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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de los residuos del antibiotico
fluoroquinolona ciprofloxacina (CFX) presentes en el agua potable utilizada en el proceso
de produccion del queso andino madurado, sobre sus caracteristicas fisicoquimicas: pH,
acidez, humedad, cenizas, grasa, proteina y color, asi como cuantificar la presencia de
CFX en el producto final. Se utilizd el método de cromatografia liquida de ultra alta
resolucion UHPLC-DAD. Se establecieron concentraciones de CFX de 40, 400, 1000 y
2000 ngL! en la cuajada de sinéresis durante la etapa de escaldado. Los resultados
muestran que los valores de pH (5,48-5,50), acidez (0,11-0,13 %), cantidad de proteina
(28,05 %) y variacién del color (L*=82,65 y b*=25,84) estan condicionados (p<0,05) por
la presencia de CFX durante el proceso de maduracion del queso. Ademas, el contenido
en grasa (27,10 %) disminuye en funcion de la concentracion. Se detectaron niveles de
4,54 - 6,27 ng de CFX/g en quesos andinos (p<0,05) para todas las concentraciones
durante el proceso de maduracion, con una tasa de retencion de hasta el 15,68 %. Esta
retencion se debe a la solubilidad, alta afinidad a proteinas y caracteristica lipofilica del
CFX, asi como a la susceptibilidad de los componentes de la leche a la adsorcion de
sustancias extrafias que entran en contacto y quedan atrapadas en su estructura, lo que
puede convertir al queso madurado en un medio de contaminacion para antibidticos como
el CFX, representando un peligro latente para la salud publica debido a la resistencia

bacteriana a los antibidticos.

Palabras clave: Agua, antibioticos, ciprofloxacino, contaminacion, resistencia,

salud publica.
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the effect of residues of the
fluoroquinolone antibiotic ciprofloxacin (CFX) present in the drinking water used in the
production process of matured Andean cheese, on its physicochemical characteristics
such as pH, acidity, moisture, ash, fat, protein and color, as well as to quantify the
presence of CFX in the final product. The UHPLC-DAD ultra-high-performance liquid
chromatography method was used. CFX concentrations of 40, 400, 1000 and 2000 ngL-
1 were established in the syneresis curd during the blanching stage. Results show that
values of pH (5.48-5.50), acidity (0.11-0.13 %), protein amount (28.05 %) and color
variation (L*=82.65 and b*=25.84) are conditioned (p<0.05) by CFX presence during
cheese ripening process. Additionally, the fat content (27.10 %) decreases as a function
of concentration. Levels of 4.54 - 6.27 ng of CFX/g were detected in Andean cheeses
(p<0.05) for all concentrations during the ripening process, with a retention rate of up to
15.68 %. This retention is due to solubility, high affinity to proteins and lipophilic
characteristic of CFX, as well as to the susceptibility of milk components to adsorption
of foreign substances that come into contact and are trapped in its structure, which can
turn ripened cheese into a contamination medium for antibiotics such as CFX,

representing a latent danger to public health due to antibiotics bacterial resistance.

Keywords: Antibiotics, ciprofloxacin, contamination, public health, resistance,

water.

fosais_y/

WENCESLAO T, MEDINA ESRINOZA
ng Alimentarias Reg. CIP\39643
Doctbr en Ciencias de la Ingenigrta
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INTRODUCCION

