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1. RESUMEN

El control de residuos de medicamentos en bovinos y porcinos es de suma importancia para la
planta FRIGOCOLANTA, ya que permite ofrecer un producto que cumpla con el limite
méaximo de sustancias de uso veterinario que sean perjudiciales para el ser humano, bajo el
amparo de normativas como la resolucion 1382 del 2003 que establece desde que nivel dicha
sustancia puede generar afectaciones al consumidor. Con el presente proyecto se buscd
verificar la prueba de deteccion de anabolicos RIDASCREEN RACTOPAMIN garantizando
que los parametros establecidos en la validacion suministrada por el laboratorio sean confiables
y el desempefio cuantitativo de la prueba sea aceptable. Se realizé la incubacién de
Ractopamina en muestras de carne porcina en dos diferentes concentraciones (200ppt y
0,1ppm), como resultados después de realizar el desarrollo de la prueba se obtuvo que el
porcentaje de error de los ensayos a las concentraciones anteriormente mencionadas fue de un
65,79% para las muestras contaminadas a 200ppt y de 6,34% para las muestras contaminadas
a 0,1ppm en el montaje #1 y 61% para las muestras contaminadas a 200ppt y de 0% para las
muestras contaminadas a 0,1ppm en el montaje #2.Los resultados no son los adecuados ya que
se presenta un porcentaje de error alto teniendo de base los resultados esperados tedricamente,
se sugiri6 seguir las recomendaciones expuestas en el documento para seguir con el estudio de

verificacion y obtener resultados méas confiables y certeros.



2. PALABRAS CLAVE

Deteccidn de anabdlicos, RIDASCREEN, promotores de crecimiento, antigeno, Ractopamina.

3. INTRODUCCION

En la industria de procesamiento de carnicos es requerido realizar un control y analisis
adecuado de las muestras de producto con el fin de garantizar al consumidor un producto libre
de residuos de anabdlicos u otro tipo de sustancias que puedan ocasionar afectaciones a la
salud. De esta forma, se han desarrollado diferentes metodologias para la deteccion y
valoracion de anabdlicos en porcinos, una de ellas es la prueba RIDASCREEN®
RACTOPAMIN, capaz de detectar la presencia de Ractopamina por debajo o al nivel maximo
permitido segun la regulacién o estandares de la empresa productora.

FRIGOCOLANTA, es un frigorifico perteneciente a la Cooperativa Colanta ubicado en el
municipio de Santa Rosa de Osos (Antioquia) que garantiza el cumplimiento de estrictos
estandares de calidad para el beneficio y desposte de bovinos, porcinos, ovinos y caprinos;
contando con procesos tecnificados y recurso humano calificado obteniendo como resultado la
produccion de carne tipo “Premium” (Colanta, 2021). De esta manera, se emplea el método
estandarizado RIDASCREEN® RACTOPAMIN en pro de evaluar la presencia de residuos de
anabdlicos en carne fresca. Esta prueba detecta la presencia de Ractopamina por encima del
nivel maximo permitido.

La planta de beneficio de FRIGOCOLANTA esté regida por la resolucién 1382 de 2013
emitida por el Ministerio de Salud y Proteccion de Colombia, la cual tiene por objeto establecer
los limites méximos de residuos de medicamentos veterinarios en los alimentos de origen
animal destinados al consumo humano, con el fin de proteger la salud de la poblacién. Dicha
resolucion tiene aplicabilidad a quien desarrolle actividades de fabricacion, importacion,
comercializacion, distribucién y expendio de alimentos de origen animal. Otras normas
aplicables a las plantas de beneficio son el decreto 1500 de 2007 (Ministerio de la Proteccién
Social) mediante el cual se establece el reglamento técnico a través del cual se crea el sistema
oficial de inspeccion, vigilancia y control de la carne, productos carnicos comestibles y
derivados carnicos destinados al consumo humano, siendo el Instituto Nacional de Vigilancia
de Medicamentos y Alimentos (INVIMA) el encargado de hacer cumplir dicho decreto.
Asimismo, la norma ISO 17025 proporciona los requisitos necesarios que deben cumplir los
laboratorios de ensayo y calibracion con el objetivo de garantizar la competencia técnica y la
fiabilidad de los resultados analiticos.

