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Resumen: El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto de diferentes
pretratamientos y uso de lacasa sobre la degradaciéon de residuos de oxitetraciclina
en leche y suero. Muestras de leche con una concentraciéon de 200 uM de
oxitetraciclina fueron tratadas térmicamente, desueradas, descremadas o se dejaron
sin tratamiento. Estas a su vez fueron divididas en 3 subgrupos, los cuales fueron
inoculados con 0.1, 0.2 0 0.3 mg L' de lacasa. Se tomaron muestras control al tiempo
0 y, posteriormente a la adiciéon de la enzima, se tomaron muestras cada hora
durante 6 horas. Se realizé una extraccién y cuantificacion del antibiético en las
muestras de leche o suero a través de cromatografia liquida de alta resolucién.
Finalmente se aplicé un procedimiento de ANOVA de Medidas Repetidas y las
diferencias entre grupos se determinaron con el test de Bonferroni. Los
pretratamientos térmico y descremado no disminuyeron sustancialmente la
oxitetraciclina en la leche, mientras que el desuerado resulté en un suero con una
reduccion de mas del 75% del antibiético. Ninguno de estos tratamientos favorecio
la accién de la lacasa. Usar el doble o triple la concentraciéon de lacasa a lo largo de
las 6 horas de estudio no aumento la degradacion del antibiético. Con el uso de
lacasa en la leche cruda o el desuerado se consiguid residuos del antibidtico por
debajo del limite establecido por el Codex Alimentarius, de tal manera que la leche
o el suero ya pueden ser desechados directamente al medio ambiente o usar para la
alimentacion animal.

Palabras clave: degradacidn, lacasa, leche, oxitetraciclina, pretratamiento.

Abstract: This work aimed to analyze the effect of different pretreatments and the use of
laccase on the degradation of oxytetracycline residues in milk and whey. Milk samples
containing 200 uM concentration of oxytetracycline were heat treated, coagulated to obtain
whey, skimmed, or left untreated. In turn, these were divided into 3 subgroups, which were
inoculated with 0.1, 0.2 or 0.3 mg L of laccase. Control samples were taken at time 0 and,
after the addition of the enzyme, samples were taken every hour for 6 hours. Extraction and
quantification of the antibiotic in the milk or whey samples were performed by high-
performance liquid chromatography. Finally, a Repeated Measures ANOVA procedure was
applied and the differences between groups were determined with the Bonferroni test. The
thermal pretreatments and skimming did not substantially decrease oxytetracycline in milk,
while acid coagulation resulted in whey with a reduction of more than 75% of the antibiotic.
None of these treatments favored laccase activity. Using double or triple the concentration of
laccase throughout the 6-hour study did not increase the degradation of the antibiotic. The use
of laccase on raw milk or acid coagulation resulted in antibiotic residues below the limit
established by the Codex Alimentarius so that the milk or whey could be disposed of directly
into the environment or used for animal feed
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1. Introduccion

Hoy dia se ha aceptado y reconocido el impacto de un amplio y variado grupo de compuestos
quimicos, naturales o sintéticos, que ponen en riesgo a diferentes especies que no fueron el objetivo
de tratamientos contra enfermedades infecciosas o de cualquier otra indole farmacoldgica,
incluyendo animales acuaticos, plantas, microorganismos y humanos, generando una interaccion
impredecible entre dichos individuos, el agua y el suelo (Sathishkumar et al., 2020). Los residuos de
antibidticos también pueden matar a aquellas bacterias benéficas del suelo que ayudan a mantener
su fertilidad, permitiendo asi el crecimiento de otros microorganismos patogenos o bien
disminuyendo la calidad bioldgica del suelo. A su vez, las plantas que se siembran en suelos
contaminados por antibidticos u otros tipos de medicamentos pueden absorber de la tierra estos
residuos, lo que segin Zimmermann et al. (2012) puede ocasionar en los vegetales impactos
fitotoxicos que producen raices cortas y retardo en la germinacion de cultivos.

Existen antibidticos que se emplean como promotores de crecimiento en la produccién animal,
mientras que otros se usan con fines terapéuticos, tal como el tratamiento de una infeccion. Se ha
estimado que el uso global de antibidticos de uso veterinario sobrepaso, en 2017, las 93 toneladas, y
se espera que en el 2030 sobrepase las 105 toneladas (Tiseo et al., 2020; Van Boeckel et al., 2015). Sin
embargo, entre el 30 y 90% estos antibidticos son persistentes y excretados al medio ambiente a
través de las heces, orina o leche sin ser completamente metabolizados por parte de los animales
(Ahmad et al., 2019).