En los altimos afos el uso de antibidticos en medicina ha crecido sustancialmente,
primordialmente en paises en vias de desarrollo, donde se han observado mayores
incrementos absolutos en el uso de cefalosporinas, penicilinas de amplio espectro y
fluoroquinolonas (Van Boeckel et al., 2014). Los antibioticos se utilizan ampliamente en
la produccion ganadera para diferentes fines como el tratamiento de enfermedades,
prevencion y mejorar la eficiencia alimentaria (promotores de crecimiento) (Rama et al.,
2017). Es asi que para Bacanli y Basaran (2019) informan que el 80 % de los animales
que participan en la produccion de alimentos, estdn siendo tratados con medicamentos
veterinarios en un momento determinado durante toda su vida. Més que el propio
antibidtico, el principal problema en relacion con el incremento de prevalencia de
resistencia a los antibioticos es el empleo de los mismos en condiciones inadecuadas,
siguiendo pautas de administracion completamente incorrectas (OMS, 2020). Por otro
lado, se debe destacar que la sensibilidad de los microorganismos patégenos es muy
variable, esta depende de las cepas y de la naturaleza del antibidtico (Villegas A., 2012).
Por lo tanto, se define como agente antimicrobiano la sustancia producida por
microorganismos o sintetizada quimicamente, que en bajas concentraciones es capaz de
inhibir e incluso destruir microorganismos sin producir efectos toxicos en el huésped
(Lorenzo P. et al., 2008). Por lo que los residuos de antibidticos en alimentos de origen
animal debido al incumplimiento de las instrucciones de uso (dosis y periodo de espera)
combinada con las malas précticas de produccion ganadera, estdn presentes en leche,
huevos y carne, generando inconvenientes en la seguridad alimentaria de los

consumidores (Tadesse y Tadesse, 2017).

En la industria lechera y derivados puede suponer un grave problema y amenaza
a la salud publica. Alimentos contaminados con antibidticos, incluso a niveles bajos,
podria ser un reservorio de bacterias resistentes a estos compuestos, por tanto, es una
causa del desarrollo de antimicrobianos de resistencia, con efectos toxicos que
desencadenan una reaccion alérgica en individuos ya sensibilizados a los antibioticos, hoy
en dia es un motivo de gran preocupacion en los seres humanos en todo el mundo (Giraldo
etal., 2017; OMS, 2020; Novés et al., 2015; Marshall y Levy, 2011). Los quesos son mas
facilmente digeridos por lo cual muchas veces son mejor aceptados que la leche.
Contienen entre 10 y 30 % de proteinas, con un alto valor bioldgico por su composicion

en aminoacidos muy importante a nivel nutricional, la presencia de antibidticos en leche

3
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o sus derivados tiene implicancias negativas para los consumidores, industriales y
ganaderos (Villegas A., 2012). Por lo tanto, la produccién y algunos criterios de calidad
de los productos lacteos, incluidas las caracteristicas sensoriales y estructurales, pueden
verse afectados negativamente por los residuos de antibioticos en la leche. Ademas,
dependiendo de las propiedades quimicas de la molécula, es posible que el farmaco no se
degrade ni se pierda durante el proceso de fabricacion de dichos productos (Silva et al.,

2020).

Para quesos madurados en particular, la presencia de residuos de antibidticos
puede causar: nula o lenta fermentacién lactica, mal desuerado de la cuajada,
hinchamiento precoz del queso al favorecer por ejemplo el crecimiento de la flora
coliforme, al ser inhibido el crecimiento acido lactico (Gbylik-Sikorska et al., 2021).
Dado que la maduracion de quesos conlleva a cambios bioquimicos, en estos intervienen
principalmente las proteinas, grasas y carbohidratos de la cuajada. En efecto en muchos
quesos quedan intactos dos tercios de la proteina, como lo hace la mayor parte de la grasa,
aunque parte de esta tltima fraccion es transformada en acidos grasos y otros compuestos
lipidicos, que al final imparten sabor y aroma al queso (Scott R. et al., 2010). Estos
farmacos podrian retenerse en la cuajada de la leche en mayor o menor medida,
dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de estas sustancias y su capacidad para
interactuar con la grasa y/o proteina como fraccion de la matriz (Giraldo et al., 2017). Es
asi que, el proceso de acidificacion durante la maduracion se ve afectada por la presencia
de antibidticos como eritromicina, amoxicilina, bencilpenicilina, cloxacilina,
ciprofloxacina, enrofloxacina y oxitetraciclina, requiriendo tiempo adicional para
alcanzar el pH final del queso madurado, esto sugiere que la actividad de los cultivos
iniciadores estuvo fuertemente inhibida por la presencia de estos antibioticos.