Teniendo en cuenta lo anterior es importante que dentro de FRIGOCOLANTA se garantice el
cumplimiento de la normativa aplicable y se monitoreen constantemente los indicadores
relacionados con la calidad de los productos que se ofrecen al consumidor minimizando
cualquier tipo de efecto adverso sobre la poblacion. Por ello, no basta con emplear métodos
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analiticos estandar, sino verificar constantemente que estos presenten resultados confiables
respecto a los parametros evaluados (en el caso del KIT RIDASCREEN® RACTOPAMIN la
presencia o no de residuos de anabolicos).

Basado en lo expuesto el objetivo principal se enmarca en la verificacion del KIT

RIDASCREEN® RACTOPAMIN para su aplicacion en deteccion del anabolico
(RACTOPAMINA) presente en carne porcina en la planta FRIGOCOLANTA vy corroborar su
desempefio analitico mediante un andlisis estadistico de datos recolectados al aplicar la prueba
a carne porcina inyectadas con Ractopamina en concentraciones conocidas, confirmando la

fiabilidad de los parametros soportados por el fabricante en el proceso de validacion.

4. OBJETIVOS

41 OBJETIVO GENERAL

Realizar la verificacion del ensayo RIDASCREEN® RACTOPAMIN, para el analisis

cuantitativo de Ractopamina en carne porcina.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer limites de deteccion de la presencia de anabdlico (RACTOPAMINA) en
muestras de procedencia animal (porcinos) procesadas en la cadena de produccién de
FRIGOCOLANTA.

e Evaluar estadisticamente la aplicabilidad de la prueba RIDASCREEN®
RACTOPAMIN para la deteccion de anabolicos en carne de porcino en
FRIGOCOLANTA.
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5. MARCO TEORICO

En la produccién animal se han desarrollado técnicas de mejoramiento genético y de manejo
nutricional con suplementacion energética, proteica y mineral con el propdsito de proporcionar
los nutrientes necesarios en la dieta de las diferentes especies animales, sobre todo en aquellos
destinados al abasto de carne; el uso de aditivos alimenticios y promotores de crecimiento,
mejoran la utilizacion del alimento y sus nutrientes, traducida en una mejora de su eficiencia
productiva (Jarrige, 1990; Barcena, 1999; Valladaresetal.,2013).

Dentro de los promotores de crecimiento se identifican dos grandes grupos, encontrando a los
aditivos-suplementos y compuestos hormonales; suministrados al ganado fundamentalmente
por razones nutricionales y sanitarias; y los aditivos utilizados en pequefias proporciones en la
dieta animal para inducir una caracteristica productiva deseable o inhibir alguna indeseable. En
comparacion con los suplementos considerados como nutrientes que se administran después de
haber proporcionadolos alimentos basicos en la racion, debido a que tienen la funcién de cubrir
necesidades especificas en la produccion animal durante las fases de crecimiento, engorde,
prefiez o lactancia (Jarrige, 1990).

Los compuestos hormonales derivados de los esteroides, con efecto anabolizantes empleados
como compuestos naturales y sintéticos son destinados a estimular las funciones metabdlicas
y la sintesis proteica, particularmente con el aumento de la masa muscular en los animales de
carne, y el crecimiento corporal con una consecuente mejora en la eficiencia de la produccion
(Busboom y Karen, 2000; Matsch et al., 2002). En el proceso de crecimiento y desarrollo de
los animales de abasto se involucran fisiol6gicamente una serie de hormonas que tienen un
efecto anabolizante al incrementar la sintesis de proteina y el acimulo de glucdgeno en las
fibras musculares, asi como en el depdsito de grasa corporal; este efecto compensatorio de
crecimiento y ganancia de peso puede ser inducido mediante el uso de ciertas hormonas
esteroidales derivadas de los estrogenos y la testosterona, ademéas de la hormona del
crecimiento. Las cuales producen un efecto anabdlico traducido en crecimiento y ganancia de
peso de los animales durante la engorda (Albin y Thompson, 1990; Duckett, 1999).

Desde 1989, en la Unién Europea se ha prohibido el uso de anabélicos en la engorda del ganado
productor de carne, ademas de la prohibicion de la comercializacion de las canales y la carne
de animales tratados con anabolizantes. En algunos paises de América aun siguen utilizando
los compuestos anabdlicos, como es el caso de testosterona, progesterona, 17 B-estradiol y
anabolizantes sintéticos como el zeranol y acetato de trembolona. En estos paises se tienen
limites de residuos permisibles en los tejidos de los animales tratados, derivados de las
disposiciones dictadas por la FAO (Euskadi, 1995; Metzler y Pfeiffer, 2001)

Desde hace algunos afos existe una necesidad de producir mejores alimentos de origen animal,
de esta manera se ha estimulado el desarrollo de aditivos que incrementen la eficiencia
alimenticia, la ganancia de peso y las caracteristicas de la canal. Esto ha conducido al uso de
hormonas, antibioticos y otros compuestos quimicos.

