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RESUMEN

Durante los ultimos afios, la salmonicultura ha experimentado un considerable auge a
nivel mundial, convirtiéndose en Chile en una de las industrias mas rentables del pais.
Sin embargo, el uso desmedido de antibioticos en este tipo de actividades, orientado a
prevenir infecciones en los cultivos y aumentar asi su produccién, ha originado una

serie de repercusiones negativas sobre el medioambiente.

Uno de los mayores problemas asociados a esta practica es la aparicion de bacterias
resistentes a los antibi6ticos, que pueden proliferar mas alla del entorno acuatico y
generar potenciales problemas de salud en seres humanos y animales terrestres. Surge,
por tanto, la necesidad de desarrollar métodos de degradacion eficaces para evitar la

presencia de estos compuestos en el medio.

En el presente estudio, se decide investigar la aplicacion de sistemas enzimaticos como
alternativa para la eliminacion de los principales antibidticos presentes en estas aguas.
En concreto, se evalian las condiciones de degradacién de oxitetraciclina y
eritromicina mediante la enzima lacasa de Trametes versicolor y se estudia el efecto

del pH sobre el sistema, asi como la incorporacion del mediador siringaldehido.

Palabras clave: lacasa, oxitetraciclina, eritromicina, siringaldehido, biodegradacion.



1. INTRODUGCCION ..ottt 1

1.1. SALMONICULTURAEN CHILE .....ccooiiiie e 2
1.2. USO DE ANTIBIOTICOS ...ttt 4
1.2.1. OXIELraCiClING ......eiviiiiiicieeice e 5
1.2.2. EXTEIOMICING. c.eivvetiiiiiii sttt 5
1.2.3. Impacto ambiental...........coovoieiiiii e 6
1.3. APLICACION DE SISTEMAS ENZIMATICOS......ccovuriineireirineiesireeeennss 8
1.3.1. Lacasa de Trametes VErSICOION ........cocviiiirinieieieiee e 8
1.3.2. SirinQaldenido .......ccoooveieiccce e 9
LA, OBIETIVOS.... oottt e e e s e e snnee e 11
2. MATERIALES Y METODOS ..ottt 12
2.1 REACTIVOS ..ottt sttt an s 13
2.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA........cocvveverernnne. 15
2.3.ESTUDIO DE LAESTABILIDAD DE LAENZIMA.......cooeoiieeieeeee 16
2.4. EVALUACION DE LA ENZIMA PARA LA ELIMINACION DE
OXITETRACICLINAY ERITROMICINA ..ottt 17
2.4.1. Efecto del pH y del mediador...........ccooeiieiiiicicc e 17
2.4.2. ANALISIS HPLC ... 18
3. RESULTADOS Y DISCUSION ..ottt 20
3.1. ESTUDIO DE LAESTABILIDAD DE LAENZIMA.......ccccoviiiieiieieiennns 21
3.2. EVALUACION DE LA ENZIMA PARA LA ELIMINACION DE
OXITETRACICLINAY ERITROMICINA ...t 22
3.2.1. Efecto del pH y del mediador ... 22
3.2.2. Determinacion de modelos cinéticos de estabilidad .............cccceevevenne. 25
3.2.3. Efectos sobre el rendimiento de eliminacion ............cccccovcevvvvienieiieninnn, 26
4, CONCLUSIONES. ...ttt 28
5. REFERENCIAS ... .ottt e 30



1. INTRODUCCION




1.1. SALMONICULTURA EN CHILE

La acuicultura se ha convertido en una importante industria proveedora de alimentos
de alto valor nutricional y generadora de empleo e ingresos. No sorprende, por tanto,
que se trate de uno de los sectores productivos que ha manifestado un mayor

crecimiento en los Gltimos afios.

En Chile, la introduccion de la salmonicultura ha tenido un gran éxito debido a las
favorables condiciones medioambientales que posee el pais. Sus rios profundos, islas,
fiordos y bahias facilitan la instalacién de zonas de cultivos protegidas. Ademas, se
trata de agua pura y libre de contaminacion, que cuenta con temperaturas idéneas para
esta préactica. Otros factores que han favorecido el desarrollo de esta industria son el
facil acceso a las materias primas necesarias para la produccion de alimentos para
peces, la mano de obra estable y capacitada y la iniciativa de inversionistas chilenos y

extranjeros.