(Quintanilla et al., 2019)

Los antibioticos en general y las fluoroquinolonas como el ciprofloxacino en
particular son una valiosa clase de antibacterianos sintéticos ampliamente utilizados en el
tratamiento de enfermedades infecciosas tanto en humanos como en animales. Hasta hace
poco se pensaba que la resistencia bacteriana a las fluoroquinolonas se desarrollaba muy
lentamente. Hoy en dia existen multiples estudios que revelan la alarmante aparicion de
resistencias bacterianas y el alto riesgo de que queden terapéuticamente inutiles. La
apariciéon de este fendmeno proviene del uso imprudente en terapia, la presencia de

residuos y sus metabolitos en alimentos de origen animal y también en aguas residuales,
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compost y desechos domésticos, que terminan en el suelo y en las fuentes de agua (Rusu

etal., 2015).

La proliferacion, prevalencia y persistencia de bacterias resistentes a los
antibioticos y genes resistentes a los antimicrobianos en medios acuaticos como el agua
potable tratada y no tratada, presentan un problema de salud publica cuando transfieren
resistencia a los antibioticos a patdogenos humanos, debido al uso excesivo e inadecuado
uso de antibidticos humanos y veterinarios, lo cual representa un problema de
preocupacion mundial (Gonzalez J. et al., 2019). Cabe destacar que muchos
investigadores han demostrado la eliminacién incompleta de los farmacos durante el
proceso de tratamiento en las plantas de agua residual, por lo que son consideradas como
las principales vias de entrada de estos fdrmacos al ecosistema acuatico (Zhang et al.,
2013). La contaminacion con antibidticos genera varios efectos nocivos en el cuerpo
humano a bajas concentraciones (Bouki et al., 2013), pueden interferir en la microbiota
intestinal humana y causar alteraciones y sobre todo causa resistencia a farmacos ya que
la administracion a corto plazo puede permitir que las poblaciones de bacterias resistentes
se estabilicen y persistan en el cuerpo humano durante afios (Jakobsson et al., 2010), los

nifios son los mas vulnerables a los antibidticos que los adultos (Bailey et al., 2014).

En efecto, la cadena alimentaria ha sido reconocida como una de las rutas
principales de transmision de bacterias resistentes a antimicrobianos, desde los animales
hasta el hombre, por lo que en esta investigacion se presentan evidencias que existen
vinculo entre el uso de antibioticos en la cadena de produccion de alimentos y la aparicion
de resistencia en los microorganismos patdogenos o no mds comunes, en tal sentido el
estudio realizado sobre la contaminacion cruzada para la elaboracion de queso andino,

enfoca de manera cientifica y asevera lo antes mencionado.

Esta investigacion se desarrollo en 4 capitulos, donde se detalla un modelo tedrico
conceptual de comportamiento de las variables de estudio y variables de respuesta segiin
los objetivos planteados, asi se analizd, evalud e interpretd los resultados obtenidos
mediante la contrastacion de hipotesis.Se elabora considerando los aspectos siguientes:
el problema de investigacion y su importancia, indicando el area, linea y tema de
investigacion de los programas de la Escuela de Posgrado; el propdsito de investigacion

y los métodos.
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CAPITULO I
REVISION DE LITERATURA
1.1 Marco tedrico
1.1.1 Queso

El queso es el resultado del drenaje (de liquido) tras la coagulacion de la
leche, nata, leche desnatada o parcialmente desnatada, grasa de la leche o una
combinacion de dichos ingredientes, este puede ser blando, semiduro, duro y extra
duro, madurado (cambios bioquimicos y fisicos) o no madurado (Scott R. et al.,

2010; Codex Alimentario, 2011).

El queso andino, es un queso semiduro madurado, de pasta lavada,
prensado y salado en salmuera. tiene una textura blanda y mantecosa, de color
blanco amarillento, sin ojos, de corteza delgada y firme pero no dura. Tiempo de
maduracion no menor de 15 dias, por lo general se le da hasta 50 dias de

maduracion para obtener un mejor producto final (Trujillo, 2020).