El Clorhidrato de Ractopamina pertenece al grupo de las catecolaminas, el cual es un derivado
de la familia de los B-adrenérgicos, que actda incrementando el flujo sanguineo, dando consigo
una hipertrofia de las fibras musculares esqueléticas, un aumento de la sintesis proteica y una
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disminucion en la degradacién de la proteina muscular. Ademas, la Ractopamina ejerce una
activacion directa para promover la hidrolisis de los triglicéridos y disminuye la sintesis de
acidos grasos, lo que provoca una menor acumulacion de grasa.

En paises como México, fue aprobado el uso de la Ractopamina en el afio 2002, para ser
utilizada en cerdos en la etapa de finalizacion, bajo la norma oficial mexicana: NOM-EM-015-
Z00-2002, (SAGARPA, 2002) y corroborada bajo la NOM-064-Z0O0-1999 perteneciente a la
clase de los R-agonistas; clasificada dentro del grupo | (SENASICA-SAGARPA, 2003). Dicho
esto, algunas de las ventajas que tiene el uso de este medicamento veterinario son, aumentar el
peso del canal (animal): 2 — 3 puntos porcentuales, disminuir la grasa dorsal: 0.7 a 1 mm y
aumentar la profundidad del lomo: 0.8-1.2mm, también una de las ganancias adicionales con
el uso de la Ractopamina es generar mayor volumen de carne producida. (Aumenta los Kg
carne/cerdo: 2.5 -3.5 KQ).

Se ha indicado que muchos de los promotores de crecimiento en dosis altas como es el caso de
los compuestos anabolizantes, aumentan el riesgo de cancer en los seres humanos,
particularmente por el uso del dietiletilb estrol, el acetato de trembolona y el zeranol que puede
tener efectos indeseables cuando no se vigila u observa el periodo de retiro, asi como los niveles
de tolerancia de estos compuestos (Perache, 1990; Altavilla et al., 2001).

La regulacion oficial para la utilizacion de hormonas en la produccién animal, varia en diversos
paises, como en el caso del dietiletilbestrol, su uso esta prohibido en la mayoria de los paises
por su efecto cancerigeno en el humano (Coe et al., 1992; Roncato et al., 2003).

La carne que contiene residuos de anabolicos trae consigo problemas en salud puablica
asociados a un desarrollo sexual prematuro (variable segun el sexo del individuo, presentacion
y desarrollo de las caracteristicas sexuales de la poblacién), y que generalmente ocurre por la
ingesta de productos carnicos con residuos de estrogenos (Epstein, 1990).

La restriccion del uso de esteroides en la Comunidad europea, se debi6é a numerosos informes
que asociaron el uso de los promotores hormonales del crecimiento en los animales, con la
incidencia infrecuente de problemas de cancer en el humano. Particularmente relacionados con
el empleo del dietietilbestrol, que presenta efectos nocivos con sus caracteristicas estructurales,
que pueden provocar dafios potenciales genotdxicos por el consumo de alimentos carnicos
contaminados (Euskadi, 1995; Sanchez, 1998; Enriquez et al., 1998; Mc Evoy, 2002).

El consumo prolongado de carne con residuos elevados de estrogenos sintéticos en la mujer
puede ocasionar: carcinoma endometrial y aumento del riesgo de cancer en los senos; diferentes
estudios soportan la evidencia (Hoyer, 2001; McLachlan et al., 2001).

Los signos y sintomas asociados en el hombre con un consumo indirecto del dietiletilbestrol
en la carne son: nausea o vémito, senos blandos, aumento de peso y ademas dolor de cabeza.
En mujeres se ha observado un aumento de riesgo de cancer endometrial y presencia de
adenocarcinoma en las hijas. En el hombre pueden presentarse estados feminizantes, también
se sefiala que niveles elevados de la hormona en la carne producen problemas de tumores y
ginecomastia (Cardoso et al., 1999; Suman, 2000; Pfaffl et al., 2001).
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El principio del test (RIDASCREEN® RACTOPAMIN) es la reaccién antigeno-anticuerpo.
Los pocillos de microtitulacion estan recubiertos con anticuerpos de captura dirigidos contra
los anticuerpos anti-ractopamina. Los anticuerpos anti-ractopamina se agregan y son
inmovilizados por anticuerpos de captura. Después de una incubacion y lavado, los estandares,
muestras y el conjugado enzimatico ractopamina son adicionados. La ractopamina libre y el
conjugado enzimatico compiten por los sitios de union a los anticuerpos (inmunoensayo
enzimatico competitivo). Cualquier conjugado enzimatico no unido se elimina después en un
paso de lavado. La solucién sustrato/cromogeno se afiade a los pocillos y se incuba. El
conjugado enzimatico unido convierte el cromdgeno en un producto azul.