Este pais ha experimentado un importante crecimiento en salmonicultura durante los
ultimos afios. De hecho, se ha consolidado como el segundo productor de salmén a
nivel mundial, antecedido por Noruega y seguido por Reino Unido y Canada. En la
Figura 1.1 se evidencia el claro dominio que atesoran Chile y Noruega en este sector,

representando el 79% de la produccién mundial.
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Figura 1.1. Produccién mundial de salmon de cultivo en el afio 2013 [1].



La salmonicultura, como cualquier otra industria, no esta exenta de problemas, ya que
las enfermedades que actGan sobre sus cultivos ocasionan anualmente numerosas
pérdidas econdmicas. Esta desfavorable situacion tuvo lugar en Chile entre los afios
2009y 2011, tal y como se observa en la Figura 1.2. Con el objetivo de mantener bajo
control a los patégenos responsables de estas enfermedades, la industria farmacéutica
ha desarrollado productos quimicos biologicamente activos destinados a su
eliminacién y/o inactivacion. Entre todos estos farmacos, destaca el uso masivo de

antibidticos.
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Figura 1.2. Evolucién de la produccion de salmoén de cultivo en Chile [1].



1.2. USO DE ANTIBIOTICOS

Los antibioticos son farmacos, de origen natural o sintético, que tienen la capacidad
de matar o inhibir el crecimiento de ciertas clases de microorganismos, generalmente
bacterias. Su uso descontrolado en salmonicultura genera una serie de repercusiones
que escapan de los confines geograficos y econdmicos de esta actividad, pudiendo

influenciar negativamente sobre la salud humana y animal [2].

Se ha constatado que el uso de antibidticos en Chile excede ampliamente las
cantidades utilizadas en otros paises como Noruega, convirtiéndose a dia de hoy en un
importante motivo de preocupacion. Como ejemplo, la industria chilena utiliza, para
producir una tonelada de salmon, aproximadamente 75 veces mas antibiéticos que la

industria noruega [3].

Otro de los grandes problemas asociados a esta préactica reside en la utilizacion de un
amplio espectro de antibioticos para la produccidn de estos peces. Ademas, existe una
gran cantidad de compuestos que se utilizan tanto en agua dulce como en entornos
marinos. La Figura 1.3 muestra los datos mas recientes sobre el uso de los diferentes

tipos de antibioticos en Chile.
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Figura 1.3. Antibioticos mas utilizados en salmonicultura en Chile [4].



Debido a su elevada utilizacion y alta toxicidad, y con el objetivo de considerar
compuestos pertenecientes a diferentes clases de antibioticos, se prestard especial

atencion a la oxitetraciclina y a la eritromicina.

1.2.1. Oxitetraciclina

La oxitetraciclina es un antibacteriano sistémico cuyo mecanismo de accién es inhibir
la sintesis de las proteinas bacterianas. Pertenece al grupo de las tetraciclinas, las
cuales derivan de cultivos de actinomiceto Streptomyces rimosus. Su actividad
antibacteriana y propiedades farmacocinéticas estan influenciadas por la quelacion de

iones metalicos [5].

O O @) OH OH

My,

= H ¢
_N._ OH “OH

Figura 1.4. Molécula de oxitetraciclina.

Posee un amplio espectro de actividad antimicrobial. Sin embargo, algunas cepas de
bacterias han desarrollado resistencia a este antibi6tico, reduciendo su eficacia en el
tratamiento de algunos tipos de infecciones. A pesar de ello, se trata de un farmaco
antibacteriano de muy bajo coste, por lo que se ha convertido en uno de los antibidticos

mas empleados en acuicultura.

1.2.2. Eritromicina

La eritromicina es un antibiotico, perteneciente al grupo de los macroélidos, que ha sido

utilizado con éxito en el tratamiento de varias infecciones bacterianas. Su mecanismo



de accidn consiste en impedir la elongacion de la cadena peptidica durante la sintesis

proteica.

