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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue analizar la degradacion de residuos de oxitetraciclina en leche
usando la enzima lacasa y realizando pretratamientos. Se prepararon muestras de leche con 200
UM de oxitetraciclina, las cuales fueron pretratadas térmicamente, desueradas para obtener el
suero, descremadas o sin tratamiento. Estas a su vez fueron subdivididas en 3 subgrupos, cada
uno de los cuales fueron inoculados con 0,1 mg L*; 0,2 mg L™ 0 0,3 mg L™ de lacasa. Previo a la
inoculacion con lacasa, se tomaron muestras control y posteriormente a la adicion de la enzima,
se tomaron muestras cada hora durante 6 horas. Se realizé una extraccion del antibidtico para
cuantificar su presencia en las muestras de leche o suero a través de cromatografia liquida de alta
resolucion. Se realiz6 una ANOVA de medidas repetidas y las diferencias entre grupos se
determind con el test de Bonferroni. El efecto positivo de la degradacion de oxitetraciclina en
leche o suero fue gracias a la accion de la lacasa en todas sus concentraciones o por el
pretratamiento de desuerado sin adicién de lacasa, consiguiéndose una remocion del 75% del
antibidtico. Se recomienda utilizar la acidificacion para obtener el suero, el cual presenta niveles
de oxitetraciclina lo suficientemente bajos como para reutilizarlo, en lugar de desechar al suelo o

agua.

Palabras claves: INGENIERIA Y TECNOLOGIA QUIMICA, OXITETRACICLINA,
LACASA, DEGRADACION DE ANTIBIOTICOS, LECHE.

05-08-2020
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ABSTRACT

The objective of this work was to analyze the degradation of oxytetracycline residues in milk
using the laccase enzyme and performing pretreatments. Milk samples were prepared with 200
MM of oxytetracycline, which were thermally pretreated, drained to obtain the serum, skimmed
or without treatment. These in turn were subdivided into 3 subgroups, each of which were
inoculated with 0,1 mg L*; 0,2 mg L™ or 0,3 mg L* of laccase. Before inoculation with laccase,
control samples were taken and after addition of the enzyme, samples were taken every hour for
6 hours. An extraction of the antibiotic was performed to quantify its presence in the milk or
serum samples through high performance liquid chromatography. A repeated measures ANOVA
was performed and the differences between groups was determined with the Bonferroni test. The
positive effect of the degradation of oxytetracycline in milk or serum was due to the action of
laccase in all its concentrations or by the pretreatment of drainage without addition of laccase,
achieving 75% removal of the antibiotic. It is recommended to use acidification to obtain the
serum, which has levels of oxytetracycline low enough to reuse it, instead of discarding it in the

soil or water.

Key words: CHEMICAL ENGINEERING AND TECHNOLOGY, OXYTHETRACYCLINE,
LACCASE, ANTIBIOTIC DEGRADATION, MILK.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

1.1.1 Situacion problemética

Existen antibi6ticos que se emplean como promotores de crecimiento y otros sélo con fines
terapéuticos. 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 antibi6ticos se ve necesario para los
pequefios y grandes ganaderos. Sin embargo, un uso incorrecto de los mismos puede conllevar a

graves problemas ambientales, de salud, y econémicos (Allison, 1985; Alsager et al., 2018; Rama et al.,
2017; Schewe y Brock, 2018).

Frente a la presencia de antibi6ticos en leche, los productores de leche se pueden ver inmersos en
sanciones, porque si este alimento es destinado al consumo humano puede producir alergias a
nivel de la piel, enfermedades como el asma e incluso reacciones anafilécticas a la penicilina, por

citar algunos ejemplos (Allison, 1985; Rama et al., 2017).

La presencia de antibidticos en leche genera ademas pérdidas econémicas, ya que puede interferir
en la calidad de productos derivados, como el yogurt, el queso o la mantequilla, en los que se
produce destruccion de los cultivos iniciadores o pérdida del sabor. A causa de estos problemas

se debe desechar la leche contaminada (Allison, 1985; Rama et al., 2017).

La leche con residuos de antibiéticos se elimina sin un previo tratamiento de degradacion, por
cuanto su propagacion ocasiona contaminacion del entorno ambiental y puede provocar la

aparicion de cepas patdgenas resistentes que conllevan a la ineficacia de los antibidticos (Alsager
et al., 2018; Schewe y Brock, 2018).

Los residuos de antibi6ticos también pueden matar bacterias benéficas del suelo que ayudan a
mantener su fertilidad o a su vez, las plantas que se siembran en suelos contaminados pueden
absorber de la tierra estos residuos, o que segiin Zimmermann et al. (2012), puede ocasionar en los
vegetales impactos fitotoxicos que producen raices cortas y retardo en la germinacion de cultivos;

por ejemplo, las tetraciclinas perduran meses en el suelo (Zimmermann et al., 2012).

1



Frente a esta situacidn se han realizado estudios, que se describen mas adelante en la seccién de
antecedentes de este trabajo, para degradar antibidticos mediante diferentes técnicas como
radiacion ultravioleta o a través de procesos de oxidacidn avanzada, que han arrojado resultados
satisfactorios, pero estos métodos resultan costosos y ademas producen subproductos con méas

toxicidad de acuerdo con Rodriguez et al. (2016).

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, ésmosis inversa o radiacion UV, a pesar de esto los residuos de

antibioticos pueden persistir (Batt et al., 2006; Homem y Santos, 2011).

Por lo tanto, no existe un proceso que permita degradar los antibiéticos presentes en la leche antes
de que sea descartada para que el ganadero o el productor de leche puedan implementarlo, de
forma facil y sin altos costos.

Por otra parte, la distribucion de los antibiéticos en diferentes componentes de la leche permite
gue puedan volver a ser utilizados, como en alimentacién animal, si la concentracion esta dentro
del Limite Maximo de Residuos (LMR) (Ozdemir et al.,2018).

De acuerdo al Codex Alimentarius (2015), la oxitetraciclina (OTC) tiene un LMR de 100 pg L* en
alimentos de consumo humano. Por otra parte, las enzimas que fabrican los hongos terrestres
constituyen una alternativa para la degradacion de diferentes quimicos, entre estos los
antibidticos, y ofrecen ventajas porgue al emplear enzimas naturales se minimiza o elimina el uso

de agentes quimicos que en otros procesos de descontaminacion son imprescindibles (Mata et al.,
2017).

Los antibidticos y otros medicamentos son moléculas constituidas por carbono y su estructura
guimica es muy similar a las moléculas de lignina. En consecuencia, existen evidencias que estas
enzimas ligninoliticas (oxidasas y peroxidasas) pueden degradar antibidticos y otros
medicamentos, asi como otras moléculas organicas contaminantes que incluyen a los plaguicidas

organofosforados, en otros, menos nocivos para el ambiente (Mata et al., 2017).

1.1.2 Formulacion del problema

¢ Es efectivo el uso de lacasas para degradar los residuos de oxitetraciclina en leche, y es posible
mejorar dicha efectividad realizando pre-tratamientos térmicos o fraccionamiento por

acidificacion o desengrasado de la misma?



1.1.3 Preguntas directrices o especificas de la investigacion

¢A través de ensayos a nivel de laboratorio se podré observar la efectividad de las lacasas como

degradador de oxitetraciclina y el tiempo minimo de permanencia en leche?

¢Los pre-tratamientos de la leche favorecen la degradacion de residuos de oxitetraciclina

conjuntamente con el uso de la enzima lacasa?

¢El uso de lacasas, en diferentes concentraciones, afecta a la degradacion de residuos de

oxitetraciclina en leche?

1.1.4 Justificacion de la investigacion

Dentro de las lineas de investigacion de la Maestria en Ingenieria Quimica Aplicada se menciona
Remediacion del ambiente (tratamiento de residuos y efluentes). El presente proyecto se
fundamenta en la necesidad de buscar e implementar un proceso que permita descomponer los
residuos de antibidticos presentes en leche antes de que éstos causen impacto ambiental negativo

y por ende ponga en riesgo la vida de los seres vivos.

La persistencia de residuos de antibiéticos en el medio ambiente son resultado del empleo en
terapéutica para tratar infecciones en humanos y animales. Estos residuos que van a encauzarse
en rios, aguas superficiales y subterraneas, provocan contaminacion y, aunque se puede decir que
el agua puede purificarse en plantas de tratamiento, los antibidticos no son eliminados en su
totalidad y es por eso que se han llamado residuos persistentes, de manera que puede afectar

incluso a organismos vivos y afectar el ecosistema natural (Ramirez et al., 2014).

La principal preocupacion de los contaminantes emergentes, y en particular de los antibi6ticos,
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 todo el medio ambiente; asi, los antibidticos disponibles para tratar infecciones

bacterianas van a resultar ineficaces (Alsager et al.,2018).

Un tratamiento adecuado consiste en la aplicacion de enzimas para conseguir la remocidn de estos
contaminantes, dada su naturaleza bioldgica y su biodegradabilidad. En el caso de la leche
contaminada con residuos de antibioticos, se quiere estudiar la degradacion de los mismos
mediante pre-tratamientos como el tratamiento térmico, la extraccion de caseina y obtencion de

suero mediante fraccionamiento por acidificacion previo desengrasado de la leche que, junto con



la adicion de la enzima lacasa, posibiliten al ganadero tratar en forma correcta la leche

contaminada, sin que perjudique el medio ambiente.

Al momento de comparar pre-tratamientos en leche, como tratamiento térmico y desengrasado
con fraccionamiento por acidificacidn, frente a leche cruda se investigara si la efectividad de la
lacasa mejora, de esta manera se podré dotar al ganadero de un proceso que impida la propagacion

de los mencionados contaminantes en el ambiente.

Por lo expuesto, es imprescindible encontrar formas y métodos para descartar de forma ideal los
alimentos cuando contienen antibidticos, y en este caso la leche, para prevenir problemas

ambientales.

1.1.5 Objetivo general de investigacion

e Degradar residuos de oxitetraciclina en leche a través de pretratamientos y uso de lacasas

para mitigar la contaminacion del suelo y agua.

1.1.6 Objetivos especificos de investigacion

e Evaluar el efecto de la enzima lacasa a concentraciones de 0,1 mg L*; 0,2 mg Ly 0,3

mg L en la degradacién de residuos de oxitetraciclina en leche.

e Determinar si los pretratamientos de la leche favorecen la degradacion de residuos de

oxitetraciclina conjuntamente con el uso de la enzima lacasa a diferentes concentraciones.

o Establecer la efectividad de la lacasa y el tiempo minimo de permanencia de residuos de

oxitetraciclina en leche.

1.1.7 Hipotesis

1.1.7.1 Hipotesis general

e La degradacion de residuos de oxitetraciclina en leche es efectiva a través de

pretratamientos y uso de lacasas.



1.1.7.2 Hipotesis especificas

e Es posible establecer la efectividad de la lacasa y la cantidad residual de oxitetraciclina

en la leche.

e Los pre-tratamientos de la leche favorecen la degradacion de residuos de oxitetraciclina

conjuntamente con el uso de la enzima lacasa.

e El uso de lacasas, en diferentes concentraciones, pueden degradar residuos de

oxitetraciclina en leche.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes del problema

Se han realizado estudios de degradacion de medicamentos y sustancias organicas presentes en
agua residual aplicando un coctel de lacasas fungicas de Pycnoporus sanguineus para remover
diclofenaco, beta-naftol, 2,4 diclorofenol, 5,7-diyodo-8-hidroxiquinolina. Rodriguez et al. (2016),
consiguieron porcentajes de remocién 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 ultimo.

Otros estudios arrojaron mejores porcentajes de remocion, mediante la aplicaciéon de lacasas
comerciales puras de Trametes versicolor. Mientras tanto, Margot et al. (2013), consiguieron una
remocién, en agua residual contaminada con diclofenaco, acido mefenamico, triclosan y bisfenol
A, mayor al 90% con una concentracion de enzima igual a 730 UL, en un tiempo entre 40
minutos y cinco horas. Ademas, la importancia del tratamiento bioldgico con enzimas para
eliminar contaminantes emergentes como los antibidticos radica en que los subproductos de

degradacion son menos toxicos o mas susceptibles de biodegradacidn (Margot et al.,2013).

Para degradar antibi6ticos en agua como sulfonamidas, tetraciclinas y quinolonas, Ding et al. (2016)
emplearon menor cantidad de lacasa pero con la ayuda de mediadores como siringaldehido o
hidroxibenzotriazol, y aunque los tiempos de remocién disminuyen a un lapso de 15 minutos a
180 minutos, se valen de métodos adicionales como el uso de suelos adsorbentes. De acuerdo a
Becker et al. (2016) el uso de mediadores como siringaldehido conduce a un aumento de la toxicidad

a causa de los subproductos formados con el siringaldehido.

La mayor parte de trabajos que utilizaron enzimas para degradar sustancias quimicas y en el caso
de las lacasas, especializadas en la oxidacion de compuestos fendlicos, lo hicieron con extractos

fangicos (Trejo et al., 2000).