El ganado vacuno a lo largo de su etapa de crianza es susceptible de infecciones, como por ejemplo
la mastitis, en cuyo momento el uso de antibidticos se ve necesario tanto para los pequefios como
para los grandes ganaderos productores de leche. Sin embargo, el uso incorrecto de los mismos
puede conllevar a graves problemas ambientales y de salud, con repercusiones econdmicas (Alsager
et al., 2018; Bilal et al., 2022; Rama et al., 2017; Schewe y Brock, 2018). La principal preocupacién de
los contaminantes emergentes, y en particular de los antibioticos, recae en el hecho de que las
bacterias generan mecanismos de resistencia, y estos medicamentos, si no se degradan antes de que
la leche se elimine, pueden tener contacto con las bacterias que se localizan en el medio ambiente,
con el riesgo subyacente. Es por ello por lo que, si se generan resistencias, los antibioticos disponibles
para tratar infecciones bacterianas en humanos y otros animales van a resultar ineficaces (Alsager et
al., 2018; Schewe y Brock, 2018). Si se tiene en cuenta, por ejemplo, que las tetraciclinas perduran
meses en el suelo, la eliminacién al medio ambiente de leche contaminada con residuos de
antibioticos podria tener un impacto a largo plazo en los cultivos y en la salud humana.

Frente a la presencia de antibidticos en leche, los productores se pueden ver inmersos en sanciones,
porque si este alimento es destinado al consumo humano puede producir resistencias
antimicrobianas, alergias a nivel de la piel, enfermedades como el asma e incluso reacciones
anafilacticas a la penicilina, por citar algunos ejemplos (Rama et al, 2017). La presencia de
antibioticos en leche genera ademas pérdidas econdmicas, ya que puede interferir en la calidad de
productos derivados como el yogurt, el queso o la mantequilla, pues se produce destruccion o baja
eficiencia de los cultivos iniciadores o pérdida del sabor (Quintanilla et al., 2019; Quintanilla et al.,
2020). A causa de estos problemas se debe desechar la leche contaminada con cualquier tipo de
antibiotico que supere las cantidades permitidas (Rama et al., 2017). Cuando se aplica un tratamiento
con antibidticos, la leche con residuos se elimina sin un previo tratamiento que elimine estas
sustancias, por lo que su propagaciéon ocasiona contaminacion del entorno ambiental y puede
provocar la aparicion de los problemas antes mencionados.

Los estudios llevados a cabo hasta el momento para degradar antibidticos en leche se han efectuado
con la ayuda de procesos de oxidacion avanzada con ozono (Alsager et al., 2018), con el que se logrd
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reducir entre un 70 a 95% de diferentes tipos de antibidticos en un tiempo de 10 minutos de contacto
con ozono. Mediante radiacion solar, ultravioleta y con fotocatalizadores quimicos se pudo eliminar
entre el 44 y 100% de trimetoprima y sulfametoxazol en un tiempo de 20 a 35 minutos de exposicion
(Martinez et al., 2018) o aplicando métodos electroquimicos con los que se degrad6 un 83% de
oxitetraciclina en 6 horas (Kitazono et al., 2012). Abbasnia et al. (2022) también utilizaron procesos
de adsorcion y degradacion por fotocatalisis en fase acuosa para degradar tetraciclinas,
consiguiendo reducciones que fueron de 85 al 93% (segun el tipo de tetraciclina utilizada en el
estudio) en tan solo una hora. Sin embargo, estos métodos resultan costosos y complicados de
implementar por parte del productor de leche, lo que deriva en malas practicas de eliminacion de la
leche con residuos de antibidticos.

En otras investigaciones realizadas para eliminar antibidticos en leche se hizo uso de adsorbentes
como carbon activado o resinas funcionales, pero los métodos no resultan factibles porque no se
consigue una separacion total del antibidtico de la leche segin lo descrito en la publicacion de
Alsager et al. (2018). Ademas, solo puede eliminarse cantidades de antibidtico pequefias, entre 0.01
y 0.2 Unidades Internacionales en tiempos que van desde minutos a varias horas, ya que depende
del tamafio de particula del adsorbente.

Ciertos métodos como la filtracion, coagulacion, floculacion o sedimentacion se emplean en la
separacion de contaminantes del agua, pero para dar un tratamiento mas eficaz pueden emplearse
técnicas como microfiltracion, 6smosis inversa o radiacion UV. A pesar de ello, los residuos de
antibioticos pueden persistir atin en grandes cantidades (Batt et al., 2006; Homem y Santos, 2011).
Por lo tanto, no existe un proceso que permita a los ganaderos, de forma facil y econdmica, para
degradar los residuos de antibidticos presentes en la leche antes de que sea descartada, ya sea en el
medio ambiente o alcantarillado.