Figura 1.5. Molécula de eritromicina.

Se trata de un antibi6tico de espectro antibacteriano moderadamente amplio, con
accion mas marcada sobre bacterias Gram positivas, aunque también es activo frente
a algunas Gram negativas, actinomicetos, treponemas, micoplasmas, clamidias y
rickettsias [5].

1.2.3. Impacto ambiental

El uso excesivo de antibidticos conlleva efectos ambientales mas alla de los propios
recintos de salmonicultura, viéndose involucradas especies silvestres que habitan
cerca de estas zonas [2]. Asimismo, puede causar nuevos factores de resistencia y la
posterior propagacion de agentes patdgenos, asi como afectar a la diversidad bioldgica
del fitoplancton y a las comunidades de zooplancton [6].

Algunas de estas sustancias son excretadas sin haber sido metabolizadas o liberadas
como metabolitos activos, persistiendo en el entorno durante largos periodos de
tiempo. De hecho, se ha evidenciado la presencia de antibioticos en el ambiente
durante varias semanas, incluso a cientos de metros del lugar donde fueron

suministrados [7].



La aparicion de estos factores de resistencia en bacterias, ademas de ser un problema
bioldgico, ha desencadenado alertas sobre el consumo de estos productos. Existen
estudios que aseguran que el desmesurado empleo de estos compuestos favorece la

infeccion de bacterias patdgenas en seres humanos y animales terrestres [3].

Por todo ello, se hace necesario desarrollar métodos de eliminacion de antibioticos
con el objetivo de reducir su impacto sobre el medioambiente y asi poder alcanzar una

sostenibilidad global.



1.3. APLICACION DE SISTEMAS ENZIMATICOS

Actualmente, existen diferentes técnicas orientadas a erradicar la alarmante presencia
de antibidticos en el medio acuatico. Algunos de estos métodos comenzaron a
desarrollarse hace mucho tiempo, por lo que han adquirido una importante popularidad

a dia de hoy.

Un claro ejemplo son los procesos de oxidacion avanzada (POA), entre los que
destacan la ozonizacion, procesos electroquimicos, procesos Fenton, radiacion
ultravioleta y fotocatalisis. El proceso se basa en una oxidacion quimica mediante
radicales hidroxilo (OH") en condiciones suaves de presion y temperatura. Estas
técnicas proporcionan elevados indices de eliminacion y con tiempos de reaccion muy

cortos, pero conllevan altos costes y la formacidn de subproductos toxicos [8].

Existen también métodos mas ecoldgicos y respetuosos con el medioambiente, aunque
menos eficientes. Los tratamientos fisicos, como la sorcién y la separacion con
membranas, requieren grandes cantidades de energia y Unicamente suelen ser eficaces
en aguas relativamente limpias [9]. Por otro lado, los métodos de eliminacion con

bacterias y algas aportan eficacias parciales de transformacion [8].

Sin embargo, una de las alternativas mas innovadoras es la utilizacion de sistemas
enzimaticos, cuya aplicacion en la biorremediacion de aguas esta relacionada con un
consumo reducido de energia, asi como de productos quimicos [10]. Asimismo, las
reacciones catalizadas por enzimas generalmente implican tiempos de reaccion

reducidos, medios de reaccion sencillos y operaciones faciles de controlar.

1.3.1. Lacasa de Trametes versicolor

Las enzimas son biocatalizadores de naturaleza proteica que actuan en la degradacion
del material organico. Una de las mas ampliamente distribuidas es la lacasa, una
enzima oxidorreductasa que oxida una amplia gama de compuestos aromaticos y cuya
utilizacion logra reducir la formacion de oxigeno molecular, su Gnico subproducto, en

el agua [11].



Por ese motivo, se trata de una buena alternativa para la degradacion de antibioticos
en acuicultura. Ademas, este proceso es sostenible y respetuoso con el medio
ambiente, viéndose incrementado su interés en los Gltimos afios debido a su destacada
aplicabilidad biotecnoldgica [12]. Estudios recientes han evidenciado su capacidad
para eliminar tetraciclinas [13], sulfonamidas [14-15] y antiinflamatorios [16], entre

otros.