Una minoria de investigaciones se realizaron con lacasas purificadas en el que se estudi6 la
degradacion de disruptores quimicos, nonilfenol y triclosan; eliminadndose el 95% a pH 5 en un

tiempo de 8 horas a una actividad enziméatica de 100 U L (Ramirez et al., 2014).



Los estudios llevados a cabo hasta el momento para degradar antibioticos en leche se han
efectuado con la ayuda de procesos de oxidacion avanzada con 0zono (Alsager et al., 2018). Mediante
0zono se logré remover entre un 70 a 95% de diferentes tipos de antibidticos en un tiempo de 10
minutos de contacto con 0zono mas 5 dias de envejecimiento de la leche, mediante radiacion
solar, ultravioleta y con fotocatalizadores quimicos se pudo remover entre el 44 y 100% de
trimetoprima y sulfametoxazol en un tiempo de 20 a 35 minutos (Martinez et al., 2018) 0 aplicando
métodos electroquimicos con los que se degrad6 un 83% de oxitetraciclina en 6 horas (Kitazono et
al., 2012), pero resultan costosos y complicados de implementar por parte del productor de leche.

En otras investigaciones realizadas para eliminar antibi6ticos en leche se hizo uso de adsorbentes
como carbdn activado o resinas funcionales, pero los métodos no resultan factibles porque no se
consigue una separacion total del antibiético de la leche segun lo descrito en la publicacion de
Alsager et al. (2018). Ademas, s6lo puede removerse cantidades de antibidtico pequefias entre 0,01y
0,2 Unidades Internacionales en tiempos que van desde minutos a varias horas, ya que depende
del tamafio de particula del adsorbente y se consigue separar la molécula de antibidtico mas no

degradarla (Charm,1980).

En el presente trabajo se valor6 la efectividad de la degradacion de antibi6ticos en leche
agregando la enzima lacasa de Trametes versicolor y para analizar si mejora la degradacion se
realizaron pretratamientos que son: pretratamiento térmico o extraccion de grasa y
fraccionamiento por acidificacion de la leche descremada para la obtencion de suero. Asi, se
podria brindar la posibilidad, tanto a pequefios como a grandes productores de leche, de aplicar
un proceso facil y barato para dar tratamiento a la leche contaminada con xenobi6ticos antes de

verter al medio ambiente, evitando que se produzca un grave dafio al ecosistema.

2.2 Bases tedricas

2.2.1 Residuos de antibioticos detectados en leche

En el Ecuador, el estudio de Ortiz et al. (2017), detecto que, de 141500 litros de leche cruda, el 64.7%
no era apta para el consumo humano, ya sea por la presencia de antibiéticos, agentes
neutralizantes o peroxido de hidrogeno. En la zona austral de Ecuador se concluye que el 65% de
antibioticos que mas inciden son los betalactdmicos (Ortiz, 2014). Incluso, se ha detectado residuos
de antibi6ticos en ciertas leches comerciales del Ecuador (Diaz, 2008). Los antibi6ticos mas usados
en ganaderia, segln Ledn (2013), son los betalactamicos, aminoglucésidos y tetraciclinas para el
control de enfermedades y manifestaciones clinicas como mastitis, retencion placentaria,

traumatismos y fiebre.



En Kosovo se encontré que la amoxicilina, penicilina G y cloxacilina son los residuos presentes
con mayor frecuencia en leche de granjas ganaderas (Ramaet al., 2017). En otros estudios se reportan
que los antibi6ticos mas comunes y de utilidad en ganaderia son amoxicilina, doxiciclina,

ciprofloxacina y sulfadiazina (Alsager et al., 2018).

De acuerdo con Vésquez y Olivera (2012), entre los betalactdmicos més frecuentes que pueden
encontrarse en leche de vaca son mezclas de cloxacilina y ampicilina, penicilinas G y en menor
cantidad cefalosporinas, amoxicilina y penetamato. Segin Cruz (2009), en el caso de vacas
enfermas con metritis puede administrarse cefapirina benzatinica y oxitetraciclina, las mismas

que pueden ser excretadas en la leche.

De acuerdo con American Institute Meat (2011), el grupo terapéutico de las tetraciclinas es el
antibiotico mas utilizado para animales de consumo humano. Por lo tanto, para el presente trabajo
de titulacion se utilizard la oxitetraciclina como componente experimental, ya que esté dentro del

grupo farmacol6gico mencionado.

2.2.2 Pre-tratamientos de la leche

Este trabajo se llevd a cabo con el objeto de que el ganadero pueda emplear un proceso sencillo
para degradar residuos de antibi6ticos en leche, sin que se requiera de un equipamiento costoso,
0 materiales que tornen complejo el tratamiento. Por ello que se quiso investigar los
pretratamientos factibles de llevar a cabo como son tratamiento térmico, desengrasado y
fraccionamiento por acidificacion con fines de extraer el suero, para indagar si el comportamiento

de las lacasas mejora 0 no, en comparacién a la actividad de la lacasa en leche cruda.

Los pretratamientos que se usaron en el presente trabajo se detallan a continuacion.

2.2.2.1 Tratamiento térmico

Segun Rosado y Rosado (2013), un tratamiento térmico se aplica a la leche con fines de reducir riesgos
en la salud humana a causa de organismos patégenos asociados al alimento, evitando que se
produzcan alteraciones fisicas, quimicas y organolépticas del producto. Sin embargo, el
incremento de temperatura se puede aprovechar con fines degradativos de residuos de
antibidticos. De acuerdo con Ortiz (2014), se sabe que la penicilina, por ejemplo, sufre degradacion

hasta un 20% a 90°C durante 30 minutos.



2.2.2.2 Desengrasado y fraccionamiento por acidificacion

Segun Alsager et al. (2018), los antibidticos disponibles en forma libre poseen cierta preferencia por
dirigirse a la caseina, porque las moléculas pequefias similares a los antibiéticos como la lactosa
y las vitaminas no estan libremente disponibles en solucién. A pesar de esto, no es un dato
concluyente puesto que de acuerdo con Gémez (2017), los antibidticos como la oxitetraciclina son
compuestos hidrosolubles y pueden permanecer en el suero al momento de realizar un
fraccionamiento de la leche. Es necesario estudiar el comportamiento de la lacasa y de los
antibidticos en las fracciones de leche.

Con el objetivo de realizar un fraccionamiento &cido de la leche, en primer lugar, se realiz6 un
pretratamiento de desengrasado mediante centrifugacion y descremado. El suero de la leche es un
liquido transldcido verde que se obtuvo de la leche descremada después de la precipitacion de la
caseina. El suero se obtuvo por adicion de &cidos clorhidrico, con lo que disminuy6 el pH de la

leche hasta 4,6 y posteriormente se centrifugo.

2.2.3 Uso de lacasas en degradacion de contaminantes

Investigaciones de Ahumada (2016), con enzimas de hongos de Penicillium commune, Aspergillus
terreus, Beauveria bassiana, Trichoderma harzianum, Epicoccum nigrum y Emericellopsis
alkalina demostraron una remocion de oxitetraciclina en agua igual al 73% en 18 dias. Las
enzimas de los hongos Trichoderma deliquescens, Trichoderma harzianum, Taralomyces
atroroseus y Penicilium crustosum degradaron 93% oxitetraciclina en agua en 21 dias. Entre las
enzimas de hongos para producir degradacion de antibidticos destacan las ligninasas con
propiedades oxidativas como las oxidasas y las peroxidasas (Ergun y Raziye, 2017; Mata et al., 2017).
Una clase de oxidasas representan las lacasas, que pueden degradar lignina, necesitan ademas

otras fuentes de carbono para realizar esta funcion; estas fuentes son la glucosa o la celulosa (Mata
etal., 2017).

El mecanismo de las lacasas para provocar oxidaciéon consiste en oxidar un nucleo fendlico,
mediante el retiro de un electron, de modo que se forma un radical fenoxilo que escinde la lignina
en sus mondmeros constituyentes. Sin embargo, las lacasas pueden también actuar en compuestos

no fendélicos (Mata et al., 2017).



CAPITULO Il

3. METODOLOGIA DE INVESTIGACION

3.1 Disefio de Investigacion

Se aplicd un disefio de investigacion experimental ya que se busca establecer el posible efecto de
degradacion del antibidtico (variable dependiente) de una causa (variable independiente) que se
manipula, como es la variacion de los niveles de lacasa (0,1 mg L*; 0,2mg L*y 0,3mgL?) yde
los pre-tratamientos que incluyen tratamiento térmico a 90°C por 20 minutos y fraccionamiento

por desnaturalizacion en medio acido.

El método inductivo del presente estudio se refiere a la comprobacién de la hipétesis de demostrar
la efectividad de la lacasa y de los pre-tratamientos mediante la experimentacion y de esta manera
con los datos que arrojaron la investigacién se generé nuevo conocimiento. Al tratarse de un
método analitico, se investigd el efecto de la concentracion de lacasa, distintos pre-tratamientos
de la leche como la pasteurizacion y el fraccionamiento por acidificacion y el tipo de antibidtico
utilizado sobre la velocidad de degradacion del antibidtico y el tiempo minimo de permanencia.
Finalmente, se realiz6 un método comparativo porque se establecio el proceso mas adecuado al
contrastar los resultados que se obtuvieron con la lacasa en leche cruda, tratada térmicamente y

en sus fracciones de caseina, suero y grasa, asi como entre las concentraciones de lacasa.

El estudio presenta un enfogque cuantitativo porque se utilizé instrumentos que arrojaron como
resultados una cantidad, como la concentracion de antibi6tico residual o el tiempo minimo de
permanencia, los mismos que al final fueron tratados estadisticamente. Estos datos podran ser

replicados.

Ademas, la investigacion presenta un alcance descriptivo y explicativo. Descriptivo porque busca
especificar propiedades, caracteristicas y tendencias importantes de la degradacion de los
antibidticos. Explicativo porque pretende indicar las causas que favorecieron la degradacion de
los antibioticos y en qué condiciones se manifestd una mayor o menor efectividad o por qué se

relacionaron dos 0 mas pre-tratamientos.

A continuacion, se detallan las fases experimentales que se realizaron para obtener los resultados,

que nos permitieron llegar a las conclusiones de la investigacion:
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3.2 Disefo experimental

3.2.1 Seleccion de la muestra

Se tomo leche libre de antibi6ticos como materia prima, en la que se simulé la presencia de
oxitetraciclina con una concentracion de 200 uM segln lo descrito por Alsager et al. (2018), Y Se
selecciond la cantidad de enzima lacasa, segun lo reportado en la literatura cientifica y las
Unidades Internacionales de la actividad asociada a la lacasa comercial.

3.2.2 Tamano de la muestra

Se parti6 de 8 L de leche, a la cual se afiadio el antibi6tico a una concentracion de 200 pmol L™,
Esta leche con antibi6ticos se subdividié en 3 porciones: una quedé como leche cruda con
antibiotico, otra que fue tratada térmicamente a 90°C por 20 minutos y la ultima se fracciond en
leche descremada y suero a través del 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 Lo 0,3 mg L™ Durante el tiempo
experimental el estudio fue realizado por triplicado y se tomaron muestras cada 60 minutos

durante 6 horas por triplicado.

Por lo tanto, el tamafio de la muestra fue 4 muestras (leche sin pre-tratamiento, pre-tratamiento
térmico, leche descremada y suero) x 1 antibidtico (oxitetraciclina) x 3 concentraciones de lacasas

(0,1mg L 0,2mgLty0,3mgL™?) x6 horas x 3 repeticiones = 252 muestras.

3.3 Célculo de la concentracion de antibidtico para adicion en leche

Para la obtencion de 250 mL (0,25 L) de leche con una concentracion de 200 uM de OTC se

afiadi6 una cantidad de antibidtico puro de acuerdo al siguiente célculo:

mol OTC 460,434 g OTC 100 g OTC

200 1076
’ L 1molOTC 984 0TC

* 0,25 L =0,0235 g OTC

11



3.2.3 Tabla de disefio experimental

Tabla 1-3: Codificacion de los tratamientos segln disefio experimental, los cuales fueron
realizados por triplicado.