Por otra parte, la distribucion de los antibioticos en diferentes componentes de la leche permite que
puedan volver a ser utilizados, como por ejemplo en la alimentaciéon animal, siempre y cuando la
concentracion del antibidtico en la leche esté dentro del Limite Maximo de Residuos (LMR) segin
Ozdemir et al. (2018). De acuerdo con el Codex Alimentarius (2018), la oxitetraciclina tiene un LMR
de 100 pg L. Esta fue la razon principal para que en el presente estudio se realizara un
fraccionamiento de la leche.

Las enzimas que fabrican los hongos terrestres constituyen una alternativa para la degradacion de
diferentes quimicos, entre estos los antibioticos, y ofrecen ventajas porque al emplear enzimas
naturales se minimiza o elimina el uso de agentes quimicos que en otros procesos de
descontaminacidn son imprescindibles (Mata et al., 2017). Los antibioticos y otros medicamentos son
moléculas constituidas por carbono y su estructura quimica es similar a las moléculas de lignina. En
consecuencia, existen evidencias de que estas enzimas ligninoliticas provenientes de hongos
(oxidasas y peroxidasas) pueden degradar antibidticos y otros medicamentos, asi como otras
moléculas organicas contaminantes que incluyen a los plaguicidas organofosforados, entre otros
(Mata et al., 2017).

Se han realizado estudios de degradacion de medicamentos y sustancias orgdnicas presentes en agua
residual aplicando un coctel de lacasas fungicas de Pycnoporus sanguineus para eliminar
diclofenaco, beta-naftol, 2,4 diclorofenol y 5,7-diyodo-8-hidroxiquinolina. Rodriguez et al. (2016),
consiguieron porcentajes de reduccion entre el 50% y 97% en un tiempo de reaccion maximo de 8
horas para los tres primeros compuestos y 3.5 horas para el altimo. Ademas, la importancia del
tratamiento bioldgico con enzimas para eliminar contaminantes emergentes como los antibioticos
radica en que los subproductos de degradacion son menos tdxicos o mads susceptibles de
biodegradacion, de acuerdo con lo mencionado por Margot et al. (2013). Blair-Gonzalez et al. (2021)
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probaron carbdn activado con enzima lacasa inmovilizada en dicha matriz, de tal manera que la
combinacién de un proceso fisico y otro quimico pudiera tener mayor eficiencia de degradacion de
la oxitetraciclina presente en soluciones tampon. Observaron una mayor eficiencia de eliminacion
del antibidtico cuando se uso este proceso combinado, en comparacion con la enzima lacasa libre.
Sin embargo, concluyen que lo tinico que se consiguid fue separar la molécula de antibidtico mas no
degradarla.

Existe la necesidad de crear procedimientos faciles y economicos para el productor de leche, en caso
de necesitar desechar leche con residuos de oxitetraciclina, el principal y mas usado antibiotico ante
las infecciones de la ubre. Existen diferentes tratamientos de la leche que podrian ser una alternativa
a los costosos métodos utilizados en la industria, y de facil aplicacion. Asi mismo, tal y como se ha
descrito anteriormente, la utilizacion de extractos o licuados de hongos de facil acceso en el mercado
también podrian ser una alternativa economica para el productor, y se sencilla aplicacion a la leche
contaminada. Es asi que se propuso como objetivo de este estudio analizar el efecto de diferentes
pretratamientos de la leche y el uso de lacasa sobre la degradacion de residuos de oxitetraciclin

2. Metodologia

2.1.  Seleccion de materias primas, reactivos y disefio experimental.

Se obtuvo leche cruda de una granja de vacas de raza Holstein, del cantén Chambo de la
Provincia de Chimborazo (Ecuador). La granja sigue procedimientos de buenas practicas de
produccién y ordeno. Los animales estan en buen estado de salud, libre de enfermedades infecciosas
y no han sido sujetos a tratamientos en los tltimos 5 meses. Se tomd leche libre de antibioticos como
materia prima, en la que se simul¢ la presencia de oxitetraciclina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos)
a una concentracion de 200 uM, siguiendo el procedimiento descrito por Alsager et al. (2018). Se
selecciond la cantidad de enzima lacasa a ser utilizada en distintas concentraciones, segin lo
reportado en la literatura cientifica sobre la cinética de accion de esta enzima y las Unidades
Internacionales de la actividad asociada a la lacasa comercial (Sigma-Aldrich, Estados Unidos).

Se partio de 8 L de leche, a la cual se afiadi6 oxitetraciclina a una concentracion de 200 umol L, que
es la cantidad aproximada mds comun encontrada en la leche de animales que han sido tratados
para la mastitis con este antibiotico. Esta leche con antibiotico se subdividié en 3 porciones: una
quedo como leche cruda con antibidtico, otra que fue tratada térmicamente a 90°C por 20 minutos y
la ultima se fracciond en leche descremada y suero a través de los procesos de descremado y
acidificacion. Cada uno de estos subgrupos se subdividieron en 3 porciones, las cuales recibieron el
tratamiento con lacasa a concentraciones de 0.1 mg L, 0.2 mg L! 0 0.3 mg L. Se tomaron muestras
cada 60 minutos durante 6 horas por triplicado, y el estudio experimental fue replicado tres veces
en diferentes dias.