Figura 1.6. Trametes versicolor.

El potencial redox de la lacasa depende del organismo de origen, siendo la producida
por Trametes versicolor una de las que mayor potencial redox posee [17], lo que la

convierte en una alternativa apropiada para la biorremediacion de aguas contaminadas.

1.3.2. Siringaldehido

La presencia de mediadores se hace necesaria cuando la enzima no es capaz de oxidar
por si misma sustratos complejos. Se trata de compuestos de bajo peso molecular cuya
mision es transportar electrones entre la enzima oxidada y el compuesto objetivo [18].
Su incorporacion ofrece interesantes posibilidades, ya que aumenta la variedad de
compuestos que pueden ser oxidados por la enzimay aporta multiples modos de ataque

al sustrato, lo que se traduce en un mayor rendimiento del proceso [12].



Tal y como se observa en la Figura 1.7, la lacasa oxida al mediador en presencia de
oxigeno, otorgando a éste un alto potencial de oxidacion que le permite oxidar al
compuesto de interés, reduciéndose él mismo y regenerandose para posteriores ciclos

de oxidacion enzimatica.
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Figura 1.7. Mecanismos de reaccion de la lacasa.

El siringaldehido (Figura 1.8) es un compuesto aromatico cuyo bajo potencial redox
le permite ser oxidado mas facilmente por la lacasa, aunque por otra parte, origina
menores niveles de oxidacion en los sustratos [16]. Ademas, se ha demostrado que la
actividad de la lacasa de Trametes versicolor aumenta cuando se incorpora
siringaldehido, en comparacion con el uso de otros mediadores [19].

O

-
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Figura 1.8. Molécula de siringaldehido.

La actividad de la enzima, al igual que su estabilidad, esta intimamente relacionada
con las condiciones de pH y temperatura a las que se trabaje, asi como con la
incorporacion de mediadores [20]. Es por ello que surge la necesidad de evaluar el

efecto de estas variables durante todo el proceso de degradacion.

10



1.4. OBJETIVOS

Los objetivos que se persiguen con el desarrollo del presente proyecto se enumeran a

continuacion:

Objetivo general

- Biorremediacion de aguas contaminadas por antibioticos empleados en

salmonicultura en Chile mediante el uso de la enzima oxidativa lacasa.

Obijetivos especificos

- Evaluacion de las condiciones de operacion para la aplicacién de sistemas
enzimaticos con el fin de alcanzar eficacias de transformacion significativas,

minimizando la pérdida de estabilidad de la enzima.

- Estudio del efecto del pH en la eliminacion de oxitetraciclina y eritromicina,

asi como la evaluacién del uso de siringaldehido.

11



2. MATERIALES Y METODOS
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2.1. REACTIVOS

Los reactivos empleados en el desarrollo experimental de este estudio se detallan a

continuacion:

e Oxitetraciclina

- Suministrado por Sigma-Aldrich

Formula molecular: C22H24N20g

Peso molecular: 460,43 g/mol

Solucién patrén: 500 mg/L en metanol

e Eritromicina
- Suministrado por Sigma-Aldrich
- Formula molecular: C37Hs7NO13
- Peso molecular: 733,93 g/mol

- Solucién patron: 500 mg/L en metanol

e ABTS
- Suministrado por Sigma-Aldrich
- Formula molecular: C1gH18N4OsS4

- Peso molecular: 514,62 g/mol

Solucion patron: 10 mM en buffer acetato (100 mM, pH 5)

Figura 2.1. Molécula de ABTS.
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e Siringaldehido (SA)

- Suministrado por Sigma-Aldrich

- Formula molecular: CoH1004
- Peso molecular: 182,18 g/mol

- Solucién patron: 200 mg/L en metanol

e Lacasa de Trametes versicolor

- Suministrado por Sigma-Aldrich
- Actividad: 0,5 U/mg
- Solucion patron: 2,5 g/30 mL en buffer fosfato (100 mM, pH 7)

14



2.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad de la lacasa se determind utilizando un ensayo colorimétrico a partir de
la oxidacion de 5 mM de ABTS. Los ensayos se llevaron a cabo en buffer acetato 100
mM a 436 nm (€436 = 29300 M cm™), pH 5y 30 °C. Se utiliz6 un espectrofotémetro

UV-VIS Specord 210, comercializado por la compafiia Analytik Jena.