Muestra Tiempo Trata- Tiempo (horas)
cero miento
Cddigo 2 to o t t t3 ta ts te
N [L1]N to [Li] [L1IN t2 [L1]N t2 [L1N ts [L1]N ts [LiNts  [L1]Nts
3 replicas 3replicas 3replicas  3replicas 3replicas 3replicas 3 replicas
[L2]N to [L2] [L2IN t1 [L2]IN t2 [L2IN ts [L2]IN ts [L2IN ts [L2]IN ts
3 replicas 3replicas 3replicas  3replicas  3replicas 3replicas 3 replicas
[L3]N to [Ls] [Ls]N t1 [Ls]N t2 [Ls]N t3 [L3]N ts [Ls]N ts [L3]N ts
3 replicas 3replicas 3replicas 3replicas  3replicas 3replicas 3 replicas
T [La]T to [L4] [LaT ta [LdT t2 [LaT ts [La]T ta [LaT ts [La]T te
3 replicas 3replicas 3replicas  3replicas 3replicas 3replicas 3 replicas
[L2]T to [L2] [L2]T t [L2]T t2 [L2]T ts [L2]T ta [L2]T ts [L2]T ts
3 replicas 3replicas 3replicas 3replicas  3replicas 3replicas 3 replicas
[Ls]T to [Ls] [Ls]T ta [La]T t2 [Ls]T ts [Ls]T ta [Ls]T ts [Ls]T te
3 replicas 3replicas 3replicas  3replicas  3replicas 3replicas 3 replicas
D [L1]D to [L1] [L1]D t1 [L1]D t2 [L1]D ts [L1]D ts [L1]D ts [L1]D ts
3 replicas 3replicas 3replicas 3replicas  3replicas 3replicas 3 replicas
[L2]D to [L2] [L2lDti [L]Dt2 [L2]D ts [L2]D ta [L2]Dts  [L2]D ts
3 replicas 3replicas 3replicas  3replicas 3replicas 3replicas 3 replicas
[Ls]D to [Ls] [Ls]D t1 [Ls]D t2 [Ls]D ts [L3]D ta [Ls]D ts [Ls]D ts
3 replicas 3replicas 3replicas  3replicas 3replicas 3replicas 3 replicas
S [Li]S to [L1] [LaSta [La]Sta [Li]S ts [La]S ta [Li]Sts [Li]S te
3 replicas 3replicas 3replicas 3replicas 3replicas 3replicas 3 replicas
[L2]S [L2] [L2]Sta [L2]S t2 [L2]S ts [L2]S ta [L2]Sts [L2]S te
3 replicas 3replicas 3replicas  3replicas 3replicas 3replicas 3 replicas
[Ls]S [Ls] [Ls]Sta [Ls]Sta [Ls]Sts [L3]S ta [Ls]Sts [L3]S te
3 replicas 3replicas 3replicas  3replicas 3replicas 3replicas 3 replicas

2Muestras de Leche con Oxitetraciclina (N=cruda, T=tratada térmicamente, D=descremada, S=suero)
® Diferentes concentraciones de lacasa ([L1]=0,1 mg L%, [L;]=0,2 mg L%, [L5]=0,3 mg L™
Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.

3.4 Preparacion de la muestra en leche cruda

Se prepar6 las muestras de leche con oxitetraciclina, de la siguiente manera:

e Sepes60,0235 g de OTC para diluir con una varilla de vidrio en un vaso de precipitacion
de 50 mL, con una pequefia cantidad de leche. Después, se agrego la leche con la OTC

disuelta en un balén de aforo de 250 mL.
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e El vaso en el que se disolvio la OTC, se enjuagd con leche y se depositd en el balén de
aforo hasta completar los 250 mL. A cada una de las muestras de 250 ml de leche cruda
con oxitetraciclina se agregé la enzima lacasa en una concentracién de 0,1 mg L?; 0,2
mgL?;0,3mg L™

3.5 Preparacion de la muestra en leche con pretratamiento térmico

e Sepes60,0235 g de OTC para diluir con una varilla de vidrio en un vaso de precipitacion
de 50 mL, con una pequefia cantidad de leche. Después, se agreg6 la leche con la OTC
disuelta en un bal6n de aforo de 250 mL.

e El vaso en el que se disolvio la OTC, se enjuagd con leche se depositd en el balon de
aforo hasta completar los 250 mL. Las muestras preparadas, se calentaron a 90°C por 20
minutos sin que alcancen el punto de ebullicion y se dejaron enfriar hasta temperatura
ambiente. A las muestras sometidas a pretratamiento térmico se agreg6 la enzima lacasa

en una concentracion de 0,1 mg L*; 0,2 mg L%; 0,3 mg L.

3.6 Fraccionamiento de la leche: desengrasado y acidificaciéon

¢ Siguiendo la metodologia descrita seglin Ozdemir et al. (2018) para amoxicilina y realizando
modificaciones menores de la técnica, se adiciond 50 ml de leche entera en un tubo falcon

de 50 mL y se centrifugd a 4000 x g durante 45 minutos a 24°C y se retird la crema.

e Laleche descremada se usé para fraccionamiento de suero y otra parte permanecié como

tal para realizacion de los andlisis.

e Para separar las caseinas del suero, en el matraz con leche descremada se adicion6 HCI
37,7% hasta llegar a pH 4,6.

e Se realiz6 la centrifugacion a 3000 x g durante 30 minutos a 24°C, con menores
modificaciones de la metodologia descrita por ziv y Rasmussen (1975), para la obtencion de
caseina y suero. Posterior a esto, el suero se llevd a pH de 6,7 mediante la adicion de una

solucion de NaOH 37,7% con el proposito de trabajar al mismo pH de la leche.

e Las fracciones de leche descremada y suero de 250 mL se agruparon de forma adecuada
para que unas muestras reciban una concentracion de 0,1 mg L* de lacasa y otras muestras
02mgL'y0,3mgL™
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3.7 Preparacion de la enzima lacasa y adicion a la leche o suero

Para preparar una solucién madre de lacasa a una concentracién de 100 mg L se procedi6 de la

siguiente manera:

Se pes6 0,010 g (10 mg) de enzima lacasa, se disolvid y afor6 en 100 mL (0,1 L) de agua
destilada para obtener una solucién de concentracién enzimatica 100 mg L.

Una vez preparadas las muestras de leche y la solucién madre de lacasa, previo a afiadir
la enzima, se tomaron muestras que serdn consideradas control al tiempo 0 (to),
Seguidamente, se afiadid la lacasa a cada muestra de leche (cruda, tratada térmicamente,

descremada) o suero, tal como se explica a continuacion:
Para preparar la muestra con 0,1 mg L? de lacasa se tomé una alicuota de 250 pL
(0,00025 L) de la solucién de 100 mg Lt de lacasa en agua y se adiciono al balén de 250
mL que contiene la leche o suero con el antibi6tico, de esta manera se obtuvo 250 ml de
leche con 0,1 mg L™ de enzima lacasa, que a partir de ahora tendra la codificacion de L.
El célculo se muestra a continuacion:

C1V1 = C2V2

100 mg L™ %« 0,00025L =0,1mg L™ = V,
V, = 0,25 L (250 mL)

Para preparar la muestra con 0,2 mg L de lacasa se tom6 una alicuota de 500 pL (0,0005
L) de la solucién de 100 mg L de lacasa en agua y se adiciond al balén de 250 mL que
contiene la leche o suero con el antibidtico, de esta manera se obtuvo 250 ml de la
solucién 0,2 mg L de enzima lacasa, que a partir de ahora tendra la codificacion de L.
El célculo se muestra asi:

C1V1 = 62V2

100mg L™ % 0,0005L =0,2mg L™t = V,

V, = 0,25 L (250 mL)
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e Finalmente, para preparar la muestra con 0,3 mg L™ de lacasa se tomd una alicuota de
750 pL (0,00075 L) de la solucién de 100 mg L de lacasa en agua y se adicion6 al balon
de 250 mL que contiene la leche o suero con el antibi6tico, de esta manera se obtuvo 250
mL de la solucién 0,3 mg L de enzima lacasa, que a partir de ahora tendrd la codificacion

de Ls. El calculo se muestra a continuacion:

GiVy = GV,

100mg L™ % 0,00075 L =0,3mg L™ = V,

V, = 0,25 L (250 mL)

En la Figura 1-3 puede apreciarse en forma gréfica la preparacion de las soluciones.

De cada preparacion de leche o suero con las diferentes concentraciones de lacasa, se fueron

tomando muestras cada 60 minutos durante 6 horas.

3.8 Parada de la reaccién, extraccion y analisis cromatografico

Seguidamente a la toma de la muestra cada hora, para realizar el analisis cromatografico de las
muestras de leche y suero, después de la adicion de la enzima lacasa, se procedio6 de la siguiente

manera.

e Semezcl6 2 mL de cada muestra con 5 mL de acetonitrilo para posterior agitacion durante
10 minutos en vortex. Se centrifug6 a 9500 rpm por 15 minutos y 5 mL de sobrenadante

se depositd en un tubo de ensayo.

e Se evapord los 5 ml de sobrenadante a bafio maria hasta sequedad y el residuo de
antibiotico se reconstituy6 con 2 ml de agua grado HPLC, cada muestra se hizo pasar a
través de un filtro de jeringa marca Phenex (Phenomenex ) RC (celulosa regenerada) de

26 mm de 0,2 um de tamafio de poro.
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Adicionar la alicuota de
250 pL en los 250 mL de
muestra con OTC.

250 ml con 0,1 mg L* de lacasa

Adicionar la alicuota de
500 pL en los 250 mL de
muestra con OTC.

250 ml con 0,2 mg L* de lacasa

Solucién madre con 100 mg L*

de lacasa .. .
Adicionar la alicuota de

750 pL en los 250 mL de
muestra con OTC

250 ml con 0,3 mg L* de lacasa

Figura 1-3: Esquema de la adicion de las tres concentraciones de enzima lacasa a las muestras

de leche o suero con oxitetraciclina (OTC).

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.

Se inyectd 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 didametro interno, a una velocidad de flujo de 1 mL min™, la fase mévil
fue (%v/v) 20:80 de acetonitrilo y solucion de EDTA al 0,1% ajustado a pH 3,8 con acido

fosforico concentrado.

Se aplicd elucidn isocréatica siguiendo la técnica para doxiciclina y oxitetraciclina, como se indica

en el estudio de Alsager et al. (2018) y Fletouris et al. (2008), respectivamente. La oxitetraciclina y la
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doxiciclina son tetraciclinas con una estructura quimica muy similar como se muestra en la Figura

2-3: motivo por el cual se utilizo la técnica descrita.

OH O HOHO ©
0O

H 1l H
HC  OH N
HsC™ “CH,

Figura 2-3: Estructura quimica de la oxitetraciclina y doxiciclina

Fuente: (Universidad de Chile, 2007, pag. 50), Avances en Ciencias Veterinarias

Para el andlisis cromatografico se seleccion6 una longitud de onda igual a 360 nm, previa la
realizacion de un barrido espectral de una solucién estandar. El estandar analitico tuvo una pureza
de 98%.

3.9 Preparacion de la curva de calibracion

Los valores de la curva de calibracion realizados en leche fueron: 200 uM, 150 uM, 100 uM, 50
UMy 10 uM. A continuacion, se detalla su preparacion:

Para preparar la solucién 200 uM de oxitetraciclina, se pesé 0.0235 g de OTC para diluir con una
varilla de vidrio en un vaso de precipitacion de 50 mL, con una pequefia cantidad de leche.
Después, se agrego la leche con la OTC disuelta en un balén de aforo de 250 mL. El vaso en el
que se disolvié la OTC, se enjuagd con leche y se depositd en el bal6n de aforo hasta completar
los 250 mL.

Para obtener 150 uM de OTC a partir de la solucién madre, se tomé 37,5 mL de ésta y se agrego
12,5 mL de leche.

GV =GV,

200 uM * V; = 150 uM = 50 mL

V, =37,5mL

Para obtener 100 uM de OTC a partir de la solucién madre, se tomd 25 mL de ésta y se agregd a
25 mL de leche.
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GVy =GV,

200 uM * V; = 100 uM * 50 mL

V]_ = 25 mL

Para obtener 50 UM de OTC a partir de la solucion madre, se tomd 12,5 mL de ésta y se agregd a
37,5 mL de leche.

GV =GV,

200 uM * V; = 50 uM * 50 mL

V, =12,5mlL

Para obtener 10 uM de OTC a partir de la solucidén 200 uM, se tomé 1 mL de ésta y se agregé a
47,5 mL de leche.

GV = GV,

200 uM * V; = 10 uM * 50 mL

V, =2,5mL

Se realizé la lectura cromatografica para establecer la curva de calibracion. Los estandares de la

curva de calibracién se sometieron al mismo procedimiento de extraccion que las muestras.

3.10 Analisis estadistico

El Andlisis de Varianza (ANOVA) de un factor de medidas repetidas sirve para analizar la
varianza de un factor asociada a una variable dependiente cuantitativa. Esta herramienta

estadistica permite establecer si existe diferencia en la media de més de dos grupos.

Para el presente estudio se aplico un Anélisis de Varianza de medidas repetidas, para determinar
la existencia o no de diferencia estadistica significativa, a un nivel de confianza 0=0,05, entre

cada uno de los tiempos de muestreo, los pretratamientos y los tratamientos enziméticos. La
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prueba estadistica de Bonferroni permitio la comparacion de pares de medias, para especificar

entre qué grupos ocurrid diferencia estadistica significativa.

Para llevar a cabo el andlisis estadistico se emple0 el programa informético SAS (version 9).