Por lo tanto, el tamafio muestral fue: 4 pretratamientos (leche sin pretratamiento, pretratamiento
térmico, leche descremada y suero) x 3 concentraciones de lacasa (0.1 mg L%; 0.2 mg L'y 0.3 mg L)
x 6 horas x 3 repeticiones, lo que da un total de 252 muestras que fueron analizadas.

2.2.  Pretratamientos de la leche.

La leche con inclusién de oxitetraciclina fue subdividida en 4 grupos. Uno de ellos se dejo
como leche cruda, considerada control con relacion al efecto pretratamiento. Los demds grupos se
trataron tal como se describe a continuacion. El grupo de leche tratada térmicamente o pasteurizada
fue sometido a un proceso térmico de 90°C por 20 minutos, simulando un proceso de pasteurizacion
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y desnaturalizacién de proteinas en la elaboraciéon del yogurt. Luego se dejé enfriar rapidamente
hasta temperatura ambiente.

Otra porcion de leche sufrid un proceso de descremado para eliminar la grasa, de tal manera que se
obtuvo la leche descremada, tercer grupo considerado para este estudio. Seguidamente, una porcion
de leche descremada fue sometida a un proceso de acidificacion con HCl al 37,5% hasta un pH de
4.6. Esta leche acidificada se centrifugd a 3000 x g durante 30 min a 24°C, seguin lo descrito por Ziv
y Rasmussen (1975), para la obtencion de las fracciones de caseina y suero. Se recupero el suero, el
cual se llevé de nuevo a un pH de 6.7 mediante la adicion de una solucion de NaOH al 37.7% con el
propdsito de trabajar al mismo pH de la leche. Este suero fue considerado como el cuarto grupo de
estudio.

Previo a la adicién de la lacasa, se tomaron muestras de leche o suero, las que fueron consideradas
al tiempo 0 (to) como control en comparacion con las muestras que fueron analizadas a lo largo del
tiempo tras la adicion de la enzima.

2.3.  Preparacion de la lacasa, adicion a la leche o suero y tiempo de andlisis.

Se preparo una solucion madre de lacasa a una concentracion de 100 mg L. Cada uno de los
grupos de leche cruda, pasteurizada, descremada o suero fueron divididos en 3 subgrupos, cada
uno de los cuales recibieron lacasa de la solucion madre hasta una concentracion final en muestra
de 0.1, 0.2 0 0.3 mg L. Una vez adicionada la lacasa, se tomaron muestras cada hora hasta las 6
horas. Cada una de estas muestras fueron congeladas a -86°C hasta realizar la extraccion y analisis
cromatografico.

2.4.  Extraccion de oxitetraciclina y analisis cromatogrifico.

Se mezcl6 2 mL de cada muestra con 5 mL de acetonitrilo para posterior agitacion durante
10 minutos en vortex. Se centrifugd a 9500 rpm por 15 minutos y se tomaron 5 mL de sobrenadante
que fueron depositados en un tubo de ensayo. Se evaporaron los 5 mL de sobrenadante al bafio
maria hasta sequedad y el residuo de antibidtico se reconstituy6 con 2 mL de agua grado HPLC.
Posteriormente, cada muestra se hizo pasar a través de un filtro de jeringa marca Phenex
(Phenomenex) RC (celulosa regenerada) de 26 mm de didmetro y 0.2 pm de tamafio de poro.

Se inyectaron 20 pL de la muestra filtrada en un cromatografo liquido marca Perkin Elmer con
detector UV/Visible, con columna analitica C18 de 5 um de tamafio de particula, 256 mm de longitud
por 4.6 mm de didmetro interno, a una velocidad de flujo de 1 mL min-'. La fase movil fue 20:80
(v/v) de acetonitrilo y solucion de EDTA al 0.1% ajustado a pH 3.8 con acido fosfdrico concentrado.

Se mezcld 2 mL de cada muestra con 5 mL de acetonitrilo para posterior agitacion durante 10
minutos en vortex. Se centrifugd a 9500 rpm por 15 minutos y se tomaron 5 mL de sobrenadante que
fueron depositados en un tubo de ensayo. Se evaporaron los 5 mL de sobrenadante al bafio maria
hasta sequedad y el residuo de antibidtico se reconstituyé con 2 mL de agua grado HPLC.
Posteriormente, cada muestra se hizo pasar a través de un filtro de jeringa marca Phenex
(Phenomenex) RC (celulosa regenerada) de 26 mm de didmetro y 0.2 pm de tamafio de poro.

