciones de ractopamina en muestras de higado de
toretes estabulados en el trépico por HPLC con detector de fluorescencia.

Veracruz, México, 2005.

Concentracion de Area del Coeficiente
la curva Estandar de Area de la |Porcentaje de
de fortificacion
(ppm) correlacion [recuperacidn|recuperacion
1.30 10.08 79.18 118.32
2.60 24.82 0.9961 68.40 103.95
5.21 69.22
7.81 101.21
ppm= partes por millén
X= CONCENTRACION DE LA
MUESTRA MUESTRA PROBABLE (ppm) | RESPUESTA| MEDIA
M1 0.0000 0
M 2 0.0000 0
M 3 0.0000 0 0.000
M 4 0.0000 0
M5 0.0000 0

ppm= partes por trillén
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ANEXO 1

Glosario de Términos

Beta agonista: Es un compuesto quimico del grupo de los beta adrenérgicos,
qgue confiere a cualquier producto, dilucibn o mezcla el caracter farmacéutico
especifico de los mismos, con efectos de promocién de la misma masa
muscular, reductor de la cantidad de grasa corporal y efectos sobre el aparato

respiratorio (66).

Residuo: Es la presencia de un B-agonista o sus metabolitos en un animal, sus
productos y subproductos,, determinado por los métodos analiticos oficiales
(66).

Canal de bovino: Cuerpo del animal sacrificado desangrado y sin piel, abierto
a lo largo de la linea media del pecho y abdomen a la cola; separado de la
cabeza al nivel de la articulacion Atlanta-occipital, de las extremidades
anteriores al nivel de la articulacion carpometacarpiana y de las posteriores a
nivel de la articulacion tarsometatarsiana, con o sin presencia de cola,
amputada esta a nivel de la segunda vértebra caudal. Sin visceras cavitarias
(excepto los rifiones), quedando el diafragma adherido, sin genitales ni ubre
(112).

Tiempo de retiro o plazo de seguridad: Es el periodo que debe transcurrir
entre el momento en el que un animal recibe por ultima vez un medicamento o
alimentos medicados y aquel en que es presentado para su sacrificio y

posterior consumo (113).

Limite de residuos maximos: Es el limite mas alto permisible de un residuo
gue puede considerarse como aceptable en un tejido en particular, cuando este
es analizado por la metodologia internacionalmente aceptada para su
cuantificacion. También se conoce como limite de tolerancia (113).
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Residuo toxico: Es la suma de compuestos presentes en cualquier porcion
comestible de productos animales, cuyo origen sea medicamento o por
contaminacion y que por estudios previos se ha determinado que se puede
constituir un riesgo a la salud publica si se consume por encima de niveles

maximos de residuos (113).

NORMATIVIDAD
Queda prohibido el uso de los siguientes ingredientes activos y/o aditivos
alimenticios en la formulaciéon de productos alimenticios destinados para
consumo por los animales:

1. Cloranfenicol en su modalidad de preventivo o terapéutico.
Cristal violeta como fungicida en materias primas y producto terminado.
Cumarina en saborizantes artificiales.

Pigmectantes sintéticos del grupo de los sudanes.

o bk 0N

Clenbuterol

Asi como todos aquellos ingredientes y /o aditivos alimenticios que
comprobadamente puedan ser nocivos para la salud publica o representen
riesgo zoosanitario, y que no cuenten con el soporte técnico correspondiente
para su empleo en la nutricion de los animales (114).

Con excepcién de aquellos productos beta agonistas que cuenten con el
registro y autorizacion de la secretaria para su uso o consumo en animales,
queda prohibida la produccién, manufactura, fabricacion, elaboracion,
preparacion acondicionamiento, transportacion, trafico, comercializacion,
importacion, suministro y/o utilizacion de los principios activos como
ingredientes activos, aditivos, alimenticios y/o medicamentos en formulacion de
productos alimenticios destinados para consumo y uso en los animales, tales
como: Bromobuterol, Carbuterol, Cimaterol, Fenoterol, Isoproterenol,
Mabuterol, Mapenterol, Orciprenaline, Pirbuterol, Salbutamol, Terbutaline y
Clenbuterol (66).