3.11 Analisis técnico - econémico

Segun los datos reportados por la FAO, la produccién de leche de vaca en Ecuador en el afio 2018
se establecié en poco méas de 1.500.000 toneladas de leche (FAOSTAT, 2020). Una leche contami-
nada con antibidticos debe ser retirada de la cadena de suministro. Los antibiéticos se manifiestan

en la leche cuando una vaca se enferma y es tratada con dichos medicamentos.

La cantidad de leche que puede contaminarse esta determinada por la raza de la vaca. En Ecuador,
las vacas lecheras como Holstein-Friesian puede alcanzar hasta 25 L e incluso 50 L en dos orde-
fios, en algunos casos. Brown Swiss es la raza mas extendida del pais y puede producir hasta 25
L de leche al dia, las vacas Jersey llegan hasta los 28 a 30 L al dia y Gir Orlando puede producir
20 L diarios (Jara'y Maldonado, 2011).

Mientras tanto, el periodo de retiro de leche en vacas consiste en el intervalo de tiempo transcu-
rrido entre la Gltima administracion del medicamento y el ordefio para garantizar al consumidor
un alimento con una concentracion del farmaco por debajo del LMR. EIl periodo de retiro del
antibiotico varia en dependencia del tipo. Para la oxitetraciclina hidrocloruro el tiempo de retiro
es 3 dias. La oxitetraciclina LA de 200 mg mL*y 300 mg mL™* tienen tiempos de 4 dias y 6 dias,

respectivamente (Parra et al., 2003).

Suponiendo que se enferma una vaca, se debe descartar 25 L de leche aproximadamente, y to-
mando en consideracién 3 dias, se obtiene un minimo de 75 L. Es el minimo volumen cuantifica-
ble de leche a descartar. No se puede predecir ni el nimero de vacas que pueden enfermarse, ni
la frecuencia con la que puedan adquirir alguna infeccién como mastitis, metritis, neumonia o
parasitosis y tampoco se puede predecir cuantas veces en un afio se requerira el uso de antibioti-
cos. Un dato muy interesante citado por Betancur (2015), es que la raza Holstein presenta mayor

susceptibilidad a mastitis con relacion otras.

Asi, es amplia la bibliografia que cita esfuerzos por degradar antibiéticos en leche (descrita en el

apartado de antecedentes). Si se descarta en el suelo o se descarta en rios se contribuye a aumentar
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la contaminacidn. No es justificable que sélo se espere volumenes inmensos para producir conta-
minacion puesto que esta tiene lugar como resultado de muchas actividades ganaderas, pero todas

contaminan y si se suman generan un impacto ambiental gravisimo.

Por ejemplo, segun la revision de Kemper (2008), la resistencia bacteriana ocurre porque en el en-
torno ambiental existen medicamentos de multiples actividades humanas como uso de antibi6ti-
cos en hospitales, excretas de humanos y animales, aguas residuales de industrias quimico- far-
macéuticas, etc.; reducir una de ellas ya constituye un paso para la mitigacion ambiental, esto se
respalda con lo dicho por Graham et al. (2016), que mientras menos residuos de antibidticos se tenga
en el ambiente menor probabilidad existe de que aparezcan superbacterias.

Se han encontrado sustancias antibidticas en aguas residuales y muestras de efluentes, en aguas
superficiales e incluso subterraneas y agua potable a nivel mundial. Con respecto a los antibiéticos
en la cria de animales, sus metabolitos o productos de degradacion pueden alcanzar el medio
acuatico mediante la aplicacion de estiércol o leche a areas usadas agricolamente, ocurre lixivia-
cion en capas mas profundas de la tierra y todo esto a causa de la escorrentia. Asi, los suelos

pueden actuar como fuente de contaminacion antibi6tica del medio ambiente acuatico (Kemper,
2008).

La concentracién de antibi6ticos en ciertas capas del suelo se denomina terracumulacion, convir-
tiéndose en un reservorio de antibidticos, que contribuye a su propagacién hacia otros terrenos y

a contaminar aguas subterraneas (Kemper, 2008).

Si se acostumbra a arrojar residuos con antibi6ticos sin pretratamiento, aunque sea en un pequefio
terreno, puede ocurrir una acumulacion similar a cuando el estiércol contaminado en el suelo
excede la tasa de degradacion de los antibi6ticos. La terracumulacién puede conllevar a una alte-
racion del ambiente microbiano, como la transferencia del material genético de una bacteria re-

sistente a una bacteria sensible (Kemper, 2008).

De acuerdo a la revisién de Kemper (2008), con respecto a la resistencia a las tetraciclinas en el
suelo, primero ocurrid en las bacterias en contacto con estiércol que se abono al suelo, pero luego
esa resistencia se evidencio en bacterias del suelo sin contacto con estiércol y bacterias de agua

subterraneas, consecuencia de la transferencia de factores de resistencia.

Los estudios experimentales sobre la actividad antimicrobiana de la tetraciclina unida al suelo han

demostrado que a pesar de que estos compuestos estan estrechamente adsorbidos por particulas
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del suelo, permanecen activos, mostrando efectos antimicrobianos que pueden influir en la selec-
cion de bacterias resistentes a los antibidticos en el medio terrestre. Las tetraciclinas pueden per-
manecer en el suelo durante mucho tiempo y esto se debe a la formacion de complejos de calcio,

gue se encuentra en el suelo en altas concentraciones (Kemper, 2008).

El impacto de varios antibidticos contra las bacterias que viven en las aguas residuales ha sido
documentado. En aguas residuales, de alcantarillado y de plantas de tratamiento, se han detectado
bacterias resistentes y multirresistentes, posiblemente ingresando a la cadena alimentaria directa-
mente a través de lodos de depuradora utilizados como fertilizantes o aguas residuales que sirven

para riego (Kemper, 2008).

En condiciones de prueba en sistemas acuaticos, la mayoria de los compuestos antibi6ticos exa-
minados han sido persistentes, mientras que solo unos pocos han sido parcialmente biodegrada-
dos. Para descubrir la ocurrencia de medicamentos antimicrobianos en aguas superficiales y
efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales municipales, varios estudios han sido rea-

lizado en Alemania, Suiza y los Estados Unidos (Kemper, 2008).

Por lo general, no se espera que las penicilinas y las tetraciclinas sean encontradas en el ambiente
acuético debido a la facil hidrolizacion de penicilinas y la precipitacion y acumulacion de tetraci-
clinas. Sin embargo, estas sustancias se han detectado en niveles bajos en muestras de aguas su-

perficiales de EE. UU. y superiores niveles en el flujo de agua por tierra (Kemper, 2008).

La presencia de aislados bacterianos resistentes a la tetraciclina en lagunas y agua subterranea
han sido citados por Kemper (2008). Sin embargo, el aporte de antibidticos por uso agropecuario es

el origen menor de los antimicrobianos en el medio acuético.

No obstante, la difusion de los antibiéticos hacia el suelo y el agua es resultado de la falta de un
proceso para degradar residuos, para este caso los antibioticos en la leche. Este estudio permitié

realizar dos posibles vias de implementacion de un proceso sencillo que pueda ser llevada a cabo.

En primer lugar, la enzima utilizada en la presente investigacion fue una lacasa de Trametes ver-

sicolor, su costo fue $167,14 sin IVA el gramo, con el valor del impuesto fue $187,20.

La concentracion suficiente para conseguir una degradacion por debajo del LMR de oxitetraci-
clina fue 0,1 mg L de lacasa. Considerando un volumen de 75 L, resultado del anélisis técnico
realizado anteriormente, se deberia afiadir una cantidad de lacasa de 7,5 mg para obtener la con-

centracion que provoque degradacion del antibiotico.
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Para degradar un volumen de 75 litros de leche contaminada se necesita menos de 10 mg. Los 7,5
mg de lacasa se resumen en $1,25 para preparar la solucion degradante. Es decir, $1,25 cuesta
degradar 75 litros de leche contaminada. El costo podria verse disminuido si la produccion de la
enzima se lo haria en el pais 0 a su vez se podria tratar investigaciones con extractos fungicos de

Trametes versicolor.

El costo de mantenimiento dependera del nimero de ganado vacuno enfermo y de la periodicidad
de la infeccion.

También se puede aplicar un fraccionamiento por acidificacion de la leche para obtencién del
suero. Se puede realizar una descremacion previa. Para realizar la obtencién de suero se utiliz6
una cantidad minima de &cido clorhidrico concentrado, alrededor de 2 gotas para 250 mL. El costo
de los 500 mL de &cido clorhidrico bordea los $77,83.

Para una cantidad de 75 L se necesitaria 30 mL de HCI. Entonces, para obtener suero de 75 L de

leche se invertiria $4.67.

La obtencion de crema, si se desea destinar a industrias alimenticias que elaboran productos lac-
teos derivados se necesitaria de una descremadora. La descremacion podria hacerse dentro de la
empresa que comercializa productos derivados de la leche o alimentos que requieran como ingre-
diente base. No obstante, puesto que el trabajo esta orientado para el ganadero, el costo de una
descremadora de 100 L de capacidad, segln varios sitios de internet, es de $380 y alcanza hasta

los $8500 dependiendo del volumen y funciones adicionales del equipo.

En total el gasto invertido por el ganadero seria alrededor de $625 tomando en cuenta la descre-

madora de 100 L. Es decir, habria un costo de implementacion de mas o menos $625.

La periodicidad del empleo de la descremadora seria en funcion de su utilidad, siendo $0,09 el
kilovatio hora en la Sierra. Es decir, el costo de implementacion del proceso seria por debajo de
los $1000, tomando en cuenta la implementacion de posibles accesorios de instalacién y mano de
obra. El costo para mantener el proceso estaria por debajo de los $5 considerando un volumen
minimo mensual de leche contaminada, resultado obtenido del gasto minimo de la enzima, del
HCI, consumo eléctrico y mano de obra. Suponiendo un uso de la descremadora de 3 dias al mes,

dado que se ha enfermado una vaca el consumo seria:
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1500 w = 0,5 horas * 3 dias
(kWh)1000

Consumo?! =

kWh $0,09 B $0,20
mes x 1kWh  mes

Consumo = 2,25

Si se enferman 5 vacas al afio seria $1,00

En un andlisis econdmico mas detallado, con base en el disefio de procesos para Ingenieria Qui-

mica (Jiménez, 2013). Se consideraron los siguientes parametros:
Capacidad de la planta

, . L
Se tomara como referencia 500 —

Inversion fija (Ir)

La inversion fija comprende los implementos necesarios para desarrollo del proceso, para este

trabajo se necesit6 una descremadora de 100 L: $380.
Capital de trabajo (I,,)

El capital de trabajo comprende el dinero para mantener el proceso en marcha y dado que no re-

sulta un procedimiento complejo se estim6 $100 al afio.

Inversion total (I)

Resulta de la suma entre la inversién fija y el capital de trabajo, es decir, $711.
Materia prima (MP)

75 L $0,42 5vacas enfermas B $157,50

Leche: X X — —
1vacaenferma 1L aio afio

1 Formula para obtener el consumo eléctrico en Ecuador

23



Costo anual del consumo de energia (E)

El consumo anual de energia eléctrica para llevar a cabo el proceso de descremacion se puede

. . $
obtener con la férmula de consumo anotada anteriormente y que representa: £ = 1,00 —

Insumos y materiales, catalizador

1 g de lacasa cuesta $167,14 pero la pequefa cantidad de lacasa utilizada y para el volumen mi-

nimo de leche contaminada se obtuvo:

7,5 mg de lacasa

75 L x 5 vacas al afio = 375 L al afio

75L
L 7,5 mg de lacasa $167,14 $6,27
375——x x = —
afio 75L 1000 mg de lacasa afio

$6,27

Enzima lacasa:

Los 500 mL de HCI bordean los $77,83 y después de aplicar el calculo anterior se obtuvo:

30 mL HCl x 5 vacas al afio = 150 mL al afio

mL $77,83 _ $23,35
aﬁoxSOOmL_ ano

Costo de operacion del proceso (C)

C =alp + bMP + cE + dMO — pSP

alr comprende la inversion fija, que comprende los componentes principales de un proceso mas
la inversion de equipo auxiliar, bMP corresponde al costo de materia prima, cE representa el
costo de uno o varios servicios (electricidad, por ejemplo), dMO es el costo de mano de obra y
pSP es el precio de cada subproducto que se pudiera producir en el proceso. Esta formula puede
ser modificada en funcion del proceso que se realice, el objetivo que se persigue y el entorno en

el que se desenvuelve.
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$380,00 $1,00 $6,27 $2335
C=——F+—+——+—
ano ano ano ano

$410,62
C=———
afno

Constituye una antitesis colocar a la leche contaminada (materia prima) como un costo de opera-
cién, puesto que una vez que se encuentra residuos de antibidticos por encima del LMR, pierde
su valor total. Ademas, el proceso de este estudio tuvo como objetivo disminuir la carga residual
de oxitetraciclina en leche que se acostumbra a verter al medio ambiente para mitigar su conta-
minacion y no obtener un producto reutilizable en su totalidad. EI proposito de contribuir en una
parte a resolver el problema de la resistencia de antibi6ticos, representa un ahorro de dinero que
se gastaria para investigar nuevas drogas con accion antimicrobiana. Segun Ahern y Richardson
(2012), el costo de Ia resistencia a los antimicrobianos para el sistema de atencidn de salud humana

de los Estados Unidos se estimé entre $100 millones y $30 mil millones anuales.