Se inyectaron 20 puL de la muestra filtrada en un cromatdgrafo liquido marca Perkin Elmer con
detector UV/Visible, con columna analitica C18 de 5 um de tamafio de particula, 256 mm de longitud
por 4.6 mm de didmetro interno, a una velocidad de flujo de 1 mL min-'. La fase movil fue 20:80
(v/v) de acetonitrilo y solucién de EDTA al 0.1% ajustado a pH 3.8 con acido fosférico concentrado.
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Figura 1: Cromatograma de una muestra de leche enriquecida con oxitetraciclina para detectar el tiempo de retencién del
antibiotico.

Se aplico luego una elucion isocratica siguiendo la técnica para doxiciclina y oxitetraciclina, como se
indica en el estudio de Alsager et al. (2018) y Fletouris et al. (2008), respectivamente. Para el andlisis
cromatografico se selecciond una longitud de onda igual a 360 nm, previa la realizacion de un
barrido espectral de una solucion estandar. El estandar analitico tuvo una pureza de 98%. Los
valores de la curva de calibracion realizados en leche fueron de 200 uM, 150 pM, 100 uM, 50 uM y
10 uM.

2.5.  Determinacion del tiempo de retencion de la oxitetraciclina.

Para determinar el tiempo de retencion y localizacidn exacta del pico de oxitetraciclina en los
cromatogramas, se prepararon muestras con alta concentracion del antibidtico y se analizaron en el
cromatdgrafo. En la Figura 1 se puede apreciar el cromatograma en estas muestras control positivo.
El tiempo de retencion para la oxitetraciclina fue de 4.11 minutos de acuerdo con el pico que se
observa en ese instante de tiempo.

2.6.  Andalisis estadistico.

Se aplico un procedimiento de Analisis de Varianza de Medidas Repetidas (SAS, version 9)
para determinar la existencia o no de diferencia estadistica significativa, a un nivel de confianza
a=0,05, entre cada uno de los tiempos de muestreo, los pretratamientos y los tratamientos
enzimaticos. La prueba estadistica de Bonferroni permiti6 la comparacién de pares.
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3. Resultados

3.1.  Efecto de la concentracion de lacasa.

En la Tabla 1 se presentan los valores medios de oxitetraciclina presente en las muestras de
leche o suero y su evolucion a lo largo de 6 horas en presencia de diferentes concentraciones de
lacasa. En esta tabla se compara, ademas, el efecto de la concentracion de lacasa dentro de cada uno
de los pretratamientos a los que fue sometida la leche.

Previo a anadir la lacasa a las muestras, se observo que los valores de concentracion de oxitetraciclina
se presentaron en valores aproximados de 200, 188, 198 y 49 uM en la leche cruda sin tratamiento,
leche tratada térmicamente, leche descremada y suero, respectivamente.

Tanto en la leche cruda sin pretratamiento, como en la tratada térmicamente y la descremada, la
presencia de lacasa, en cualquiera de sus concentraciones, redujo notablemente la concentracion de
oxitetraciclina presente en leche. Esta reduccion significativa se produjo a cada hora en la que se
tomo la muestra. Los niveles de oxitetraciclina encontrados a las 6 horas en estos tres tratamientos
en presencia de lacasa varié entre 47.51 y 53.36 uM. Si se hubiese alargado en el tiempo,
posiblemente los niveles de oxitetraciclina serian mas bajos.

En el caso del suero, el uso de lacasa, en cualquiera de sus concentraciones, produjo una ligera
disminucion de los niveles de oxitetraciclina, y aunque después de 6 horas se redujo con diferencia
respecto al to, esta disminucion no fue mas de 5 uM.

Respecto al efecto de la concentracion de lacasa en las muestras de leche cruda sin pretratamiento,
tratada térmicamente o descremada, se observd una ligera disminucion del nivel de oxitetraciclina
presente en la muestra a medida que aumenté la concentracion de lacasa. Sin embargo, no fueron
evidentes ni proporcionales al aumento de la concentracion de lacasa ahadida.

En el caso del suero, no hubo diferencias en la cantidad de oxitetraciclina presente en la muestra a
medida que aumento la concentracion de lacasa. Adicionalmente, en el suero no hubo diferencias
significativas en la concentracion el antibidtico a medida que aumentd la presencia de la enzima
lacasa usada en este estudio durante las 6 horas de contacto.