La SAGARPA ha evaluado satisfactoriamente dos moléculas de beta agonistas
(clorhidrato de zilpaterol y ractopamina), para su empleo en alimentacion
animal a las que se han realizado las valoraciones para asegurar que las
formulaciones comerciales cumplen con las especificaciones para las que

fueron elaboradas, tiene la potencia descrita por el fabricante, son seguras para
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los animales y no presentan residuos peligrosos en los tejidos comestibles de
los animales para abasto. La fabricacién y venta de clorhidrato de zilpaterol y
ractopamina se encuentra sujeta ala autorizacion que la SAGARPA expide
mediante el nUmero de registro (115).

El empleo de clorhidrato de clenbuterol se encuentra permitido en
formulaciones topicas de baja concentracibn para el tratamiento de
enfermedades respiratorias de los equinos por su efecto broncodilatador y que
permite aumentar la ventilacion pulmonar. La fabricacion y venta de
medicamentos conteniendo clorhidrato de clenbuterol se encuentra sujeta a la
autorizacion que la SAGARPA expide mediante el nUmero de registro (116).

El engordador debe solicitar en escrito libre a la Delegacién de la Secretaria en
la entidad federativa correspondiente, a su costa y previo el pago de derechos,
la certificacién de que su explotacién pecuaria, se encuentra libre de residuos
de beta adrenérgicos (66).

Los engordadores que cuenten con la certificacion de libre de residuos de beta
agonistas, deben presentar el original y entregar una copia de la certificacion
de su ganado al comprador y/o administrador del rastro (66).

La Secretaria promovera el consumo de carne y productos de origen animal
proveniente de explotaciones pecuarias que cuenten con la certificacion de
libre de beta agonistas (66).

La SAGARPA se encuentra realizando acciones de difusion a veterinarios y
productores, incitandolos a no emplear substancias prohibidas en la
alimentacion del ganado y a denunciar ante nuestros funcionarios de manera
directa o anonima el uso ilegal de clenbuterol (115).

Cabe sefialar que Ila NOM-EM-015-ZO0-2002 (66) denominada:
“Especificaciones técnicas para el control del uso de beta agonistas en los
animales”, emitida por la SAGARPA como una medida de emergencia a fin de
frenar el uso irracional del clenbuterol entré en vigor el 22 de febrero del 2002
con una vigencia de 6 meses y quedo sin vigencia a partir del 22 de agosto del
2002, por lo que no existe ninguna restriccion para el uso del Clenbuterol.

El incumplimiento a las disposiciones contenidas en estas normas se
sancionara conforme a lo establecido por la Ley Federal de Sanidad Animal y la
Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién (Diario Oficial de la Federacion).
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ANEXO 2

DEPARTAMENTO DE RECIDUOS TOXICOS Y CONTAMINANTES

DETERMINACION DE RACTOPAMINA POR EL METODO DE HPLC

FUNDAMENTO

El clorhidrato de ractopamina de acuerdo con la nomenclatura internacional es

Benzemethanol, 4-hydroxy-alpha-3-(4-hidroxyphenyl)-1-methylprpyl-amino-

methyl.

MATERIAL

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)
)
K)
1)

Filtros para jeringa de 13mm y 0.45um PTFE
Dosificadores de 0 a 50ml

Espatula acanalada

Equipo de filtracion

Gradilla para tubos de 50mi

Insertos de 250pl

Jeringas de 1.0ml

Matraz Erlenmeyer de 500ml

Matraces volumétricos clase A de 10y 100ml
Matraz Kitazato de 1000ml

Membranas para filtracion de 47mm de diametro, 0.45um

Microespatula

m) Micropipetas de 10 a 100 y de 100 a 1000pl

n)
0)
p)
e))

Pipeta sexologica de 10ml

Probeta de 250m|

Puntas para micropipetas de 2 a 100 y de 100 a 1000yl
Agitadores magnéticos

Tubos para centrifuga de polipropileno con tapén de rosca de 50ml
Vial para automuestreador de vidrio de 2ml con tapa y septa

Botellas de polipropileno de 250mi
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EQUIPO

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)

h)

Agitador mecéanico

Balanza analitica

Balanza granataria

Bafio de ultrasonido con desgasificador

Bomba de vacio

Centrifuga para tubos de 50ml y botellas de 250ml

Cromatografo de liquidos equipado con bomba ternaria o cuaternaria,
detector de fluorescencia, automuestreador y columna C18 4.6mm X
150mm, Sum.