Calculo de ventas anuales (S)

El costo de la crema de leche en el mercado de 200 g 0 0,2 kg es $1,49 y 1 kg de leche corresponde
a 1 L de leche aproximadamente. Para la crema, aunque mas densa, podemos asumir 0,2 L. Si

realizamos un calculo podemos obtener el precio de 1 L (1 kg) de crema de leche que seria $7,45.

Se puede suponer que al enfermarse 5 vacas la produccién de leche seria mas o menos 400
L

de leche que se utilizo para el calculo del valor de la MP, podemos obtener 4% de crema
prod
L L

y el 90% de suero. Asi tenemos 16 de suero. Como el costo de

de cremay 360

prod Tprod

operacion de un proceso puede evaluarse por unidad de tiempo (a;:o) 0 por unidad de produccion

$119,20 $126

(%), las cifras para la crema y el suero serian Y 0o (%0,35 el costo del suero), respecti-

afo

. - . $245,20
vamente. Finalmente, las ventas anuales de estos productos serian igual a —

Una vez calculado el costo de operacion del proceso (C) y las ventas anuales (S), podemos en-

contrar la utilidad o beneficio bruto (R) de la siguiente manera:

R=§-C
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R_$245,20 $410,62
~ afio afio

—$165,42
R=——7-—
ano

El beneficio bruto a simple vista pareciera indicar que su implementacion seria un proceso invia-
ble y provocaria una pérdida de $165,42. No obstante, esto podria cambiar mediante la confor-
macion de un acopio Unico de procesamiento de leche contaminada, dénde pueda recolectarse la
leche contaminada de todas las fincas ganaderas. Por ejemplo, Coronel y Paguay (2015), encontraron
91550,5 L de leche cruda contaminada y no apta para el consumo, que era destinada a la comer-

cializacion en la provincia del Azuay.

Esto incrementaria la cantidad de crema y suero reutilizable que conllevaria al aumento de dinero,
puesto que la venta de productos derivados de la leche (como la crema) incrementa el valor eco-
némico si se compara con la venta de leche cruda. Ademas, la compra de la descremadora, se
haria mediante el aporte econémico de varios ganaderos y no de manera individual, esto reduciria

el costo de implementacién del proceso.
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CAPITULO IV

4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion del tiempo de retencion de la oxitetraciclina

Para determinar el tiempo de retencion y localizacion exacta del pico de oxitetraciclina en los
cromatogramas, se prepararon muestras con alta concentracién del antibidtico y se analizaron en
el cromatografo. En la Figura 1-4: se puede apreciar el cromatograma en estas muestras control

positivo. El tiempo de retencion para la oxitetraciclina fue de 4,11 minutos.
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Figura 1-4: Muestra enriquecida con oxitetraciclina para detectar el tiempo de retencion del
antibidtico.

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.

4.2 Efecto de las concentraciones de lacasa

En la Tabla 1-4 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.
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Previo a afadir 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 pre-tratamiento, 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 reduccidn significativa se produjo a cada hora en la que
se tomd la muestra. Los niveles de oxitetraciclina encontrados a las 6 horas en estos tres
tratamientos en presencia de lacasa varié entre 47,51 a 53,36 uM. Si se hubiese alargado en el

tiempo, posiblemente se hubiera encontrado niveles de oxitetraciclina méas bajos.

En el caso del suero, el uso de lacasa, en cualquiera de sus concentraciones, produjo una muy
ligera disminucién de los niveles de oxitetraciclina, y aunque después de 6 horas se redujo con
diferencia respecto al tiempo 0, esta disminucion no fue méas de 5 uM.

Respecto al efecto de la concentracion de lacasa en las muestras de leche cruda sin pre-
tratamiento, tratada térmicamente o descremada, se observo una ligera disminucion del nivel de
oxitetraciclina presente en la muestra a medida que aumento la concentracion de lacasa. Sin
embargo, no fueron muy evidentes ni proporcionales al aumento de la concentracion de lacasa
afiadida. En el caso del suero, no hubo diferencias respecto a la cantidad de oxitetraciclina

presente en la muestra a medida que aumenté la concentracién de lacasa.

En el caso del suero, no hubo diferencias estadisticas significativa entre las diferentes
concentraciones de lacasa usadas en este estudio sobre la degradacion de oxitetraciclina en las

muestras durante todo el periodo de estudio.

4.3 Efecto de los pretratamientos de la leche

En la Tabla 2-4 se presentan los valores medios de la concentracién de oxitetraciclina en las
muestras, comparando los pretratamientos de la leche dentro de cada una de las concentraciones
de lacasa afiadidas. El objetivo de esta agrupacion y comparacion fue determinar si los
pretratamientos de la leche favorecen la degradacion de residuos de OTC, conjuntamente con el

uso de la enzima lacasa a diferentes concentraciones.
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Tabla 1-4: Valores medios de concentracion de oxitetraciclina (UM) en muestras de leche! cruda, tratada térmicamente, descremada y suero, con presencia de

diferentes concentraciones de lacasa durante 6 horas de contacto.

Tiempo

Pretratamiento® 0 Concentracion de lacasa? 1 2 3 4 5 6 EEM
Leche cruda 200,00 Baja 160,48 2 128,77 100,32 9 8291 62,52 53,36 ¢ 10,10
200,00 Media 150,90 126,25 & 98,30 % 79,69 & 63,31 7 50,30 % 9,75
200,00 Alta 148,64 ™ 125,83 & 95,81 79,17 & 60,80 ¥ 49,80 ¥ 9,76

0,00 EEM 1,82 0,58 0,69 0,62 0,44 0,56
Leche tratada 188,28 Baja 157,12 ® 126,60 < 98,72 ¥ 80,13 ¢ 60,75 50,71 % 9,79
termicamente 182,87 Media 156,14 ° 123,04 @ 96,87 76,18 & 59,81 W 4889 % 971
181,52 Alta 155,70 ® 122,35 & 96,05 % 75,31 & 58,96 ¥ 48,08 &% 9,72

2,06 EEM 0,38 0,68 0,50 0,77 0,30 0,41
Leche descremada 198,92 Baja 155,29 b 122,37 < 96,34 * 75,75 © 59,48 49,59 % 10,08
199,35 Media 154,55 P 12151 @ 9540 W 74,76 & 59,46 4856 % 10,11
199,11 Alta 153,82 P 120,51 ¥ 94,28 73,62 & 57,34 4751 ¢ 10,19

0,12 EEM 0,33 0,33 0,31 0,36 0,36 0,31
Suero 49,18 Baja 48,34 4731 P 46,50 P 46,03 ¢ 45,60 °© 4491 ° 0,32
49,29 Media 48,41 @ 4735 be 46,48 46,05 d 45571 ¢f 4490 f 0,32
49,37 Alta 48,49 @ 4742 46,78 bc 46,01 4535 de 4482 ¢ 0,34

0,05 EEM 0,21 0,18 0,10 0,22 0,13 0,19

2 Concentracion de lacasa en leche o suero: 0,1 mg L (baja), 0,2 mg L* (media) y 0,3 mg L (alta).
&9 |_etras diferentes en una misma fila indican diferencias estadisticas entre medias (P < 0,05).
#* | etras diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticas entre medias (P < 0,05).

3 EEM: error estandar de la media.

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.

29



Los pretratamientos de desuerado y térmico aplicados a la leche en este estudio redujeron
significativamente la cantidad de oxitetraciclina en las muestras. Sin embargo, el descremado casi
no redujo, en si, la cantidad de OTC en la muestra de leche (aprox. 199 uM vs 200 uM en la leche

cruda), al tiempo cero.

El pretratamiento que produjo una mayor reduccion de OTC fue el desuerado, con una menor
presencia del antibidtico en el suero (aprox. 49 UM, lo que significa una reduccion del 75% de la
muestra original), seguido del pretratamiento térmico (con un residuo de antibi6tico de 181-188
UM, reduccién de un 12% aprox.), al tiempo cero. La reduccion del 75% de OTC en el suero fue
debido a un reparto del antibidtico, el cual migré a la fase caseinica. Es decir, no se redujo por

una degradacion de la molécula, tal y como si sucedio con el pretratamiento térmico.

En la Tabla 3-4 se aprecia el porcentaje de degradacion de oxitetraciclina a través del tiempo a
las tres concentraciones de lacasa probadas, por cado pretratamiento aplicado. Esta presentacion
de los datos en porcentaje nos permite observar de mejor manera los efectos tiempo, pretrata-
miento y concentracion de lacasa combinados sobre la cantidad de antibiotico residual en las

muestras después del pretratamiento.

Se puede observar, por ejemplo, que la degradacidon del antibidtico a la primera hora en presencia
de lacasa, respecto al tiempo 0, fue mas rapida en la leche cruda (24% de reduccion), seguida de
la leche descremada (22 % de reduccidn), pasteurizada (16% de reduccién), y finalmente en el
suero, en el cual casi no se redujo la cantidad de antibiético por efecto de la lacasa (menos del 2%

de reduccién).

A lo largo del tiempo de degradacidn, los analisis mostraron una reduccién gradual y significativa
de la concentracion de antibidtico en las muestras de leche cruda, pasteurizadas y descremadas,
de entre un 74 y 76% de reduccidn a las 6 horas de la aplicacion de la lacasa. Sin embargo, en las
muestras de suero, a pesar de que el pretratamiento redujo significativamente la cantidad de anti-

bidtico, el efecto de la lacasa en estas muestras casi no degradé la OTC.
A pesar de ello, tal y como se observo en la Tabla 1-4, el simple hecho de obtener el suero, fue
suficiente para obtener valores residuales de OTC similares a aquellos obtenidos combinando los

otros pretratamientos con el uso de lacasa.

En todo caso, se puede decir que los pretratamientos térmico y descremado, junto con el uso de

la lacasa influyen en la degradacion de la oxitetraciclina.
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Tabla 2-4: 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
Concentracion de lacasa? 0 Pretratamiento? 1 2 3 4 5 6
Baja 200,00 z Leche cruda 160,48 * 128,77 * 100,32 * 82,91 * 62,52 * 53,36 *
188,28 Y  Leche tratada térmicamente 157,12 ¥ 126,60 Y 98,72 ¥ 80,13 ¥ 60,75 Y 50,71 ¥
198,92 2 Leche descremada 155,29 X 122,37 X 96,34 X 75,75 * 59,48 X 49,59 Y
49,18 *  Suero 48,34 W 4731 W 46,50 v 46,03 W 45,60 W 4491 *
36,73 EEM 14,28 10,29 6,80 4,45 2,03 0,93
Media 200,00 2 Leche cruda 150,90 ¥ 126,25 * 98,30 * 79,69 * 63,31 * 50,30 *
182,87 Y Leche tratada térmicamente 156,14 * 123,04 Y 96,87 & 76,18 VY 50,81 VY 48,89 Y
199,35 2  Leche descremada 154,55 * 121,51 * 95,40 ¥ 74,76 Y 59,46 Y 48,56 Y
49,29 *  Suero 48,41 * 4735 VW 46,48 * 46,05 X 4551 X 4490 *
36,41 EEM 13,78 9,97 6,59 4,07 2,06 0,61
Alta 200,00 # Leche cruda 148,64 * 125,83 * 95,81 * 79,17 * 60,80 * 49,80 *
181,52 Y Leche tratada térmicamente 155,70 * 122,35 &% 96,05 ¢ 7531 Y 58,96 Y 48,08 Y
199,11 #  Leche descremada 153,82 Y 120,51 y 94,28 Y 73,62 * 57,34 X 4751 X
49,37 *  Suero 48,49 W 47,42 X 46,78 X 46,01 Vv 4535 VW 4482 W
36,29 EEM 13,63 9,87 6,35 3,97 1,83 0,54

2 Concentracion de lacasa en leche o suero: 0,1 mg L (baja), 0,2 mg L* (media) y 0,3 mg L* (alta).
#* | etras diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticas entre medias (P < 0,05).
3 EEM: error estandar de la media.

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.
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Tabla 3-4: Porcentajes (%) de oxitetraciclina remanente en muestras de leche! cruda, tratada térmicamente, descremada y desuerada (suero), con presencia de

diferentes concentraciones de lacasa durante 6 horas de contacto.