Tabla 1. Valores medios de concentraciéon de oxitetraciclina (uUM) en muestras de lechel cruda, tratada térmicamente,
descremada y suero, con presencia de diferentes concentraciones de lacasa durante 6 horas de contacto.
Tiempo (horas)

Pretratamiento Concentracién de lacasa! 0 1 2 3 4 5 6 EEM2

Leche cruda Baja 200.00 a 160.48 bz 128.77 < 10032 dz 8291 e 6252 fz 53.36 & 10.10
Media 200.00 a 15090 by 12625 <« 9830 4 79.69 e 6331 fz 50.30 & 9.75
Alta 200.00 a 148.64 bx 12583 o 9581 dx 7917 e 60.80 ¥ 49.80 s 9.76
EEM 0.00 1.82 0.58 0.69 0.62 0.44 0.56

Leche tratada Baja 18828 a 15712 b 12660 < 9872 dz 80.13 e 60.75 f= 50.71 s 9.79

térmicamente Media 18287 a 156.14 » 123.04 « 96.87 dz 7618 e 59.81 v 48.89 s 9.71
Alta 18152 a 15570 b 12235 o  96.05 4 7531 e 5896 f 4808 & 9.72
EEM 2.06 0.38 0.68 0.50 0.77 0.30 0.41

Leche descremada Baja 19892 2 15529 b 12237 < 9634 4 7575 e 5948 f2 4959 s 10.08
Media 199.35 a 15455 b 12151 <y 9540 dv 7476 e 5946 fz 4856 s 10.11
Alta 199.11 2 153.82 » 12051 <«  94.28 d 7362 e 5734 & 4751 & 10.19
EEM 0.12 0.33 0.33 0.31 0.36 0.36 0.31

Suero Baja 49.18 a 4834 a 4731 ° 4650 > 46.03 ¢ 4560 < 4491 < 0.32
Media 49.29 a 4841 a 4735 bc 4648 <«  46.05 de 4551 ¢ 4490 f 0.32
Alta 49.37 a 4849 a 4742 b 46.78 ¢ 46,01 <« 4535 de 4482 ¢ (034
EEM 0.05 0.21 0.18 0.10 0.22 0.13 0.19

1 Concentracién de lacasa en leche o suero: 0.1 mg L (baja), 0.2 mg L (media) y 0.3 mg L (alta). 2 EEM: error estandar de la media. @8
Letras diferentes en una misma fila indican diferencias estadisticas entre medias (P < 0.05). zx Letras diferentes en una misma columna
indican diferencias estadisticas entre medias (P < 0.05).
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3.2.  Efecto de los pretratamientos de la leche y tiempo de exposicion a la lacasa.

En la Tabla 2 se presentan los valores medios de la concentracion de oxitetraciclina en las
muestras de leche y suero, comparando los pretratamientos de la leche dentro de cada grupo de las
concentraciones de lacasa ahadidas. El objetivo de esta agrupacion y comparacion fue determinar si
los pretratamientos de la leche favorecen la degradacion de residuos de oxitetraciclina, juntamente
con el uso de la enzima lacasa a diferentes concentraciones. Si se observan los resultados previo a
la adicion de lacasa, es evidente que el descremado y tratamiento térmico redujeron sutilmente, en
si, la cantidad de oxitetraciclina en la muestra de leche (aproximadamente 0.5 y 6%,
respectivamente).

El pretratamiento que produjo una mayor reduccion de oxitetraciclina en la leche fue el desuerado,
con una menor presencia del antibidtico en el suero (aprox. 49 uM, lo que significa una reduccion
del 75% del antibiotico de la muestra original), seguido del pretratamiento térmico, al to. La
reduccion del 75% de oxitetraciclina en el suero fue debido a un reparto del antibiotico por el
fraccionamiento, el cual migr6 a la fase caseinica de la leche. Es decir, no se redujo por una
degradacion de la molécula, tal y como si sucedid con el pretratamiento térmico.

Tabla 2. Valores medios de concentracion de oxitetraciclina (uM) en las diferentes muestras agrupadas en funcién de cada
una de las tres concentraciones de lacasa para evidenciar la efectividad del pretratamiento!.
Tiempo (horas)

Concentracion de lacasa? Pretratamiento! 0 1 2 3 4 5 6
Baja Leche cruda 200.00 z 16048 =z 128.77 =z 10032 z 8291 z 6252 z 5336 =
Leche tratada térmicamente 188.28 vy 15712 v 12660 vy 9872 v 80.13 v 60.75 v 50.71 v
Leche descremada 198.92 =z 15529 x 12237 x 9634 x 7575 x 5948 x 4959 v
Suero 49.18 x 4834 w 4731 w 4650 v 46.03 w 4560 w 4491 x
EEM? 36.73 14.28 10.29 6.80 445 2.03 0.93
Media Leche cruda 200.00 z 15090 v 12625 =z 9830 z 79.69 z 6331 z 5030 =
Leche tratada térmicamente 182.87 v 156.14 z 123.04 v 96.87 = 76.18 v 59.81 v 4889 v
Leche descremada 199.35 =z 15455 =z 12151 x 9540 v 7476 v 59.46 v 4856 v
Suero 4929 x 4841 x 4735 w 4648 x 46.05 x 4551 x 4490 x
EEM 36.41 13.78 9.97 6.59 4.07 2.06 0.61
Alta Leche cruda 200.00 z 148.64 x 12583 =z 9581 z 79.17 z 60.80 z 49.80 =
Leche tratada térmicamente 181.52 vy 155.70 z 12235 =z 96.05 z 7531 v 5896 vy 4808 v
Leche descremada 19911 = 153.82 v 12051 y 9428 vy 73.62 x 5734 x 4751 x
Suero 4937 x 4849 w4742 x 4678 x 46.01 w 4535 w 4482 w
EEM 36.29 13.63 9.87 6.35 3.97 1.83 0.54