La adicion de la solucién de parada da lugar a un cambio de color de azul a amarillo. La

medicion se realiza fotométricamente a 450 nm. La absorcidon es inversamente proporcional a
la concentracion de la Ractopamina en la muestra.

La Tabla 1 presenta los limites de deteccién tedricos brindados por el proveedor de la prueba.
Tabla 1. Limites de deteccion ofrecido por la prueba RIDASCRREN® RACTOPAMIN

Specifications

Article Numbers R9901

Test format Microtiter plate with 96 wells (12 strips
with 8 wells each)

Sample preparation Urine (direct): without sample

preparation, urine (with hydralysis):
hydrolisation, extraction,centrifugation
and evaporation, meat, liver:
homogenization, extraction,

centrifugation, evaporation and

centrifugation.

Incubation time 1 hr 30 min

LOD (Detection limit) Urine (with hydralysis) ca. 700 ng/l (ppt),
meat (beef, pork) ca. 200 ng/kg, liver ca.
300 ng/kg

Validated matrices Urine, meat and liver.

Detected analyte Ractopamine in urine, meat and liver and

ractopamin glucuronide in urine
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6. METODOLOGIA

Para dar cumplimiento a los objetivos trazados, se utilizé el medicamento accuremax como
anabdlico de referencia el cual tiene una composicion de 98% de excipientes y 2% de
Ractopamina.

La ejecucion de la propuesta involucro las siguientes etapas:

Busqueda bibliogréfica: Fue necesario contar con la mayor cantidad posible de informacion
concerniente a la prueba que se deseaba verificar, bien fuese aquella brindada por el proveedor
0 por estudios similares realizados en torno a su implementacién. Se buscd también
informacidn sobre qué tipos de pruebas existen para cuantificar o detectar anabdlicos en
muestras de carne animal (porcinos). Se consultd en bases de datos bibliograficas, sitios
especializados y publicaciones relacionadas con el area.

Matriz de disefio de experimentos y numero de muestras: EI modelo de disefio de
experimentos que se planteo para llevar a cabo la verificacion tenia como objetivo identificar
que factores influyen en una variable de interés. En este caso, los factores de tratamiento
estudiados fueron la presencia de Ractopamina a una concentracion igual o por encima del
limite de deteccion del medicamento en el KIT RIDASCREEN® RACTOPAMIN.

Para llevar a cabo el ejercicio de verificacion se definieron aspectos relevantes que permitieran
encontrar un camino para dar respuesta al objetivo que se pretendia alcanzar, los cuales se

detallan a continuacion:

Se tuvo en cuenta la validacion llevada a cabo por el laboratorio R-Biopharm y la norma ISO
16140-3 en la cual se sugiere utilizar para la ejecucion de la verificacién un tamafio de muestra
igual al llevado a cabo en la validacion, se estableci6 como variable la concentracion de
Ractopamina inoculada en el tejido muscular en carne porcina.

Aplicacion de anabdlico en muestras de carne: La inoculacién de la carne se realizé
artificialmente al procesar 80 g de muestra de diafragma animal (porcino) y 20 mL de solucion
acuosa de Ractopamina a 200 ppt y 0.1 ppm. Las soluciones acuosas de medicamento
Ractopamina, se prepararon a partir diversas diluciones partiendo de una concentracion de 2,5
mg/500mL. Las muestras fueron inyectadas a diferentes concentraciones segun lo indica la
ISO/DIS 16140-3 (NTC 1SO 16140-3, 2017) en el protocolo de verificacion para métodos
cualitativos llevados a cabo en un laboratorio en el sector alimenticio.

Procedimiento Experimental KIT (RIDASCREEN® RACTOPAMIN): Se desarrollo
siguiendo los siguientes pasos, y el uso del kit RIDASCREEN® RACTOPAMIN:

Toma de muestra:
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-Identificacion de la muestra: Se identifico una bolsa estéril para la toma de muestra de cada
canal, corte 0 producto carnico comestible con la siguiente informacion: Cadigo de la muestra,
tipo de anélisis, nUmero consecutivo del laboratorio, lote, nimero de la canal.