Tiempo
Pretratamiento? 0 Concentracion de lacasa? 1 2 3 4 5 6 EEM
Leche cruda 100,00 2 Baja 80,24 b 64,39 ¢ 50,16 d 41,46 ¢ 31,26 f 26,68 5,05
100,00 2 Media 7545 ° 63,13 ¢ 49,15 d 39,85 ¢ 31,66 f 25,15 4,88
100,00 & Alta 7432 ° 62,92 ¢ 4791 ¢ 39,59 ¢ 30,40 f 24,90 4,88
Leche tratada 100,00 * Baja 83,45 b 67,24 °© 52,43 d 4256 © 3227 f 26,93 5,20
Térmicamente
100,00 2 Media 85,38 P 67,28 ¢ 52,97 ¢ 41,66 ¢ 32,71 fF 26,73 531
100,00 2 Alta 85,78 ©® 67,40 ¢ 52,91 ¢ 41,49 ¢ 3249 f 26,49 5,36
Leche descremada 100,00 # Baja 78,07 °® 61,52 ¢ 48,43 ¢ 38,08 ¢ 29,90 f 24,93 5,07
100,00 @ Media 7753 ° 60,95 ¢ 47,86 ¢ 3750 ¢ 29,83 f 24,36 5,07
100,00 2 Alta 77,25 ° 60,52 ¢ 47,35 d 36,97 ¢ 28,80 f 23,86 5,12
Suero 100,00 # Baja 98,29 96,20 Pc 94,55 93,60 ¢ 92,72 ¢ 91,32 0,66
100,00 @ Media 98,21 96,06 P 94,30 « 93,43 ¢ 92,33 ¢ 91,09 0,66
100,00 & Alta 98,22 @ 96,05 P 94,75 Pc 93,19 « 91,86 ¢ 90,78 0,68

2 Concentracion de lacasa en leche o suero: 0,1 mg L (baja), 0,2 mg L* (media) y 0,3 mg L (alta).
&9 | etras diferentes en una misma fila indican diferencias estadisticas entre medias (P < 0,05).

3 EEM: error estandar de la media.

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.
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Tal y como se explicé anteriormente, alrededor de un 25% de oxitetraciclina permanecio en suero
luego del desuerado. Un resultado similar a esto lo obtuvo Cabizza et al. (2017), quien reportd un
23% de oxitetraciclina en suero y un 60% en caseina. Estos autores, aunque, su metodologia no
explica que el resto se haya repartido en la fraccién de grasa, el resultado lo atribuy6 a la
imprecision del método. En nuestro estudio, observamos que, en el pretratamiento de descremado,
la presencia de OTC en la leche descremada fue de practicamente igual a la leche cruda, lo que

nos indica que el antibiético no migra a la fraccion grasa.

La enzima lacasa actla degradando las moléculas de oxitetraciclina que no estan fijas a las
proteinas lactoséricas. Segln Shappell et al. (2017), la afinidad de antibiéticos como la oxitetraciclina
por las lactoproteinas séricas disminuye en presencia de la caseina; es asi, que cuando los
antibioticos estan en leche, 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 antibi6ticos
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 se vio méas favorecida en leche
que en suero, ya que es posible que la enzima lacasa actle s6lo con las moléculas libres de
antibiotico.

En nuestro estudio, la lacasa y sus diferentes concentraciones, redujeron muy sutilmente la
concentracion de OTC en el suero, lo cual concuerda con lo mencionado anteriormente. La razon
de este fendmeno en el suero, puede explicarse porgue la cantidad de oxitetraciclina libre en suero
es escasa (Shappell et al., 2017) Y, por lo tanto, si no existe mas cantidad de antibiético libre, de nada

servira adicionar mas ni cantidad de lacasa, ni mas tiempo en presencia de las mismas.

El pretratamiento de descremado usado en este estudio fue para 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 distribuy6
en un porcentaje mayor al 99% en la leche descremada. Esta seria la causa que hizo que la
concentracion de oxitetraciclina en la leche descremada, al inicio del estudio experimental, fue de
aprox. 199 uM, ya que existié mayor afinidad de la oxitetraciclina por la fase acuosa de la leche

descremada y no por la grasa, dado su comportamiento hidrosoluble, Gémez (2017).

Respecto al tratamiento térmico, de acuerdo a Cabizza et al. (2018), la temperatura alta no destruye
la oxitetraciclina, pero también menciona que puede haber degradacion por efecto del calor
cuando el contenido de solidos totales, como la grasa, en leche disminuye. En efecto, la

investigacion de Cabizza et al. (2018), se llevé a cabo en leche de oveja cuyo contenido de grasa es
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mayor a la leche de vaca (Jeon et al.,2008). En nuestro estudio, al igual que lo reportado por Cabizza
et al. (2018), el tratamiento térmico no fue muy relevante para la reduccion de OTC, ni tampoco

favorecié la degradacion por parte de la lacasa.

En relacion a la concentracion de lacasa, hubo un ligero incremento en la velocidad de
degradacion de la oxitetraciclina al aumentar la concentracion, que no justifica la duplicacién o
triplicacién de la concentracion utilizada. No obstante, aungque este crecimiento no sea muy
amplio, la hipbtesis que aqui se plantea consiste en que la leche tiene una matriz muy compleja
gue integra a compuestos carbohidratos, proteinas, lipidos y micronutrientes como vitaminas y
metabolitos propios de la leche que tornan complicado estudiar las razones de una degradacién

que explique multiples factores.

Por ejemplo, ciertas investigaciones con lacasas sefialan que las enzimas no sélo toman como
sustratos compuestos de estructura polifendlica como la oxitetraciclina, sino también proteinas de
la leche (Struch et al., 2015). Por otra parte, esta la presencia de antioxidantes propios de la leche que
pueden afectar la actividad de la lacasa (Lindmark et al., 2000), por cuanto se supuso que el
incremento de la cantidad de enzima lacasa podria mejorar su actividad. Pero en este estudio, con

los pretratamientos y concentraciones utilizadas, no se cumplié esta hipotesis.

Segun el tipo de antibidtico, existen algunos que se reparten de distinta manera y proporcién en
en otros estudios de fraccionamiento de la leche (Ozdemir et al., 2018). La raz6n de esta distribucién
diferente de uno y otro antibidtico, se sustenta en factores como la fuente de origen de la leche,

contenido de grasa, lipofilia del antibidtico, etc. (Shappell et al., 2017).

La hipdtesis que se menciond anteriormente se complementa con la complejidad para establecer
una prediccién completa de la actividad y direccion que pueda tener un antibiético en la leche
porgue intervienen muchos factores, incluso en animales de la misma especie puede influir laraza

del animal o la dieta diaria.

En la Figura 2-4 se puede observar un ejemplo de la disminucion del pico de OTC en leche des-
cremada a través del tiempo, mediante el empleo de una concentracion de lacasa igual a 0,3 mg
L. En la Figura 2-4: A se puede ser observar el cromatograma de la muestra de leche descremada
libre de oxitetraciclina, mientras que las imagenes de la B a H muestran los cromatogramas de

leche descremada con OTC a lo largo del tiempo experimental con lacasa.
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Figura 2-4: Cromatogramas de soluciones de leche descremada con oxitetraciclina a diferentes
concentraciones, inoculadas lacasa a una concentracion igual a 0,3 mg L (A) leche
descremada sin oxitetraciclina (OTC), (B) tiempo 0, (C) tiempo 1, (D) tiempo 2, (E)
tiempo 3, (F) tiempo 4, (G) tiempo 5, (H) tiempo 6.

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.
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4.4 Relacién concentracion de lacasa y tiempo de degradacion de OTC en leche cruda sin

pretratamiento

Analizando la concentracion de OTC en leche cruda sin pretratamiento, después de haber utili-
zado concentraciones de lacasa baja, media y alta; a lo largo del tiempo se encontré diferencia

estadistica significativa.

La efectividad de la lacasa se puede determinar a partir de la mayor remocién de OTC que se

logra con cualquiera de las tres concentraciones de lacasa ensayadas.

Asi, la concentracion alta de lacasa logré méas remocién de antibi6tico en la leche cruda al tiempo
1 como se muestra en el Gréfico 1-4.

Al tiempo 2, en la leche cruda existio mayor degradacion de OTC en leche con la concentracién
alta de lacasa. Sin embargo, como se observa en el Gréfico 1-4, los valores de la concentracion
de OTC de los tratamientos con concentracién media y alta de lacasa son similares, debido a que

no se evidencio diferencia estadistica significativa.

Se puede observar que la concentracion de lacasa alta, fue la que mas redujo la concentracion de
OTC al tiempo 3.

Durante el tiempo 4, se puede observar que no existié diferencia estadistica significativa en la
reduccion de OTC, después de que se utilizé concentraciones de enzima media y alta. Cualquiera

de estas concentraciones puede arrojar el mismo resultado.

En el transcurso de la quinta hora, la concentracién de lacasa alta provocd mayor reduccion en

los niveles de oxitetraciclina en leche cruda sin pretratar.

Ademas, no se presentd diferencia estadistica significativa en el descenso de las concentraciones

de OTC cuando se utilizaron concentraciones baja y media de la enzima.
Finalmente, durante 6 horas transcurridas la concentracion alta de enzima redujo mayor cantidad

de oxitetraciclina. La diferencia estadistica significativa se extiende para todas las concentracio-

nes de lacasa ensayadas para reducir OTC.
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Gréfico 1-4: Concentracion de oxitetraciclina (OTC) en leche cruda a través del tiempo, luego de emplear concentraciones de lacasa baja, media y alta.

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.
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4.5 Relacion concentracion de lacasa y tiempo de degradacion de OTC en leche pretratada

térmicamente

Durante el tiempo 1, no se evidenci6 diferencia estadistica significativa en la reduccién de los
niveles de OTC entre las tres concentraciones de lacasa. En el Grafico 2-4 se puede apreciar que

los valores son muy ambiguos.

En el Gréafico 2-4 también se puede observar la ausencia de diferencia estadistica significativa
entre las concentraciones media y alta de enzima, de manera que cualquiera de estas dos concen-

traciones funcion6 para reducir en mayor medida los niveles de OTC.

Cualquiera de las concentraciones de lacasa media o alta resultd eficaz para reducir mas oxitetra-

ciclina al tiempo 3, ya que no se evidenci¢ diferencia estadistica significativa.

Al tiempo 4 se puede observar que se consigue el mismo resultado al usar la concentracion media
o0 la concentracion alta de enzima para provocar un mayor descenso en los niveles de OTC, dado

que no existio diferencia estadistica significativa.

Al tiempo 5 no existio diferencia estadistica significativa entre las concentraciones media y alta
de lacasa, por cuanto cualquiera de las dos concentraciones sirvié para disminuir la OTC a su

nivel mas bajo.

Al tiempo 6, tampoco se evidenci6 diferencia estadistica significativa entre las concentraciones
media y alta de lacasa. Cualquier concentracion de estas dos disminuy6 en mayor medida la con-

centracién de OTC.

4.6 Relacién concentracion de lacasa y tiempo de degradacion de OTC en leche descremada

No se present¢ diferencia estadistica significativa en la reduccion de los niveles de OTC entre las
diferentes concentraciones de lacasa probadas. Cualquiera de las concentraciones de enzima
ayudé a reducir los niveles del antibi6tico durante la primera hora. Esta diferencia se ve un poco
marcada en la muestra de leche descremada con una concentracion alta de lacasa. Sin embargo,
entre la concentracion baja y media dio el mismo resultado usar cualquiera de las dos concentra-

ciones.

Los resultados se pueden apreciar en el Grafico 3-4.
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Gréfico 2-4: Concentracion de oxitetraciclina (OTC) en leche térmizada a través del tiempo, luego de emplear concentraciones de lacasa baja, media y alta.

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.
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Durante la segunda hora la concentracion media y alta de enzima fueron las que méas disminuye-
ron los niveles de oxitetraciclina. No hubo diferencia estadistica significativa entre estas. Mientras
tanto, a la tercera hora, se puede observar que la concentracién alta de enzima fue la que méas

redujo los niveles de oxitetraciclina en la muestra de leche descremada.

Se puede observar la ausencia de diferencia estadistica significativa en los niveles de OTC cuando

se usan concentraciones media y alta de lacasa, durante la cuarta hora.

Durante el tiempo 5 o quinta hora, la concentracion alta de lacasa reflejé mayor descenso en la
concentracion de OTC. No se distinguio diferencia significativa entre las concentraciones baja y

media de enzima.

Durante la ultima hora, la diferencia significativa se extendié a cada una de las concentraciones
de lacasa ensayadas, siendo la concentracion mas alta la que mas oxitetraciclina redujo. En el

Gréfico 3-4 se puede observar estos resultados.

4.7 Relacion concentracién de lacasa y tiempo de degradacién de OTC en suero

Se puede apreciar que a primera vista la concentracién mas baja de lacasa redujo mas oxitetraci-
clina en suero. Sin embargo, no hubo diferencia estadistica significativa en la reduccion de OTC

al momento de aplicar en el suero cada una de las tres concentraciones de lacasa.