Homogenizador de tejidos

REACTIVOS, SOLUCIONES y ESTANDARES

Reactivos

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)

Acetonitrilo, grado HPLC

Agua, grado HPLC

Acido acético grado reactivo o HPLC
Acido clorhidrico

Acido 1-octanosulfénico

Estandar certificado de ractopamina
Metanol, grado HPLC

Soluciones

a)

b)

FASE MOVIL: 400ml de acetonitrilo grado HPLC, 600ml de agua HPLC,
20ml de acido acético y 1.08 + 0.05gr de acido octanosulfénico. (Para 1
It de solucion)

SOLVENTE DE EXTRACCION: 900ml de metanol HPLC, 100ml de
agua HPLC y 2ml de acido clorhidrico concentrado. Mezclar
perfectamente.

DILUENTE DE LA MUESTRA: 980ml| de agua HPLC y 20ml de acido

acético glacial.
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ESTANDARES

a)

b)

SOLUCION STOCK: Pesar aproximadamente 100 + 0,1mg de estandar
de ractopamina en un matraz volumétrico de 100ml, diluir y aforar con
metanol HPLC. El peso debe ser corregido por la pureza del estandar.
Esta solucién es estable por un periodo de 3 meses. Protegerla de la luz
solar. Es recomendable guardarla a una temperatura de 2 — 8 °C.
SOLUCIONES DE LA CURVA DE TRABAJO: Preparar las soluciones
que se encuentren dentro del rango de trabajo establecido,
aproximadamente de 14.0 a 60 ppm (partes por millén) a partir de la
solucion stock y llevando a volumen con diluente de la muestra. Estas
soluciones son estables por un periodo de 2 semanas. Protegerlas de la
luz solar. Es recomendable guardarlas a una temperatura de 2 -8 °C.

PROCEDIMIENTO

EXTRTACCION

1.

Pesar 7 muestras de 40g = 0.01g de tejido blanco en frascos de
polipropileno de 250ml, preparar 4 muestras para realizar la curva de
estandares, mismas que seran fortificadas con 0.5, 1.0, 2.0 y 3.0ml de la
solucion stock. Adicionalmente preparar minimo 2 recuperaciones con
2.0ml, asi como un blanco de muestra. Ademas de las recuperaciones,
se debe analizar un blanco de vidrieria cuyo origen es el solvente de
enjuague del material antes de iniciar la extraccion y un blanco de
reactivo que es una concentracion de los residuos utilizados desde el
inicio de la extraccion.

Dejar reposar las muestras después de haber sido fortificados un tiempo
de 10 a 15 minutos para fijar el analito de muestra.

Adicionar 200 £+ 2 ml de solvente de extraccién dejar reposar la muestra
un periodo de 10 minutos.

Homogenizar cada muestra por un tiempo de 40 segundos.

5. Colocar las muestras en un agitador oscilatorio por un minimo de 2

horas a un méximo de 18 horas a una velocidad suficiente para
completar una porcién de 250 rpm (revoluciones por minuto). Es

recomendable que las muestras se agiten por un periodo de 12 horas
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(toda la noche) para optimizar el tiempo de extraccion y obtener buenos
porcentajes de recuperacion. Las muestras deben mantenerse en
posicién vertical y sellar bien los frascos para no permitir goteos o fugas
de la muestra.

Centrifugar las muestras 10 minutos a 2500 rpm. Las muestras son
estables en esta solucién por un periodo de 48 horas a temperatura
ambiente protegiéndolas del contacto de la luz.

Diluir una alicuota tomando en cuenta el rango de la curva, si es que se
fortificd con la misma concentracion, en caso contrario tomar una
dilucion de 1.0ml en 10 llevando a volumen con diluente de la muestra.
Agitar perfectamente.

Filtrar una alicuota para encapsular la muestra en un vial con inserto La
filtracion es con un filtro de 0.45um PTFE, se puede ayudar con una

jeringa de 1.0ml.

