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INTRODUCCION

Los antibiéticos son utilizados en tambos para el tratamiento y prevencion de enfermedades en ganado bovino lechero. La presencia de residuos en leche genera
preocupacion por sus efectos en la salud humana y animal, en procesos industriales y el ambiente (Martinez, 2009). Existen reglamentaciones nacionales e
internacionales que prohiben el procesamiento de leche con antibiéticos, siendo de importancia el estudio de estrategias para mitigar el impacto de su disposicion
(Decreto N°359/013; MVOTMA, 2016; Decreto 182/013; Codex Alimentarius, 2017). La utilizacion de enzimas para degradar estos compuestos en la leche de
descarte constituye una alternativa biotecnoldgica prometedora, y tiene la ventaja de ser mas segura, econdmica, requiere menos energia y es amigable con el
ambiente.

Las lacasas, enzimas pertenecientes a la familia de las oxidasas multi-cobre, son capaces de oxidar gran variedad de compuestos fendlicos y no fendlicos. Son
versdtiles, estables y ubicuas (Mate, 2016). Con el objetivo de mejorar la estabilidad enzimética (estabilidad térmica, frente a pH, solventes organicos, etc) y poder
reutilizar biocatalizadores con el fin de economizar el uso de enzimas en la industria es que en las Ultimas décadas han surgido di investigacit sobre la
inmovilizacion de enzimas. En este trabajo se utilizo una lacasa proveniente del hongo Trametes versicolor la cual se modificé quimicamente para enriquecer su
superficie de grupos aminos y asi generar uniones covalentes entre los grupos amino de la enzima y grupos aldehido del soporte glioxil agarosa, con el objetivo de
generar un derivado inmovilizado estable.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la degradacion de oxitetraciclina (OTC) en leche mediante la accion de lacasa de Trametes versicolor, en forma soluble e
inmovilizada.

METODOLOGIA

Inmovilizacién de lacasa

Se sintetiz6 el soporte agarosa glioxil segin Guisan (1988). Para poder inmovilizar TvL previamente se procedié a aminarla segiin Lopéz-Gallego y cols. (2005). La
inmovilizacion de TvL en glioxil agarosa se realiz6 incubando 5 mL de una solucion enzimatica de 25 mg/ml previamente aminada, en buffer bicarbonato de sodio 0,1
M pH 10,0 junto con 1 g de glioxil agarosa por 24 horas a 22 ° C. Pasado este tiempo se agregé 1 mg/mL de NaBH, y se dej6 en hielo bajo agitacion magnética
moderada por 30 minutos. Por ultimo se lavé el inmovilizado con buffer fosfato de sodio 25 mM pH 7.

Degradacion de OTC con lacasa soluble e inmovilizada

Los ensayos se realizaron en leche en polvo descremada adicionada con 200 y 500 ppb de OTC. Se utilizaron dos concentraciones de enzima soluble (0.1 y 0.3
U/mL) para cada concentracion de antibiotico. Las mezclas de reaccion se incubaron a 23,0 = 0,5 ° C'y 100 rpm de agitacion. A las 12 y 24 horas se extrajeron
muestras para cuantificar OTC por UPLC/MS-MS. Para detener la reaccién enzimatica se agregé acetonitrilo a la muestra en relacion 1:1 v/v. Los ensayos se
realizaron por triplicado.

Para el caso de la enzima inmovilizada, se parti6 de leche descremada suplementada con 200 ppb de OTC. Se utilizé la cantidad de derivado suficiente para

alcanzar una actividad enzimatica de 0.1 U/mL y se incubo de la misma forma que para la enzima soluble, extrayendo muestra a las 12 y 24 hrs. Para detener la
reaccion se centrifugd 5 min a 4000 g para separar la enzima inmovilizada de la muestra de leche. Los ensayos se realizaron por duplicado

Cuantificacién de OTC por HPLC/MS-MS

Se precipitaron las proteinas de la leche con acetonitrilo y se centrifugé a 8500 g. Se determiné la concentracién de antibidtico por UPLC-MS/MS (1290 Agilent
equipado con detector de masa Triple Quad LC/MS Agilent 6430), utilizando Columna Poroshell 120 EC-C18 2.1 x 100mm 2.7-Micron de Agilent Technologies.

RESULTADOS

Degradacion de OTC con lacasa soluble

Tabla 1. Degradacion de 200 y 500 ppb de OTC con distintas concentraciones de lacasa a

las 12'y 24 horas
Como se observa en la Tabla 1 a las 12 hs de reaccién utilizando 0,3
U/mL de lacasa se obtiene un 51,7% de degradacion de los 500 ppb
200 0, 30,2 + 65: 59,9 + 65: de oxntetracnclma Presentes ep la leche, y a Iag 24 hs un 81,4 ‘%.
0 3904265 68,7 +265 Para la misma cantidad de enzima y los mismos tiempos de reaccion
500 0, 429+251° 72642517 se observa que la degradacion es mayor cuanto mayor es la
0, 51,7+251¢ 814+251¢° concentracion de antibiético presente en la leche.

Comparacion de la degradacion de OTC con lacasa soluble e inmovilizada

Tabla 3. Porcentaje de degradacion de OTC a las 24 de reaccién con 0,1 U/mL de
lacasa soluble e inmovilizada

Tabla 2. Concentracion de OTC a tiempo 0 y luego de 24 hs de reaccion
con 0,1 U/mL de lacasa soluble e inmovilizada

0 3009+7,0 2965+89 24 43,4 (40,5 - 53,8) 42,5 (35,2-48,9)
24 1583+ 16,0 1704 +145

Con el objetivo de comparar el desempefio de la lacasa en forma soluble e inmovilizada, se llevé a cabo un ensayo en el mismo volumen de leche en polvo descremada
conteniendo 200 ppb de oxitetraciclina, utilizando 0,1 U/mL de lacasa soluble e inmovilizada en un soporte de agarosa glioxil. Ambas reacciones se incubaron a 23,0 +
0,5 °Cy 100 rpm de agitacién, por 24 hs.

Como se observa en la Tabla 2, la concentracion de oxitetraciclina a las 24 hs de reaccion disminuyé en ambas reacciones, obteniéndose valores comparables.

En la Tabla 3 se presentan los resultados en forma de % de degradacion, observandose valores comparables para la enzima en forma soluble e inmovilizada.
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en leche en condiciones de temperatura, pH y tiempo factibles de
aplicaciéon a escala industrial. El uso de enzimas inmovilizadas
presenta una gran ventaja ya que es posible reutilizar el
biocatalizador y pensar en procesos continuos, lo que implica una
disminucion de los costos del uso de enzimas.

Los resultados de este trabajo son muy prometedores para pensar
en el uso de enzimas para la degradacion de antibiticos en leche
de descarte.

Con respecto a los productos de degradacion de los antibiéticos
es necesario hacer estudios cromatogréficos y toxicol6gicos para
determinar cuales son y su impacto. De esta forma se podria
pensar en un descarte seguro para el ambiente, o posibles usos
seguros de estas leches tratadas para alimentacion de terneros.
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