Una unidad de actividad (U) fue definida como la cantidad de enzima requerida para

oxidar 1 pmol de ABTS por minuto, expresandose todas las actividades en U/L.

Figura 2.2. Espectrofotometro UV-VIS Specord 210.
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2.3. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE LA ENZIMA

El efecto del pH sobre la estabilidad de la lacasa fue evaluado en ausencia de sustrato
apH 4y pH 7 durante 5 horas a 25 °C. Ademas, se determin0 la actividad enzimatica
de todas las muestras en condiciones estandar (pH 5 y 30 °C). Las actividades
residuales se calcularon como la relacion entre la actividad medida en cada tiempo de

reaccion y el valor teorico inicial (ec. 1).

acte=¢

act.residual (%) = —=t
t=0

100 (ec.1)
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2.4. EVALUACION DE LA ENZIMA PARA LA ELIMINACION DE
OXITETRACICLINAY ERITROMICINA

2.4.1. Efecto del pH y del mediador

Se estudio la influencia del pH y del mediador tanto en la degradacién de los
antibioticos como en la estabilidad de la lacasa, evaluandose ademas la inactivacion

de la enzima para las diferentes condiciones.

Los ensayos fueron realizados en condiciones maximas de actividad (pH 4) y
estabilidad (pH 7), tanto en ausencia como en presencia de siringaldehido (2 mM). Se
empled buffer acetato 100 mM en los experimentos efectuados en medio &cido,
mientras que en aquellos realizados a pH neutro, la solucion reguladora utilizada fue
buffer fosfato 100 mM.

Durante todo el estudio, se trabajo con una actividad inicial de lacasa de 2000 U/L,
asegurando asi la degradacion de los sustratos. Por otro lado, la concentracion
empleada de oxitetraciclina y eritromicina fue de 5 mg/L, a fin de favorecer su

posterior medicion.

Todos los experimentos se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 100 mL, con
un volumen total de reaccién de 50 mL. Las muestras permanecieron agitadas durante

5 horas a una velocidad constante de 180 rpm y a temperatura ambiente (25 °C).

Figura 2.3. Benchtop incubator shaker.
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Ademas, se tomaron muestras de 50 pL a diferentes tiempos de reaccion (1, 15, 30
minutos y 1, 3, 5 horas) con el objetivo de cuantificar la actividad residual de la

enzima.

Para poder realizar un seguimiento del porcentaje de eliminacion bajo las diferentes
condiciones estudiadas, se tomaron alicuotas de 1 mL a diferentes tiempos de
incubacion (0, 15, 30 minutos y 1, 3, 5 horas). Las muestras se filtraron (0,45 pum) con
el fin de retener cualquier so6lido presente en la disolucién que pudiera dificultar su
posterior andlisis. Ademaés, se acidificaron con &cido clorhidrico para detener la
reaccion y posteriormente se congelaron. La concentracion residual de antibiotico se

cuantifico por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

También se llevaron a cabo controles en ausencia de lacasa, con y sin mediador. Los
resultados evidenciaron que la eliminacion de los antibidticos Unicamente se ve

afectada por la accion enzimatica. Todos los ensayos se llevaron a cabo por duplicado.

2.4.2. Anélisis HPLC

Para determinar la concentracién de ambos antibidticos se utiliz6 un equipo HPLC
Agilent Technologies 1260 con bomba cuaternaria, inyector automatico y detector de
diodos (DAD). La separacion se llevo a cabo en una columna Gemini C18 (50mm x

2.0mm; 3um), comercializada por la compafiia Phenomenex.

Figura 2.4. HPLC Agilent Technologies 1260.