1 Concentracion de lacasa en leche o suero: 0.1 mg L (baja), 0.2 mg L1 (media) y 0.3 mg L (alta). 2EEM: error estandar de la media. #*
Letras diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticas entre medias (P < 0.05).

En la Tabla 3 se aprecia el porcentaje de oxitetraciclina presente en leche con relacion a la cantidad
de antibidtico que habia previo a la adicion de lacasa. Esta presentacion de los datos en porcentaje
de concentracidn de oxitetraciclina presente en leche nos permite observar mejor el efecto sobre la
cantidad de antibidtico residual en las muestras después del pretratamiento.

Se puede observar, por ejemplo, que la degradacion del antibidtico a la primera hora en presencia
de lacasa, respecto al to, fue mas rapida en la leche cruda (24% de reduccién), seguida de la leche
descremada (22 % de reduccién), pasteurizada (16% de reduccién), y finalmente en el suero, en el
cual se redujo levemente la cantidad de antibiotico por efecto de la lacasa (menos del 2% de
reduccion).

A lo largo del tiempo de exposicion de la leche contaminada a la lacasa, los analisis mostraron una
reduccidn gradual y significativa de la concentracion de antibiético en las muestras de leche cruda,
pasteurizadas y descremadas, de entre un 74 y 76% de reduccion a las 6 horas de la aplicacion de la
enzima.
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Sin embargo, en las muestras de suero, a pesar de que el pretratamiento redujo significativamente
la cantidad de antibidtico, la lacasa en estas muestras degrado levemente la oxitetraciclina.

A pesar de ello, tal y como se observo en la Tabla 1, el simple hecho de obtener el suero fue suficiente
para obtener valores residuales de oxitetraciclina similares a aquellos obtenidos combinando los
otros pretratamientos con el uso de lacasa.

En todo caso, se puede concluir que los pretratamientos térmico y descremado, junto con el uso de
la lacasa, influyen significativamente en la degradacion de la oxitetraciclina.

Tabla 3. Valores medios de concentracién de oxitetraciclina (%) en muestras de leche! cruda, tratada térmicamente,
descremada y desuerada (suero), con presencia de diferentes concentraciones de lacasa durante 6 horas de contacto.
Tiempo (horas)

Pretratamiento Concentracion de 0 1 2 3 4 5 6 EEM?
lacasa!
Leche cruda Baja 100.00 a 80.24 » 6439 ¢ 50.16 4 4146 ¢ 3126 f 26.68 & 5.05
Media 100.00 a2 7545 b 63.13 ¢ 49.15 4 3985 ¢ 3166 f 2515 & 4.88
Alta 100.00 a 7432 b 6292 ¢ 4791 4 3959 ¢ 3040 f 2490 & 4.88
Leche tratada Baja 100.00 = 8345 b 6724 ¢ 5243 4 4256 ¢ 3227 f 2693 & 5.20
térmicamente Media 100.00 = 8538 b 6728 ¢ 5297 4 4166 ¢ 3271 f 2673 & 531
Alta 100.00 = 8578 b 6740 < 5291 4 4149 ¢ 3249 f 2649 & 5.36
Leche Baja 100.00 = 78.07 b 6152 ¢ 4843 4 38.08 ¢ 2990 f 2493 & 5.07
descremada Media 100.00 a 7753 b 6095 ¢ 4786 4 3750 ¢ 2983 f 2436 & 5.07
Alta 100.00 2 7725 b 6052 ¢ 4735 4 3697 ¢ 2880 f 2386 & 5.12
Suero Baja 100.00 a 98.29 a 9620 b 9455 <« 9360 de 9272 < 9132 f (.66
Media 100.00 a 98.21 a 96.06 b 9430 <« 9343 de 9233 ¢ 9109 ¢ (.66
Alta 100.00 2 9822 a 96.05 P 9475 bc 93,19 <« 9186 de 90.78 ¢  0.68

! Concentracion de lacasa en leche o suero: 0.1 mg L (baja), 0.2 mg L' (media) y 0.3 mg L (alta). 2 EEM: error estandar de la media. *#
Letras diferentes en una misma fila indican diferencias estadisticas entre medias (P < 0.05).