-Toma de muestra: Se tomaron aproximadamente 200 g de muestra de diafragma de las

canales, se evitd tomar tejido graso, el cuchillo utilizado para los cortes se encontraba estéril
entre cada muestra.

-Registro de la informacion: Se registrd la informacion de la muestra en el formato
establecido para tal fin.

-Almacenamiento de muestras: Las muestras fueron llevadas al laboratorio y almacenadas a
una temperatura entre 0°C y 4°C mientras se procesaban.

Pasos secuenciales prueba de anabolicos RIDASCREEN® RACTOPAMIN:
Preparacion de la muestra: Se retira del corte de producto carnico residuos de grasa presentes
en el mismo, seguidamente se depositan en un mezclador para realizar la molienda de la
muestra a una masa mas fina.

Ejecucion de la prueba: luego de realizar la molienda de cada una de nuestras muestras, se
transfieren 3 gramos de cada muestra homogenizada en un vial tapa rosca el cual debe estar
previamente marcado, esto para facilitar la identificacion de cada una de las muestras.

1. Preparacion de muestras: Homogenizar 100 a 200 g de muestra retirando

grasa.
4

Transferir 3 g de la muestra hamogeneizada en un vial tapa rosca,

¥

Afiadir 8 ml de acetonitrilo, 1 ml de acetato de etilo y mezclar bien (vortex).
Agitar por 30 min (shaker)

Seguidamente se agregd a cada uno de estos viales 8mL de acetonitrilo y 1mL de acetato de
etilo, al realizar este procedimiento se mezcla muy bien nuestro vial. Luego de esto se realiza
una agitacion durante 30 minutos haciendo uso de un agitador.

Después de pasar estos 30 minutos de agitacion, se centrifugaron las muestras durante 10
minutos/ 4000g a una temperatura de 20-25 grados centigrados.

Luego de esto se transfieren 4mL del sobrenadante en un nuevo vial de centrifuga y evaporar
a sequedad a 60 grados centigrados.

d L

=

[y

1.
< ]
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Figura #1 proceso de evaporacion de las muestras.
Después secar las muestras se disuelve el residuo de cada una de ellas en 2mL de n-hexano, se
afiade 1mL de buffer de dilucion de muestra y se agita durante 30 segundos.
Luego de esto se centrifugo nuevamente las muestras durante 10 minutos/ 4000g a una
temperatura de 20-25 grados centigrados.
Luego de esto se retiro la fase inferior del sobrenadante y se utilizan 20 pl de esta fase por cada

micro pocillo.
= = A 4
i "% Disolver el residuo en 2 ml de n-hexano (o n-heptano), afiadir 1 ml de buffer

de dilucidon de muestra y agitar durante 30 sec (Vortex)

) 4

e Centrifugar: 10 min /4000g /20-25°C

¥

4 Retire la fase inferior con cuidado y Utilizar 20 pl de la fase inferior por pocillo
s en el ensayo

Desarrollo de la prueba Elisa: Primero que todo se deben llevar todos los reactivos del kit a
temperatura ambiente entre 20- 25 grados centigrados.

Primero que todo se debid insertar un numero de pocillos de micro titulacion en el soporte de
micro pocillos para todos los estandares y las muestras para realizarlas por duplicado, esto para
una mayor precision en la lectura de resultados.

Seguidamente se afiadieron 100 pl de solucidn de anticuerpos a cada pocillo, se mezcla
suavemente agitando la placa manualmente y se incuban durante 15 minutos a temperatura
ambiente 20-25 grados centigrados.

2. Desarrollo de la prueba de ELISA: (llevar todos los reactivos a temperatura
ambiente)

Colacar un numero suficiente de pozos en el soporte de micropozos.
Incluyendao estandares y muestras por duplicado-

.
" ! Afiadir 100l de solucién anticuerpo a cada pocillo, mezclar suavemente con
i agitacion manual e incubar a temperatura ambiente (20 - 25 ° C /68 - 77°F)
durante 15 min.

Después de esto se vertio el liquido de los pocillos y se golped la micro placa al revés
vigorosamente contra papel absorbente para asegurar una completa eliminacién de liquido en
los pocillos, previamente se afiadio 250 pl de buffer de lavado a cada pocillo para asegurar una
limpieza total de los mismos, este proceso se realiza por triplicado para asegurar una limpieza
total.