18



En el método utilizado para cuantificar la degradacion de oxitetraciclina, la
temperatura de la columna se mantuvo en 30 °C. La fase movil utilizada consiste en
una mezcla de &cido oxalico 100 mM ajustado a pH 4, acetonitrilo y metanol
(70:20:10 v/viv). La velocidad de flujo fue de 0,2 mL/min, el volumen de inyeccién
de 2 pL vy la longitud de onda de 360 nm. Por otro lado, la obtencion de los datos de

cuantificacion de eritromicina esta aln en progreso.

19



3. RESULTADOS Y DISCUSION

20



3.1. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE LA ENZIMA

La Figura 3.1 muestra los datos de estabilidad de la lacasa a pH 4 y pH 7, evaluados
con el objetivo de comparar el efecto que produce la presencia de los antibidticos y
del mediador, asi como de los posibles productos de transformacién. La linea continua

representa el ajuste al modelo cinético a pH 4.
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Figura 3.1. Estabilidad de la lacasa en ausencia de sustrato.
La enzima presenta una alta estabilidad a pH 7, aunque también se observa una
importante disminucion a pH 4, probablemente debida las cadenas laterales ionizables

de la enzima en su estructura terciaria, la cual depende en gran medida del pH del
medio [21].
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3.2. EVALUACION DE LA ENZIMA PARA LA ELIMINACION DE
OXITETRACICLINAY ERITROMICINA

3.2.1. Efecto del pH y del mediador

La degradacion de los antibioticos seleccionados se llevd a cabo con el objetivo de
evaluar los sistemas lacasa y lacasa-mediador a diferentes valores de pH. Se estudio
su influencia no solo sobre el porcentaje de eliminacion, sino también sobre la
estabilidad de la enzima. Ademas, se obtuvieron los modelos cinéticos de inactivacion
de la lacasa a partir de los perfiles de actividad residual y se estimaron sus pardmetros

minimizando la suma de cuadrados de los residuos.

En la Figura 3.2 y Figura 3.3 se muestran los resultados experimentales obtenidos en
ausencia y presencia de mediador a pH 4. Las lineas continuas representan los ajustes
al modelo cinético, mientras que la linea discontinua corresponde al modelo de

estabilidad de la enzima en ausencia de sustrato.
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Figura 3.2. Actividad residual de la lacasa durante el tratamiento enzimatico de

oxitetraciclina a pH 4.
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Figura 3.3. Actividad residual de la lacasa durante el tratamiento enzimatico de

eritromicina a pH 4.

Los ensayos llevados a cabo con oxitetraciclina y en presencia de mediador,
presentaron a las 5 horas una actividad residual un 23% mayor que aquellos realizados
con eritromicina. La incorporacion de siringaldehido aumenté un 15% la actividad
enzimatica en presencia de oxitetraciclina, mientras que en los ensayos realizados con
eritromicina se vio reducida un 8%. Para ambos casos, se observd una ligera

inactivacion de la enzima en ausencia de mediador.

Si se comparan estos resultados con los obtenidos a pH 7 (Figura 3.4 y Figura 3.5),
se observa una menor inactivacion a pH neutro, al igual que ocurria en los ensayos de

estabilidad previos (Figura 3.1).
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Figura 3.4. Actividad residual de la lacasa durante el tratamiento enzimatico de

oxitetraciclinaa pH 7.
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Figura 3.5. Actividad residual de la lacasa durante el tratamiento enzimatico de
eritromicinaa pH 7.
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No se evidencian diferencias significativas en los experimentos realizados en
presencia de oxitetraciclina o eritromicina a pH 7, aunque bien es cierto que el
siringaldehido parece tener un efecto estabilizador sobre la enzima. Tal y como
sucedio en los ensayos de estabilidad en ausencia de sustrato, se observé una notable
disminucion de la actividad residual durante los primeros tiempos de reaccion, debida
muy probablemente a cambios conformacionales en su estructura que provocaron su

momentanea desnaturalizacion [21].

3.2.2. Determinacion de modelos cinéticos de estabilidad

Se obtuvieron los modelos cinéticos de estabilidad a partir de los perfiles de actividad
y se estimaron sus parametros (Tabla 3.1) minimizando la suma de cuadrados de los
residuos. Los errores obtenidos en la determinacion de los parametros a partir de los

duplicados fueron menores a un 3%.