4, Discusion

Tal y como se observo en los resultados, alrededor de un 25% de oxitetraciclina permanecid
en suero luego del desuerado. Un resultado similar a esto lo obtuvo Cabizza et al. (2017), quien
reporto la permanencia de un 23% de oxitetraciclina en suero y un 60% en caseina luego de realizar
el fraccionamiento de la leche con residuos de este antibidtico. Estos autores, aunque en su discusion
no explican que el resto de antibidtico faltante se pudo haber repartido en la fraccion de grasa,
atribuyen el resultado a la imprecision del método. En nuestro estudio, observamos que, al realizar
el pretratamiento de descremado, la presencia de oxitetraciclina en la leche descremada fue
practicamente igual a la presencia de esta en la leche cruda, lo que nos indica que el antibidtico no
migra a la fraccion grasa. Por tanto, es plausible la conclusion de Cabizza et al. (2017) de haber usado
métodos o procedimientos imprecisos.

La enzima lacasa actiia degradando las moléculas de oxitetraciclina que no estan fijas a las proteinas
lactoséricas (es decir, las proteinas que miran al suero de la leche). Segtin Shappell et al. (2017), la
afinidad de antibioticos como la oxitetraciclina por las lactoproteinas séricas disminuye en presencia
de la caseina; es asi que, cuando los antibioticos estan en la leche, una menor cantidad de estas
moléculas permanecen unidas a las proteinas del lactosuero, en contraposicion a cuando estan
exclusivamente en suero, aisladas de la caseina. En la investigacion desarrollada por Alseger et al.
(2018), se menciond que los antibidticos disponibles en forma libre tienden a direccionarse a la
caseina durante la fragmentacion de la leche. Esto puede explicar que la degradacion de la
oxitetraciclina fue mas eficiente en leche que en suero, ya que es posible que la enzima lacasa actte
solo con las moléculas de antibidtico libres o no asociadas a otras proteinas.
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En nuestro estudio, la lacasa y sus diferentes concentraciones redujeron sutilmente la concentracion
de oxitetraciclina en el suero, lo cual concuerda con lo mencionado anteriormente. La razon de este
fenomeno en el suero puede explicarse porque la cantidad de oxitetraciclina libre en esta fraccion de
la leche es escasa (Shappell et al., 2017) y, por lo tanto, si no existe mas cantidad de antibidtico libre,
de nada servird adicionar mas cantidad de lacasa, ni esperar mas tiempo en presencia de esta.

El pretratamiento de descremado usado en este estudio tenia como objetivo analizar si éste es capaz
de ejercer un efecto en la mejora del desempefio de la lacasa para degradar la oxitetraciclina. Al igual
que en nuestro estudio, en el estudio de Hakk et al. (2016) se reportd que la oxitetraciclina se
distribuyd en un porcentaje mayor al 99% en la leche descremada.

5. Conclusiones

Los pretratamientos térmico y descremado no disminuyen sustancialmente la presencia de
oxitetraciclina en la leche, mientras que el desuerado resulta en un suero con una reducciéon de mas
del 75% la concentracion del antibiotico. Duplicar o triplicar la concentracion de lacasa a lo largo de
las 6 horas de estudio no aumenta la velocidad de degradacion de la oxitetraciclina en las muestras
de leche o suero. Los pretratamientos térmico y descremado de la leche no favorecen la degradacion
de la oxitetraciclina por parte de la lacasa, en comparacion con la leche cruda. Asi mismo, la lacasa,
en cualquiera sus concentraciones, reduce levemente la concentracion de oxitetraciclina en el suero.

Se evalu6 como efecto positivo la degradacion de oxitetraciclina en leche gracias a la accion de la
lacasa en todas sus concentraciones tras las 6 horas de ensayo o por el pretratamiento desuerado sin
adicion de lacasa, consiguiéndose una maxima remocion de aproximadamente el 75% de antibidtico
a las 6 horas. Con esto se consigue residuos del antibidtico por debajo del LMR establecido por el
Codex Alimentarius, de tal manera que la leche o el suero ya pueden ser desechados directamente
al medio ambiente o usarse como alimentacion animal.

Se consiguid asi establecer procedimientos simples y econdmicos para el productor en caso de
necesitar manejar leche de animales tratados con oxitetraciclina, ya sea usando un extracto de
hongos ricos en lacasa en leche cruda, o bien acidificando la leche para obtener el suero con baja
cantidad de antibidtico, y que puede llegar a representar hasta el 90% del total de la leche. Como
trabajo futuro se plantea investigar y definir procedimientos de reduccion de oxitetraciclina en la
fraccion caseina de la leche después del desuerado, que bien también podria probarse con enzimas
como la lacasa u otros métodos fisicoquimicos.
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