CALCULOS

Constituir una curva de estdndares usando la regresion lineal y obtener las

concentraciones de las muestras con la ecuacion: Y=MX + B

Donde:

Y= Area de ractopamina

X= Concentracion de la muestra (ractopamina)

M= Pendiente

B= Intercepto eny

CONDICIONES DEL EQUIPO

Fase movil: Especificada en soluciones

Columna: (opcional): Phenomenex Security o equivalente
Velocidad de flujo: 1.0 ml/min

Volumen de inyeccion: 50ul

Temperatura de la columna: Ambiente (25 °C)

Longitud de onda de excitacion: 226nm
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» Longitud de onda de emision: 305nm

= Tiempo de corrida: 10 minutos

Lavar el sistema por 60 minutos con 1:1 (acetonitrilo 6 metanol)/agua después

de cada corrida. Guardar la columna en 70% ACN (acetonitrilo) 6 MeOH

(metanol)/30% de agua.

ESPECIFICACIONES

Compuesto Rango analitico | % recuperacion Repetibilidad
(ppm) aceptable CV (%)
Ractopamina > 14.0 (variable) 80 - 120 <20

ppm= partes por millén
CV= coeficiente de variacion
El coeficiente de correlacién debe ser mayor o igual a 0.995

CRITERIOS DE ACEPTACION

Repetir el andlisis, si el coeficiente de correlacion de la curva de estandares y
los porcentajes de recuperacidbn son menores a los especificados por el
método.

Este método solo es aplicable para matrices: Higado, musculo, rifion (porcino,

bovino).

PUNTOS CRITICOS DE CONTROL

VARIABLE CONTROL ACEPTABLE

Peso de la muestra 409 £ 0.1g

No transferir residuos después de la

centrifugacion

Preparacion de las soluciones Poner las cantidades especificadas

Referencia (117)
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DEPARTAMENTO DE RESIDUOS TOXICOS Y CONTAMINANTES

DETERMINACION DE CLENBUTEROL POR EL METODO DE
INMUNOENSAYO ENZIMATICO (ELISA)

FUNDAMENTO

El clenbuterol es un miembro del grupo de medicamentos llamados beta
agonistas que tienen poderosos efectos algunos deseables otros no, tiene
habilidad de incrementar masa muscular, y los residuos en los tejidos puede
llegar a causar sintomas de envenenamiento agudo en las personas; de ahi la
importancia de contar con metodologias que detecten hasta concentraciones
bajas como ppt (partes por trillon) de este tipo de compuestos.

La prueba se basa en la relacién antigeno — anticuerpo. Los pozos de la placa
son cubiertos con anticuerpos especificos al clenbuterol. ElI conjugado enzima
clenbuterol, los estandares de clenbuterol compiten por los sitios de union de
los anticuerpos.

Cualquier enzima conjugado no unida es eliminada con lavados. La enzima
substrato (urea-peroxidasa) y el cromoégeno (tetrametilbenzidina), son
adicionados a los pozos y se incuba.

El enlace de la enzima conjugado se convierte con el cromdgeno de color
transparente a azul, después se adiciona el reactivo stop (paro de la reaccién)
y cambia de azul a amarillo. La medicion se hace fotométricamente a 450nm la
absorcion es inversamente proporcional a la concentracion de clenbuterol en la

muestra.

REACTIVOS INCLUIDOS EN EL KIT

= Imicroplaca de 12 litros con 8 pozos cada una.

» 6 soluciones de estandar de clenbuterol con 300ul cada uno.

» Soluciones estandar 0.0, 100, 300, 900, 2,700 y 8,100 ppt (partes por
trillén).

= 1 conjugado (concentrado de peroxidasa conjugada con clenbuterol)
tapa roja.

= 1 substrato (urea-peroxidasa) 7ml de solucion. (tapa verde)
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= 1 cromogeno (tetrametilbenzidina) 7ml de solucion. (tapa azul).

= 1 reactivo stop (acido sulfarico 1M (molar)) 14ml. (tapa amarilla).

= 1 buffer (buffer dilucidon de conjugado) 12ml. (tapa blanca).