Por lo tanto, cualquiera de las tres concentraciones de enzima fue suficiente para conseguir la

misma remocion del antibidtico.

El efecto en la reduccion de OTC en el suero debido a la accidn de la lacasa fue muy similar a lo
largo del tiempo, sin que se aprecie una reduccion significativa entre cada hora. De la misma
manera el incremento en la concentracion de enzima carecié de un impacto significativo para

provocar una mayor reduccion de OTC en suero.
En el Gréfico 4-4 se puede distinguir que el comportamiento de la lacasa frente a la reduccion de
OTC en suero no vario tan significativamente a través del tiempo, en contraste a como lo fue con

la leche cruda y los otros pretratamientos.

Pese a que el gréafico pudiera sefialar lo contrario, esto se debe al tamafo de la escala de repre-

sentacion.
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Gréfico 3-4: Concentracion de oxitetraciclina (OTC) en leche descremada a través del tiempo, luego de emplear concentraciones de lacasa baja, media y alta.

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.
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Gréfico 4-4: Concentracion de oxitetraciclina (OTC) en suero a través del tiempo luego de haber empleado concentraciones de lacasa baja, media y alta.

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.

42



4.8 Disminucién de la contaminacion del suelo y agua por efecto de la lacasa

La disminucién de la contaminacion del suelo y del agua resulta de un efecto indirecto que se
consigue al tratar la leche con residuos de antibioticos, especificamente la oxitetraciclina. Luego

de la culminacion de la presente investigacion, la leche puede tener dos destinos finales.

Se puede someter a un pretratamiento de fraccionamiento exclusivamente para la obtencién del
suero, este puede presentar alrededor de un 25% de la concentracion de partida que fue 200 uM,
este valor se encuentra por debajo del LMR establecido por el Codex Alimentarius (2015), que estipula

una concentracion de 100 uM para inocuidad de productos lacteos.

De manera que el suero puede servir para alimentacion humana o animal. De esta forma se
conseguiria evitar desechar todo el producto al suelo o agua y reducir asi la cantidad de antibiético

que se vierte al medio ambiente.

Sin embargo, la porcion de caseina y de grasa de la leche puede contener un 75% de OTC, lo cual
representaria un problema. Por lo tanto, se puede emplear la enzima directamente en la leche
cruda para reducir la concentracion de OTC hasta su nivel mas pequefio (aproximadamente 25%
al término de 6 horas).

Si se desecharia la leche en estas condiciones también se podria reducir la carga de antibiotico
destinada al suelo o al agua y se generaria un efecto positivo en la disminucién de la resistencia

bacteriana, principal consecuencia de la contaminacién por antibi6ticos del ecosistema.

Segun Graham et al. (2016), la alta cantidad de residuos de antibioticos en el medio ambiente, como
el sueloy el agua, acelera la capacidad de las bacterias para crear genes de resistencia. Si se reduce

la cantidad de antibiéticos en el medio ambiente se reduce la resistencia bacteriana.

Al generar una reduccion de la concentracion de un producto contaminado, como por ejemplo la
leche con residuos de OTC, existe menor probabilidad de que el antibidtico vaya a finalizar su

recorrido en las raices de algln vegetal que pueda absorberlo y contaminarse (Hu et al., 2010).

Segun Tempini et al. (2018), una forma de evitar la contaminacion del ambiente con residuos de
antibioticos presentes en leche consiste en alimentar a animales de granja con esta leche. Sin
embargo, se recomienda degradar los antibiéticos antes de proceder de esa manera puesto que el

antibiotico puede verse presente en las heces del animal.
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Entonces, al momento de degradar OTC en leche se mitiga la contaminacion del ambiente, porque

se reduce la cantidad que puede estar libremente expuesta en el suelo y en el agua.

4.8.1 Legislacion Ambiental

Los contaminantes emergentes incluyen un amplio grupo de compuestos quimicos, como por
ejemplo los medicamentos. El conocimiento limitado de su impacto sobre el medio ambiente
ocasiona que estos contaminantes carezcan de normas regulatorias que sefialen limites permisi-

bles para que no produzcan dafio a los seres vivos (Mufioz, 2017).

El descubrimiento de nuevas implicaciones en la contaminacién del suelo y del agua despierta la
creciente necesidad de disponer de una legislacion que garantice la seguridad del ecosistema en

el que nos desarrollamos (Mufioz, 2017).

A medida que se siga conociendo su comportamiento en la naturaleza y en la salud de los seres

gue subsisten en ella, pueda ser que se elabore una regulacion que hasta el momento no existe (Gil
etal., 2012).

La Gnica normativa gque arroja limites de referencia para contaminantes emergentes es la Agencia

de Proteccion Ambiental de Estados Unidos o EPA por sus siglas en inglés.

Sin embargo, la legislacién por el momento sélo hace referencia a ciertos contaminantes emer-
gentes gue incluyen medicamentos y otros compuestos tales como diclofenaco, carbamazepina y

triclosan.

4.9 Relacién pretratamiento y tiempo de degradacion de OTC a una concentracién de lacasa

baja, mediay alta

En los Graficos 5-4, 6-4 y 7-4 se observan que las muestras de leche con pretratamiento y sin
pretratamiento estan agrupadas en funcion de cada una de las tres concentraciones de lacasa para

evidenciar la efectividad de los pretratamientos en la degradacion de la oxitetraciclina.

Desde el tiempo 1 la concentracion de OTC en el suero descendié a mas de la mitad de la
concentracion inoculada inicialmente, esto fue debido al reparto del antibi6tico a las otras
fracciones de la leche. A lo largo del tiempo la concentracion de OTC en suero no disminuyd
significativamente con las concentraciones baja, media y alta de lacasa. El efecto de la lacasa para

disminuir OTC en suero fue poco efectivo.
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Gréfico 5-4: Concentracion de oxitetraciclina (OTC) a través del tiempo luego de haber empleado pretratamientos a una concentracion de lacasa baja.

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.
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En el caso del pretratamiento térmico y descremado de la leche el efecto en la reduccién de OTC
es poco significativo si se compara con la leche cruda sin pretratamiento, a las concentraciones

baja, media y alta de enzima.

Sin embargo, sucedio que al tiempo 1, a una concentracion baja de lacasa el pretratamiento de
descremacién lactea disminuyé mas la concentracion de OTC en comparacidn al pretratamiento

térmico de la leche.

A una concentracion media de lacasa y al tiempo 1 de estudio, el mayor descenso de oxitetraci-
clina después del suero, ocurrié en la leche sin pretratamiento, luego ocurri6 en la leche descre-

mada y con pretratamiento térmico, ambas muestras sin diferencia estadistica significativa.

En cuanto a la concentracion alta de lacasa, hubo diferencia estadistica significativa entre todas
las muestras, siendo el orden de efectividad degradativa después de la muestra de suero, el

siguiente: sin pretratamiento, descremado y pretratamiento térmico.

Al tiempo 2 se detectd diferencia estadistica significativa entre todos los pretratamientos para
degradar oxitetraciclina, a una concentracién baja y media de lacasa. En primer lugar, las muestras
de suero tuvieron los valores méas bajos, a continuacion, las muestras de leche descremada,
después las muestras de leche pretratadas térmicamente y finalmente, las muestras sin

pretratamiento.

En cuanto al tiempo 2 y a una concentracién alta de lacasa, la mayor degradacion de
oxitetraciclina sucedio en la muestra de suero, a continuacion, la muestra de leche descremada y
con pretratamiento térmico, sin que exista diferencia estadistica significativa entre estas Gltimas.

Al final, la muestra de leche sin pretratamiento registro6 el valor mas alto.

Al tiempo 3 y a una concentracion baja de lacasa se registro diferencia estadistica significativa
entre todas las muestras, el suero tuvo el valor de concentracion mas bajo de oxitetraciclina, luego

la leche descremada, la leche pretratada con calor y al final la leche sin pretratamiento.

Cuando se aplic6 una concentracién media y alta, los valores de oxitetraciclina en suero fueron
los més bajos. En las muestras con una concentracion media de lacasa no hubo diferencia
estadistica significativa entre la muestra de leche descremada y la muestra sometida a
pretratamiento térmico. La leche sin pretratamiento tuvo el valor mas alto, pero no tuvo diferencia
estadistica significativa con el valor de la muestra de leche pretratada térmicamente. Con una

concentracion alta de lacasa la muestra que menor concentracion de oxitetraciclina tuvo, después
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Gréfico 6-4: Concentracion de oxitetraciclina (OTC) a través del tiempo luego de haber empleado pretratamientos a una concentracion de lacasa media.

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.
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Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.
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del suero, fue la sometida a descremacion. Finalmente, las muestras sin pretratamiento y con

pretratamiento térmico tuvieron valores, carentes de diferencia estadistica significativa.

Al tiempo 4 y tiempo 5, ocurrié un comportamiento similar. Hubo diferencia estadistica

significativa entre todas las muestras con concentraciones baja y alta de lacasa.

El suero tuvo los valores méas bajos de concentracion de OTC. Los valores mas bajos de OTC
recayeron luego en la leche descremada. Después, los valores més bajos fueron para la leche
pretratada térmicamente y finalmente la leche cruda presento los niveles més altos de antibidtico.

Bajo una concentracion media de lacasa, al tiempo 4 y tiempo 5, los niveles bajos de
oxitetraciclina sucedieron en el suero. Tanto para el tiempo 4 como para el tiempo 5 no hubo
diferencia estadistica significativa entre el pretratamiento de leche descremada y el pretratamiento
térmico. Finalmente, los niveles mas altos de oxitetraciclina fueron para la leche sin

pretratamiento.

Al tiempo 6 y con concentraciones baja y media de lacasa, los niveles mas bajos de oxitetraciclina
estuvieron en el suero. Los valores mas bajos registraron luego, las muestras con pretratamiento
de descremacion y pretratamiento térmico, sin que exista diferencia estadistica significativa entre

estos. Las muestras de leche sin pretratamiento ocuparon el dltimo lugar.

Cuando se us6 una concentracion alta de lacasa se detectd diferencia estadistica significativa entre
todos los pretratamientos. EI orden de menor a mayor concentracion fue el siguiente: el suero
tuvo la concentracién de oxitetraciclina mas pequefia, luego la leche descremada y por Gltimo la

leche con pretratamiento térmico y la leche sin ningun pretratamiento.

4.10 Porcentaje de permanencia de oxitetraciclina a través del tiempo en leche cruda sin

pretratamiento, con pretratamiento térmico, descremacion y suero

En la leche cruda se puede observar que la concentracién de OTC removida oscila entre el 20%
y 25% a la primera hora de ensayo, después de haber utilizado concentraciones de lacasa baja,

media y alta.
En la leche pretratada térmicamente, el nivel de reduccion de OTC fue del 15% aproximadamente,

en la leche descremada fue cerca del 23%, mientras que en el caso del suero la disminucion de
OTC no llegd al 2%.
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Gréfico 8-4: Porcentaje de oxitetraciclina (OTC) remanente en leche cruda sin pretratamiento, a traves del tiempo luego de haber empleado concentraciones

de lacasa baja, media y alta.

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.
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media y alta.

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.
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En la segunda hora, la reduccion del nivel de OTC en leche cruda represent6 el 37%, en la leche
pretratada con calor fue 33%, en la descremada resultdé aproximadamente 39% y en el suero fue

menos del 4%.

A la tercera hora, en la leche cruda el nivel de OTC se redujo hasta cerca de la mitad, en la leche
pretratada térmicamente se removid un 48%, en la leche descremada el nivel de antibi6tico

degradado fue carca del 52% y en el suero el porcentaje removido fue 5,5% aproximadamente.

Durante la cuarta hora, aproximadamente el 60% de OTC fue eliminado de la leche cruda, un
58% se elimind de la leche pretratada térmicamente, el 63% se degradd en la leche descremada y

el 7 % en suero.

En el transcurso de la quinta hora, en la leche cruda, la OTC se degrad6 en un 69%, en la leche
sometida al pretratamiento térmico se degrado el 68% del antibi6tico, el 71% se degradd en la
fraccion descremada de la leche y alrededor del 8% en suero.

Finalmente, al término de las 6 horas la OTC presente en la leche cruda se degrad6 en un 75%
aproximadamente, un 74% de antibidtico se removid de la leche pretratada térmicamente, el 76%

de OTC disminuyd en la leche descremada y el 9% en suero.

En resumen, se puede apreciar que los pretratamientos, térmico y de descremado, no
contribuyeron sustancialmente en la efectividad degradativa de la enzima, exceptuando el suero,

donde la OTC se distribuyd en menor proporcién.

Mientras tanto, la lacasa no fue tan efectiva en el suero, pero lo fue en la leche sin pretratamiento
y con pretratamiento. Al aumentar la cantidad de lacasa hubo un minimo incremento en la
degradacion de OTC. En conclusion, méas cantidad de enzima y mayor tiempo de contacto con la

lacasa mas OTC se degradd.