Tabla 3.1. Actividad residual tras 5 horas de ensayo y coeficientes de inactivacion

obtenidos por ajuste de los datos experimentales.

T2 q Actividad 1 -1 2
Antibiético | pH Mediador residual (%) a ki (h?) | k2 (h™?) R
- 26,3 0,306 | 0,0006 | 0,533 [ 0,9992
4
Siringaldehido 57 0,579 0 2 0,9363
Oxitetraciclina
- 121,2* -2 - - -
7
Siringaldehido 111 - - - -
- 24,8 0,276 | 0,0005 1,2 0,9993
4
Siringaldehido 35,8 0,475 0,001 0,68 0,9986
Eritromicina
- 112,4 - - - -
7
Siringaldehido 115,8 - - - -
Ensayos de 4 - 54,5 0,574 | 14,761 0 0,9479
estabilidad 7 ) 1045 ) ) ) )

! Los valores superiores al 100% fueron debidos a un aumento en la temperatura ambiente.
2 Los datos no fueron ajustados a la ecuacidn, observandose Gnicamente una inactivacion inicial.
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Los datos experimentales fueron ajustados a la siguiente expresion de decaimiento
exponencial (ec. 2), donde ‘x’ es un nimero adimensional y ‘k1’ y k2’ son las

constantes de decaimiento [22].

—a.efity(1—a)-efet  (ec. 2)

acty

3.2.3. Efectos sobre el rendimiento de eliminacion

Durante los ensayos de degradacion de oxitetraciclina Ilevados a cabo en ausencia de
mediador (Figura 3.6), la eliminacion del antibiético a las 5 horas fue un 49% mayor
a pH 7 que a pH 4. Ademas, al poseer la enzima mayor estabilidad a pH neutro, se
puede afirmar que se lograrian mayores rendimientos para tiempos mas largos de
reaccion. Cabe destacar que los errores obtenidos en el célculo de porcentajes de
degradacidn a partir de los duplicados fueron menores a un 5%.
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Figura 3.6. Concentracion residual de oxitetraciclina en ausencia de siringaldehido.
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Por otro lado, en los experimentos realizados en presencia de siringaldehido, no fue

posible cuantificar la concentracion del antibidtico a partir de los 15 minutos. Es muy

posible que la incorporacion del mediador provocara su rapida eliminacion, situdndose

la concentracién del antibidtico por debajo del limite de cuantificacion de la técnica

analitica por HPLC (0,3 mg/L). Por tanto, se infiere que la incorporacion del mediador

origind un porcentaje de remocion mayor al 91% en ambos valores de pH. Tal y como

se comentd en anteriores apartados, el método de cuantificacion de eritromicina esta

en proceso de desarrollo.

Tabla 3.2. Eliminacion méxima (%) de oxitetraciclina y tiempos a los que se alcanzd.

Antibiético | pH Mediador Tiempo (h) | Eliminacion (%)
A - 5 21,44
) o Siringaldehido 0,25 >923
Oxitetraciclina
7 - 5 70,41
Siringaldehido 0,25 >01

3 Por debajo del limite de deteccién mediante HPLC.
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4. CONCLUSIONES
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Las principales conclusiones que pueden ser extraidas de la presente investigacion son

las siguientes:

Se ha llevado a cabo con éxito la degradacion enzimatica de oxitetraciclina a
diferentes valores de pH, viéndose el proceso favorecido por la incorporacion
de siringaldehido. Este hecho podria contribuir a la aplicacion futura de los
sistemas lacasa-mediador en la biorremediacion de aguas contaminadas por

antibidticos.

La degradacion de oxitetraciclina a pH 7 requiere menores tiempos de
operacion que a pH 4. No obstante, se podrian lograr mayores rendimientos de
eliminacién aumentando los tiempos de reaccion, ya que a ese pH la enzima

presenta una baja inactivacion.

La incorporacién de siringaldehido aumenta la estabilidad de la enzima cuando

se trabaja con oxitetraciclina en condiciones de pH 4.
La actividad residual de la lacasa de Trametes versicolor no se ve

practicamente afectada por el tipo de antibidtico empleado (oxitetraciclina o

eritromicina).
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