= 1 buffer de lavado (buffer tris pH 7.2) solo incluido en el kit de

clenbuterol.
PROCEDIMEIENTO DE EXTRACCION
Pesar 5g de muestra en un tubo de 50ml

Afadir 25ml de acido clorhidrico 50mM (minimoles) (12 depuracion)

Homogenizar la muestra con la ayuda de un homogenizador

S

Agitar la muestra con un agitador mecanico horizontal por 1.30 minutos
o toda la noche.

m

Pesar 6g del homogenizado y poner en tubos para centrifugar

6. Centrifugar la muestra a 3600 rpm (revoluciones por minuto) 15 minutos
al0-15°C.

7. El sobrenadante pasarlo a otro tubo.

8. Agregar 300ul de Hidroxido de sodio 1M

9. Agitar 15 minuto en el agitador

10.Agregar 4ml de Fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) a pH de 3.0 a
0.5M (22 depuracion)

11.Centrifugar 15 minutos a 4000G a 10 — 15 °C.

12.Pasar el sobrenadante a otro tubo.

13.La columna se activa con 3ml de metanol y se pasa por goteo todo el
metanol después a una velocidad de 1 gota por segundo.

14.Agregar 2ml de solucion buffer KH,PO, 50mM pH 3.0 (solucion de
enjuague).

15. Agregar la muestra (pasarla por la columna lavada).

16.Agregar 2ml de solucion buffer a la columna.

17.Secar la columna con flujo de aire.

18. Eluir la muestra lentamente con 1ml de metanol (100%), a una velocidad
de 15 gotas por minuto.

19.Evaporar la muestra a 50 a 60 °C bajo corriente débil de aire o

nitrogeno.
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20.Reconstituir el residuo seco en 400ul (0.4ml) de agua destilada y

emplear 20ul por pozo para el analisis.

ENSAYO INMUNOENZIMATICO (ELISA)

Cuando las muestras ya estan extraidas se procede a preparar la placa donde

seran aplicadas para realizar el ensayo.

CONSIDERACIONES PRELIMINARES

Dejar que todos los reactivos y muestras estén a temperatura ambiente
antes de su uso.

Regresar todos los reactivos a 2 — 8 °C inmediatamente despuésde su
uso.

No permitir que los micropozos sequen entre los pasos del
procedimiento.

La reproducibilidad en cualquier ELISA depende en gran parte de la
consistencia con la que los micropozos son lavados. Seguir
cuidadosamente la secuencia de lavado recomendado como se marca
en el procedimiento de andlisis de ELISA.

Evitar la luz directa solar durante todas las incubaciones. Se recomienda

tapar las microplacas.

PREPARACION DE LA MICROPLACA

a)
b)
c)

d)

Cortar la bolsa de aluminio que contiene la placa transversalmente.
Retirar los pozos requeridos junto con el macro.

Los pozos que no utilice mantengamos junto con el agente de secado,
bien cerrado dentro de la bolsa de aluminio y a una temperatura de 2 — 8
°C.

Insertar suficientes pozos en la placa integrada en el kit, para todos los
estandares y muestras.

Preparar el anticuerpo ya que viene presentada en forma concentrada.
Debido a que la enzima conjugado tiene estabilidad reducida, solo

debera reconstituirse la cantidad necesaria. Antes de pipetear la enzima
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conjugado debera agitarse cuidadosamente. Para preparar una solucion
01:11 en solucion buffer.

f) Agregar 100ul de solucién de anticuerpos diluidos a cada pozo e incubar
por 15 minutos a temperatura ambiente.

g) Vaciar el liquido de los pozos invirtiendo la placa boca abajo y
sacudiéndola vigorosamente contra un papel secante, llenar todos los
pozos con 250ul de agua destilada y vaciarla nuevamente. Repetir dos
veces mas.

h) Agregar 20ul del estandar 6 de la muestra preparada por duplicado.

i) Agregar 100ul de la enzima conjugado diluida, en el fondo de cada pozo
e incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.

j) Repetir el punto 3.

k) Agregar a cada pozo 50ul del sustrato y 50ul de cromégeno. Mezclar e
incubar en la oscuridad por 15 minutos a temperatura ambiente.

l) Agregar 100ul de la solucién paro a cada pozo. Mezclar y medir la
absorbancia a 450nm contra un blanco de aire. Leer dentro de un lapso
de 60 minutos.