Luego de esto se afiadieron 20 ul de las soluciones preparadas y estandares por duplicado, se
afiaden 100 pl de la solucién de conjugado enzimatico a cada pocillo, se mezclé suavemente
agitando la placa de forma manual y se incubo durante 60 minutos a temperatura ambiente 20-
25 grados centigrados.

®

v
Lavado de los pozos: Vaciar el contenido de los pozos y lavar 3 veces como

" i minimo con buffer de lavado (250 pl) escurriendo en papel absorbente
| L Afiadir 20 pl de muestras y estdndares por duplicados y afiadir 100 pl de
= conjugado diluido . Mezclar suavemente por agitacion manual. Incubar1h
/ temperatura ambiente (20-25°C/68-77 ° F)
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Seguidamente se realiz6 nuevamente el lavado de los pocillos realizando el mismo proceso de
lavado anterior, este proceso se realiza por triplicado para asegurar una limpieza total de los
pocillos.

Después de esto se afiadieron 100 pl de solucidn de sustrato/cromégeno a cada uno de los
pocillos, se mezcld suavemente agitando la placa manualmente y se incubo nuevamente por un
tiempo de 15 minutos a temperatura ambiente 20-25 grados centigrados, en esta incubacién se
debid llevar las muestras a completa oscuridad.

Lavado de los pozos: Vaciar el contenido de los pozos y lavar 3 veces como

i i minimo con buffer de lavado escurriendo en papel absorbente.
T Afiadir 100 pl de solucidn de sustrato / cromédgeno a cada pocillo. Mezclar
! o s suavemente, incubar durante 15 min a temperatura ambiente(20-25°C/ 68
i. - 77 ° F) en la oscuridad

Finalmente se agregd 100 pl de la solucién de parada a cada pocillo, se mezclo suavemente
agitando la placa manualmente y se mide la absorbancia a 450nm, se debe leer dentro de 30
minutos después de la adicion de la solucion de parada. Para la lectura de los datos se utiliza el
espectrofotometro de micro placas de titulacion EIx-800 y el software RIDASOFT Win.NET,
el cual el proveedor del kit nos garantiza obtener una lectura precisa del valor real en ppt de
presencia de anabdlicos en nuestras muestras.

Afiadir 100 pl de la solucién de parada a cada pocillo. Mezclar suavemente y

medir la absarbancia a 450 nm. Leer dentro de 30 minutos después de la
adicion de la solucién de parada.

Registro de los resultados: Se registraron los resultados obtenidos.

El tejido utilizado para la inyeccion de Ractopamina es diafragma, este musculo presenta alta
absorcion del medicamento, por lo tanto, tiende a acumular una fraccion considerable de este.
El proceso de verificacion esta soportado en primera instancia por la validacion de la prueba;
por tanto, se busca como informacion base la suministrada por el previo estudio brindado por
el proveedor del KIT RIDASCREEN, de este modo se adquieren herramientas para calcular el
desempefio de la prueba en las condiciones a las cuales esta siendo evaluada en el Laboratorio
Fisicoquimico de la Planta FRIGOCOLANTA.

Las muestras fueron contaminadas con el anabdlico (Ractopamina) para garantizar que la
concentracion de medicamento que se deseaba estudiar fuera conocida, en este caso la
composicion de nuestro agente contaminante fue de Ractopamina 2% y un 98% de excipientes

desconocidos los cuales no especifica el proveedor.
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Una vez ejecutada la prueba de deteccion de anabdlicos segun los descrito en la metodologia,
se procede con la tabulacion de resultados, en este caso se realizara la tabulacion de resultados
de dos de los montajes realizados para la deteccion de Ractopamina en carne porcina, debido
a que los deméas montajes requieren de mayor analisis por parte de la empresa, por ende, no se
autorizo su divulgacion.

Andlisis de resultados: Realizar una evaluacion estadistica, en este caso el valor promedio de
los resultados arrojados por la prueba y el porcentaje de error teniendo como base los valores

teoricos a los cuales se esperan los resultados de este proceso.
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7. RESULTADOS Y ANALISIS

Se registraron los siguientes resultados:

MONTAJE #1

En este montaje se realizo el analisis de dos de las soluciones planteadas en el proceso de
verificacion del kit las cuales son 200ppt y 0,1 ppm, siendo esta ultima la solucidn inicial
tomada de base para las diluciones de las demés concentraciones a estudiar, cada una de estas
muestras se contaminaron por duplicado, por ende, los resultados se dieron de igual manera.