En el apartado de la cinética de degradacion de OTC en leche y suero se podra apreciar de mejor
manera el comportamiento entre concentraciones de lacasa, revelado por la constante cinética de
degradacion. Ademas, se vera como el suero no se ajusta a una degradacion semejante a la

evidenciada en la leche cruda y los pretratamientos, térmico y de descremado de la leche.
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Gréfico 10-4: Porcentaje de oxitetraciclina (OTC) remanente de leche descremada, a través del tiempo luego de haber empleado concentraciones de lacasa
baja, mediay alta.

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.
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Graéfico 11-4: Porcentaje de oxitetraciclina (OTC) remanente de suero, a través del tiempo luego de haber empleado concentraciones de lacasa baja, media y
alta.

Realizado por: Paz Leén, Jefferson. 2019.
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4.11 Cinética de degradacion y proyeccion de la degradacién de OTC a partir de la séptima

hora

La cinética de primer orden se ajusta a la ecuacion Ln [A] = Ln [Ao]—kit que también puede
expresarse como [A] = [AJe™". La degradacion de OTC en leche cruda se ajusta a la cinética de
primer orden. También se pudo predecir un probable tiempo de degradacion total de la OTC,
después de las 6 horas de analisis, el mismo que se muestra en la Tabla 4-4 junto al coeficiente
de correlacion de Pearson (r) y la ecuacion cinética, para la leche cruda a las tres concentraciones

de lacasa ensayadas.

Tabla 4-4: Estimacion de la degradacién de OTC en leche después de la sexta hora, empleando
una concentracion baja, media y alta de lacasa en leche cruda.

Concentracion baja ~ Concentraciéon media Concentracion alta

Ecuaciéon ~ C=100,0312exp 0224620t C=97,89309exp 226352  C=97,36336exp 22936t

r 0,998 0,998 0,998
Tiempo (h) Concentracion Concentracion Concentracion
Estimada (%0) Estimada (%) Estimada (%0)

7 20,76 20,07 19,54
8 16,58 16,00 15,54
9 13,24 12,76 12,35
10 10,58 10,17 9,82
11 8,45 8,11 7,81
12 6,75 6,47 6,20
13 5,39 5,16 4,93
14 4,30 4,11 3,92
15 3,44 3,28 3,12
16 2,74 2,61 2,48
17 2,19 2,08 1,97
18 1.75 1,66 1,56
19 1,40 1,32 1,24
20 1,11 1,05 0,99
21 0,89 0,84 0,78
22 0,71 0,67 0,62
23 0,57 0,53 0,49
24 0,45 0,42 0,39

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.

A partir de la ecuacion encontrada se pudo establecer la constante cinética ki que corresponde a
la pendiente con un coeficiente de determinacién R? préximo a la unidad como se muestra en la

Figura 3-4.
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Figura 3-4: Curvas de degradacion de OTC durante las 6 primeras horas y durante 24 horas

a concentraciones de lacasa baja, alta y media en leche cruda.

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.
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La Tabla 5-4 muestra la prediccion de la degradacion de OTC a partir de la séptima hora para la
leche pretratada térmicamente. También se puede apreciar la Figura 4-4, las curvas obedecen a la

cinética de degradacion de primer orden, coeficientes de determinacién y constantes cinéticas.

Tabla 5-4: Estimacion de la degradacion de OTC en leche después de la sexta hora, empleando

una concentracién baja, media y alta de lacasa en leche tratada térmicamente.

Concentracion baja  Concentracion media Concentracién alta
Ecuacion C=102,88792xp0224763t  C=103,8574exp 0227012t C=104,2632exp 0229004

R 0,998 0,998 0,998
Tiempo (h) Concentracion Concentracion Concentracion
Estimada (%0) Estimada (%0) Estimada (%0)

7 21,33 21,19 20,98
8 17,03 16,89 16,69
9 13,60 13,46 13,27
10 10,87 10,72 10,55
11 8,68 8,54 8,39
12 6,93 6,81 6,67
13 5,53 5,42 5,31
14 442 4,32 4,22
15 3,53 3,44 3,35
16 2,82 2,74 2,67
17 2,25 2,18 2,12
18 1,80 1,74 1,69
19 1,43 1,39 1,34
20 1,14 1,10 1,06
21 0,91 0,88 0,85
22 0,73 0,70 0,67
23 0,58 0,56 0,53
24 0,46 0,44 0,42

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.

La Tabla 6-4 muestra la prediccién de la degradacion de OTC a partir de la séptima hora para la
leche descremada. También se puede apreciar la Figura 5-4, las curvas obedecen a la cinética de

degradacion de primer orden, coeficientes de determinacién y constantes cinéticas.

La Tabla 7-4 muestra la prediccion de la degradacion de OTC a partir de la séptima hora para la
el suero. También se puede apreciar la Figura 6-4, las curvas obedecen a la cinética de degradacion

de primer orden, coeficientes de determinacidn y constantes cinéticas.

Al observar las diferentes constantes cinéticas de degradacion se puede observar que menor valor

poseen corresponden a la lacasa actuando en suero.
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Mientras tanto, la lacasa en leche descremada tuvo un ligero aumento en sus constantes cinéticas
de degradacion.
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Figura 4-4: Curvas de degradacion de OTC durante las 6 primeras horas y durante 24 horas a

concentraciones de lacasa baja, media y alta en leche pretratada térmicamente.

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.
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Tabla 6-4: Estimacion de la degradacion de OTC en leche después de la sexta hora, empleando

una concentracién baja, media y alta de lacasa en leche tratada descremada.

Concentracion baja Concentracion media Concentracién alta

Ecuacion  C= 98,64544exp 02345171t C=08,37473exp 0236882  C=08,48429exp 0241611t

R 0,999 0,999 0,999
Tiempo (h) Concentracion Concentracion Concentracion
Estimada (%0) Estimada (%0) Estimada (%0)

7 19,10 18,73 18,14
8 15,11 14,78 14,25
9 11,95 11,66 11,19
10 9,45 9,20 8,79
11 7,47 7,26 6,90
12 5,91 5,73 5,42
13 4,67 452 4,25
14 3,69 3,56 3,34
15 2,92 2,81 2,62
16 2,31 2,22 2,06
17 1,83 1,75 1,62
18 1,44 1,38 1,27
19 1,14 1,09 0,99
20 0,90 0,86 0,78
21 0,71 0,67 0,61
22 0,56 0,53 0,48
23 0,44 0,42 0,38
24 0,35 0,33 0,29

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.

Las constantes cinéticas de degradacion ki, con valores mas altos fueron aquellas que pertenecie-
ron a la concentracién mas alta de lacasa, fendmeno que ocurri6 tanto para la leche con y sin
pretratamiento, que resulta l6gico porque al aumentar la concentracion de enzima actdia con mas
moléculas de sustrato y por consiguiente, la reaccion aumenta la velocidad y degrada mas molé-

culas de sustrato

Por lo tanto, la enzima lacasa provocd un descenso en la concentracion de oxitetraciclina de la
leche, a través del tiempo, en cada una de las muestras: leche entera, leche pretratada
térmicamente, leche descremada y lactosuero. Sin embargo, la mayor rapidez en la degradacion
del antibidtico ocurre en la leche descremada; ya que, presenta una constante cinética de
degradacion k; = 0,241 h?,

Puede observarse que las constantes cinéticas de primer orden ki, en las tres curvas de
degradacion, varian su valor a partir del tercer decimal (ver en la férmula) y esto se debi¢ al
cambio de concentracion enzimatica que desencadend una leve aceleracion en la reaccion de

degradacion.
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Figura 5-4: Curvas de degradacion de OTC durante las 6 primeras horas y durante 24 horas a

concentraciones de lacasa baja, media y alta en leche descremada.

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.
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Tabla 7-4: Estimacion de la degradacion de OTC en leche después de la sexta hora, empleando

una concentracién baja, media y alta de lacasa en suero.

Concentracion baja Concentracion media  Concentracion alta

Ecuacion  C=99,53461exp0.0149%1t  C=99 50657exp 00154002t C=99 6631exp 00162254

R 0,989 0,990 0,996
Tiempo (h) Concentracion Concentracion Concentracion
Estimada (%0) Estimada (%) Estimada (%0)
7 89,65 89,50 88,96
8 88,32 89,33 87,53
9 87,01 87,97 86,12
10 85,72 86,62 84,73
11 84,45 85,30 83,37
12 83,19 84,00 82,03
13 81,96 82,71 80,71
14 80,75 81,45 79,41
15 79,55 80,20 78,13
16 78,37 78,98 76,87
17 77,21 77,77 75,63
18 76,06 75,41 74,42
19 74,93 74,26 73,22
20 73,82 73,12 72,04
21 72,73 72,01 70,88
22 71,65 70,91 69,74
23 70,59 69,82 68,62
24 69,54 68,75 67,51

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.

El incremento del valor de ki es pequefio con respecto al incremento de la concentracion de
enzima lacasa, este fenémeno ocurre tanto en la leche entera cruda sin pretratamiento y con

pretratamientos de temperatura y fraccionamiento.

Para deducir la primera ecuacion de cada una de las figuras, donde se muestra la curva de
degradacion, primero se transforma la concentracion a una escala logaritmica de acuerdo a la
ecuacion de cinética de primer orden y se aplica un modelo lineal entre la escala logaritmica de
la concentracion y el tiempo, de manera que el coeficiente de determinacion R? debera revelar si
la escala logaritmica de la concentracion es lineal con respecto al tiempo, mientras el valor sea
mas préximo a 1, la ecuacién explicara mejor el modelo que siguen los datos obtenidos para la
construccion de la grafica, que corresponde a la ecuacion cinética de primer orden, como se
muestra en la segunda ecuacion de cada una de las figuras, entonces se puede ver que la tercera
ecuacion se presenta idéntica a la segunda, s6lo que reemplazada con los datos correspondientes

a cada curva de degradacion.
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Figura 6-4: Curvas de degradacion de OTC durante las 6 primeras horas y durante 24 horas a

concentraciones de lacasa baja, media y alta en suero.

Realizado por: Paz Ledn, Jefferson. 2019.
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CONCLUSIONES

e Se evalu6 como efecto positivo la degradacidn de oxitetraciclina en leche o suero 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 méaxima remocion de
aproximadamente el 75%. Con esto se consigue residuos del antibidtico por debajo del LMR
establecido por el Codex Alimentarius, de manera que la concentracion residual del
antibiotico en la leche, después de este estudio, puede incidir en la reduccion del riesgo de

contaminacion del suelo o el agua

e Los pretratamientos térmico y descremado no disminuyen sustancialmente la presencia de
OTC en la leche, mientras que el desuerado resulta en un suero con una reduccion de mas del
75% la concentracién del antibidtico, de manera que puede ser reutilizado en lugar de ser

descartado al suelo o agua.

e Usarel doble o triple la concentracién de lacasa a lo largo de las 6 horas de estudio no aumenta

la velocidad de degradacion de la OTC en las muestras de leche o suero.
e Los pretratamientos térmico y descremado de la leche no favorecen la degradacion de la OTC
por parte de la lacasa, en comparacion con la leche cruda. Asi mismo, la lacasa, en cualquiera

sus concentraciones, reduce muy levemente la concentracion de OTC en el suero.

e A medida que transcurrio el tiempo de analisis establecido, la concentracion de oxitetraciclina

en leche disminuyd con el incremento de la concentracion de enzima lacasa.
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RECOMENDACIONES

e Se podria utilizar el método de acidificacion para obtener el suero, el cual presenta niveles de
OTC lo suficientemente bajos como para reutilizarlo para consumo humano o animal, sin

necesidad de aplicar la lacasa.

e Con el proceso de descremado de leche con residuos de OTC se puede obtener una crema
practicamente libre de este antibidtico, lo cual puede ser también reutilizado en la industria

lactea.

e El ganadero o productor de leche también podria aplicar simplemente la lacasa en leche sin
necesidad de pretratar con calor o descremar, y en tan solo 3 horas, la concentracion de OTC
queda por debajo del LMR establecido por el Codex Alimentarius para considerarse como

alimento inocuo para consumo humano o animal.

e Se deberia tomar como punto de partida el presente trabajo de titulacion para estudios de
tratamientos bioldgicos, amigables con el medio ambiente, de degradacién de mdltiples

compuestos recalcitrantes que son resultado de procesos de las industrias manufactureras.
e En estudios complementarios a la presente investigacion, se podria identificar cuales son los

subproductos resultantes de la degradacion de oxitetraciclina, con el objeto de establecer su

peligrosidad con el medio ambiente.
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ANEXOS

ANEXO A. Fotografias de la experimentacion

Control de Suero obtenido por
temperatura durante centrifugacion después de
el pretratamiento acidificar la leche

Centrifuga, donde se Oxitetraciclina
realizé el fraccionamiento extraida con
de la leche acetonitrilo
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