CALCULOS

Los valores promedio de absorbancia obtenidos para los estdndares y las
muestras a través de las lecturas dadas por el lector de ELISA a 450nm, se
dividen entre el valor de absorbancia del primer estandar (estandar cero) y se
multiplican x 100. Por lo tanto el estandar cero se vuelve al 100% y los valores
de absorbancia se dan en porcentaje.

Absorcion del estandar (0 muestras) x 100 = % Absorcion

Absorciéon del estandar cero

Los valores calculados para los estandares entran en un sistema de
coordenadas en un papel semilogaritmico, la concentracion equivalente de
clenbuterol en (ng/kg) la curva de calibracién debera ser virtualmente linear en

el rango de 200 — 2,000ng/kg (ppt). Los equivalentes del clenbuterol en ng/kg
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correspondientes a la extraccion de cada muestra pueden leerse a partir de la

curva de calibracion.

1ng/kg equivalente de clenbuterol es igual a 1ng/kg de clenbuterol, 13ng/kg
salbutamol, 10ng/kg terbutalina, 0.7ng/kg brombuterol y 1.2ng/kg mobuterol.

NOTA:

Con objeto de obtener la concentracion de clenbuterol en ng/kg (ppt) contenido
en una muestra, la lectura de concentracion de la curva de calibracion debera
multiplicarse posteriormente por el factor de dilucién correspondiente. Cuando

se trabaja de acuerdo a la regulacién mencionada, los factores de dilucion son:

Matriz Factor de dilucion
Orina 1.0
Tejido 0.4
Retina 2.0
Alimento 25.0
Pelo 6.0
Suero 1.0

CONDICIONES DEL EQUIPO

Encender el equipo 15 minutos antes de leer la placa
Leer a 1 longitud de onda de 459nm

PUNTOS CRITICOS DE CONTROL
Respecto a el kit:
= No usar el kit clenbuterol fase caduco

= No diluir o adulterar los reactivos, puede provocar disminucion o nula

sensibilidad.
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= No intercambiar reactivos individuales entre kits de diferentes lotes.

Almacenamiento:
= Almacenar el kit a 2 — 8 °C. No congelar.
» Pozos no usados regresarlos a su caja original.

» El cromdgeno es sensible ala luz. No exponerlo directamente a ella.

Indicadores de deterioro del kit:
= Cualquier coloracion del cromogeno indica deterioro.
= Valor < 0.6 unidades de absorbancia del estandar cero indica

inestabilidad de los reactivos.

En cuanto a las extracciones:

» Tejido= respetar tiempos de goteo de las columnas de purificacion que
marca este procedimiento, porque un mal goteo ocasionaria perdida de
muestra.

» Alimento= Respetar el pH indicado

» Pelo= Evaporar la muestra, antes de reconstituir.

ESPECIFICACIONES

Para decidir si una muestra es positiva a el uso de clenbuterol se tienen las

siguientes especificaciones como limites de residuos maximos por matriz.

Matriz (+) ng/kg (ppt)
Tejido 2,000
Alimento 10,000
Orina 2,000
Retina 3,000
Suero 2,000
Pelo 6,000

ppt (partes por trillon)
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» Rango analitico (estandares) 0 — 8,100 ppt
» Si salen positivas las muestras hay que analizarlas por duplicado antes
de dar un resultado.

CRITERIOS DE ACEPTACION

Los resultados deberdn cumplir los parametros requeridos por el kit
correspondiente para emitir resultados y dictamenes es decir el coeficiente de
variacion no debe ser > 10%.

Los controles mas y menos deben tener un rango de positividad y negatividad
todas las veces que sean empleados.

La densidad o6ptica por estandar no debe ser mayor ni menor a 20% con
respecto a la lectura del certificado del kit y la desviacion estandar de cada
punto de la curva no debe ser mayor a 1.0.

La absorcion del estandar del punto 1 no tiene que ser mayor a 0.6 unidades
de absorbancia porque esto indica inestabilidad de los reactivos (118, 119).
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