Primeramente, se dan a conocer los resultados y la curva de calibracion de los estandares del
kit los cuales evaltan la veracidad del montaje.

Tabla#2 Resultados estandares de calibracion de la prueba.

CONCENTRACION
ESTANDARES (ppt) RESULTADO
1 0 PASO
2 100 PASO
3 300 PASO
4 900 PASO
5 2700 NO PASO
6 8100 NO PASO

Figura #2 Curva de estandarizacion Montaje#1.

Analizando los resultados reflejados en la imagen#2, se puede evidenciar que el proceso de
realizacion del ensayo no tiene una fiabilidad alta, esto como resultado de la curva de
estandarizacion del equipo usando los estandares a las concentraciones dadas por el Kit, en
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donde se puede analizar que hubieron fallas en la realizacion del montaje y el ensayo, los cuales
se mejoraron en el siguiente montaje teniendo en cuenta varios aspectos.

Seguidamente se pueden evidenciar los resultados obtenidos en el montaje #1, como se pueden
ver en la tabla #3.
Tabla#3 resultados montaje#1.

RESULTADO
MUESTRAS |CONCENTRACIONES (ppt)
1 200 ppt 69,00
2 200 ppt 67,83
3 0,1 ppm 75949
4 0,1 ppm 7578,69

En la tabla #3 se pueden evidenciar los resultados del montaje #1 siendo las muestras 1y 2 los
resultados de las muestras contaminadas a 200ppt y las muestras 3 y 4 los resultados de las
muestras contaminadas a 0,1ppm.

Teniendo los resultados del montaje, se procede a realizar el calculo estadistico de promedio
de muestras y porcentaje de error los cuales se pueden ver a continuacién en la tabla #4.

Tabla#4 resultado valores promedio de muestras y porcentaje de error.

MUESTRAS PROMEDIO (ppt) % error
200 ppt 68,415 65,79
0,1 ppm 7586,795 6,34

Teniendo en cuenta los resultados reflejados en la tabla #4 se pudo indagar al respecto, teniendo
en cuenta el porcentaje de error de la muestra contaminada a 0,1 ppm, debido a que se tiene
como valor tedrico a esta concentracion contaminada un valor <8100 ppt, el cual no podemos
decir que es un resultado veridico ya que no nos refleja un resultado preciso ni exacto de la
concentracion contaminada.

MONTAJE #2

En este montaje se realizo el analisis de dos de las soluciones planteadas en el proceso de
verificacion del kit las cuales son 200ppt y 0,1 ppm, siendo esta ultima la solucion inicial
tomada de base para las diluciones de las demas concentraciones a estudiar, cada una de estas
muestras se contaminaron por duplicado, por ende, los resultados se dieron de igual manera.

Primeramente, se dan a conocer los resultados y la curva de calibracién de los estandares del
kit los cuales evaluan la veracidad de nuestro montaje.

Tabla#5 Resultados estandares de calibracion de la prueba.
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CONCENTRACION
ESTANDARES (ppt) RESULTADO
1 0 PASO
2 100 PASO
3 300 PASO
4 900 PASO
5 2700 PASO
6 8100 NO PASO

Figura #3 Curva de estandarizacion Montaje#2.

Analizando los resultados reflejados en la imagen#3, se puede evidenciar que el proceso de
realizacion del ensayo tiene fiabilidad, esto como resultado de la curva de estandarizacién del
equipo usando los estandares a las concentraciones dadas por el kit.

Seguidamente se pueden evidenciar los resultados obtenidos en el montaje #2, como se pueden

ver en la tabla #6.

Tabla#6 resultados montaje#2.

RESULTADO
MUESTRAS CONCENTRACIONES (ppt)
1 200 ppt 70,5
2 200 ppt 85,5
3 0,1 ppm >8100
4 0,1 ppm >8100
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En la tabla #6 se pueden evidenciar los resultados del montaje #2 siendo las muestras 1y 2 los
resultados de las muestras contaminadas a 200ppt y las muestras 3 y 4 los resultados de las
muestras contaminadas a 0,1ppm.

Teniendo los resultados del montaje, se procede a realizar el calculo estadistico de promedio
de muestras y porcentaje de error los cuales se pueden ver a continuacion en la tabla #7.

Tabla#7 Resultado valores promedio de muestras y porcentaje de error.

MUESTRAS PROMEDIO (ppt) % error
200 ppt 78 61
0,1 ppm 8100 0

Teniendo en cuenta los resultados reflejados en la tabla #7 se pudo indagar al respecto, teniendo
en cuenta el porcentaje de error de la muestra contaminada a 0,1 ppm, debido a que se tiene
como valor tedrico a esta concentracion contaminada un valor <8100 ppt, el cual no podemos
decir que es un resultado veridico ya que no nos refleja un resultado preciso ni exacto de la
concentracion contaminada.

Finalmente teniendo en cuenta los resultados anteriormente expuestos en los montajes #1 y #2
en este proceso de verificacion del kit RIDASCREEN RACTOPAMIN podemos analizar:
Los resultados obtenidos presentan un porcentaje de error alto, comparando con los valores
teoricos esperados en la contaminacion de cada una de las muestras anteriormente planteadas,
estos resultados se ven reflejados a los siguientes aspectos analizados durante la realizacién del
proyecto:

- El reactivo suministrado por la empresa para la preparacion de las soluciones contiene
una composicion de un 98% de excipientes y un 2% de Ractopamina, dichos
excipientes no son especificados por el proveedor, siendo este un limitante debido a
gue, no se conoce si estos excipientes por su composicion pueden tener afectacion en
el proceso de realizacion del proceso de verificacion.

- No se cuenta con la veracidad que los equipos usados en el proceso de desarrollo de la
verificacion del kit se encuentren correctamente calibrados, lo cual dificulto un poco la
toma de las muestras debido a la sensibilidad de los equipos para la toma de los mismos.

- Otro aspecto no menos importante en la realizacion del proceso, es que no se cuenta
con la fiabilidad de que equipos usados durante el proceso de desarrollo de la prueba,
cuenten con una desinfeccion rigurosa, entre toma de datos, ya que puede existir una
contaminacion directa en lecturas anteriores debido al uso de estos equipos en el
laboratorio Fisico-quimico de la empresa.
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8. RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta el analisis anteriormente expuesto se recomiendan los siguientes puntos

a tener en cuenta para continuar con el proceso de verificacion del kit RIDASCREEN
RACTOPAMIN:

Teniendo en cuenta que la composicion de nuestro agente contaminante, contiene un
mayor porcentaje de excipientes(desconocidos) a comparacion con el porcentaje de
Ractopamina, se debe tener en cuenta que este producto de uso veterinario
generalmente viene dado en concentrados animales, ingeridos por los mismos, debido
a esto se debe estudiar el medio en el cual el metabolismo animal recibe directamente
este anabolico, teniendo como recomendacion investigar a profundidad la simulacién
de un medio de cultivo estudiando la temperatura a la cual se da la absorcién de este
producto en medio natural, para con ello poder realizar una simulacion de este medio
de cultivo y poder garantizar una mayor veracidad en la preparacién de las diluciones,
con estas mismas realizar la contaminacion directa de las muestras de productos
carnicos y poder obtener resultados veridicos en el proceso de verificacion del kit.
Realizar la inspeccion de calibracion y sensibilidad de cada uno de los equipos
utilizados durante el desarrollo de esta prueba de laboratorio, para obtener resultados
mas confiables y certeros durante el proceso de verificacion.

Realizar una desinfeccion exhaustiva de cada uno de los equipos de laboratorio
utilizados durante la realizacién de la prueba ya que, en la lectura de diferentes muestras
puede existir una contaminacién directa de cada uno de estos equipos y esto nos afecta
en los resultados anteriormente expuestos en nuestro proceso de verificacion, con base
a esto se recomienda realizar una mejora en el proceso de desinfeccion de los equipos
ya que la empresa tiene estipulado su plan de desinfeccién de y se desea mejorar este
proceso.

9. CONCLUSIONES

-No se pudo cumplir con el objetivo principal de este proyecto, el cual fue verificar el kit
RIDASCREEN RACTOPAMIN debido a los resultados anteriormente expuestos, ya que

con los resultados obtenidos no es posible conocer la veracidad de dicho kit teniendo en

cuenta las afectaciones que se presentaron durante este proceso de verificacion de este

método analitico.
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-Se deben realizar las correcciones pertinentes en cuanto a calibracion y desinfeccion de
los equipos para poder de esta manera contar con mayor certeza en cuanto a fiabilidad de
los mismos.

-Tener en cuenta las recomendaciones anteriormente expuestas para continuar con la
investigacion y con el proceso de verificacion del kit ya que para la COOPERATIVA
COLANTA es de suma importancia poder contar con resultados 100% confiables en la

deteccién de medicamentos de uso veterinario.
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