Como su nombre lo indica, se elabora a lo largo de la cordillera de los
Andes. Se diferencia de una region a otra en la intensidad del sabor y el aroma, y
el las variaciones ligeras de color debido a la composicion de la leche que proviene
de vacas alimentadas con pastos naturales y alfalfa. Se trabaja con leche entera
proveniente de ganado criollo o cruzado con Brown Swiss, que es la raza que
mejor se ha adaptado a las zonas altoandinas. Es en queso madurado entre 25 a 30
dias, con una corteza lisa y brillante y pasta cerrada de color crema a amarillento
conforme transcurre la maduracion, su sabor, aroma son intensos y es de salado

suave (Castafieda R. et al., 2012).

La composicidén en macro y micronutrientes del queso andino se presenta

a continuacion en la Tabla 1.
A. Clasificacion de quesos

La clasificacion de quesos se presenta a continuacion en la Tabla

2, considerando diferentes aspectos.
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Tabla 1

Composicion de Leche y Derivados: Queso Andino

e
Energia (kcal) 375 298
Agua (9) 42 4,9
Proteinas (g) 22,6 19,2
Grasa total (g) 31,4 24,5
Carbohidratos totales (g) 0,6 0
Fibra (g) 0 0
Cenizas (g) 3,5 7,4
Calcio (mg) 736 629
Fésforo (mg) 0 0
Zinc (mg) 4,43 3,99
Hierro (mg) 0,12 0,08
Vitamina A (ug) 555 433
Tiamina (mg) 0 0
Riboflavina (mg) 0 0
Niacina (mg) 0 0
Vitamina C (mg) 0 0
Sodio (mg) 608 2254
Potasio (mg) 66 45

Nota. Tabla de Composicion de Alimentos, Instituto Nacional de Alimentacion

y Nutricién (2017).

B. Cambios fisicoquimicos del queso en la maduracion

La maduracién de queso conduce a cambios en sus propiedades
fisicas, de apariencia, sensorial debido a la combinacion de factores que
junto a los microorganismos son agentes importantes. Bioquimicamente la
degradacion simultdnea o sucesiva de compuestos en el proceso de
maduracion esta dada por la fermentacion de la lactosa, la hidrélisis de las
proteinas y la degradacion de la materia grasa, estas transformaciones no
cesan en un estadio primario dado que los productos formados pueden a
su vez ser transformados y dar lugar a la formacion de nuevos compuestos,
los cuales también pueden ser retrasnformados por otros sistemas

enzimaticos (Villegas A., 2012).
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Tabla 2

Clasificacion de quesos tipicos

Tipo Especificaciones
Segun el tipo de leche Vaca, Cabra, Oveja, Bufala
Segun el tiempo de Frescos o madurados
maduracion

. . . Pasta blanda, Pasta semidura y Pasta dura
Segun la consistencia

Extra graso o doble crema (no menor del 60
Segin el contenido de %)
materia grasa del extracto Graso (45 - 59.9 %)
seco Semigraso (25 - 44.9 %)

Magros (10 — 24,9 %)

Descremados (menor al 10%)

Baja humedad o pasta dura (hasta 35,9 %)
Mediana humedad o pasta semidura (36 —
45,9 %)

Alta humedad o pasta blanda (46 — 54,9 %)
Muy alta humedad o pasta muy blanda
(menor a 55 %)

Segun el contenido de
humedad

Segun el tipo de tecnologia Pasta lavada y Pasta no cocida o cocida
empleada

. . Con ojos o sin ellos, En superficie, En el
Segun la presencia de

interior
hongos
Segun el tipo de Acida o lactica, Enzimatica o dulce
coagulacion

Nota. Roberto Castafieda et al.( 2012).
B.1 pHyAcidez

Los cambios fisicos, quimicos y bioldgicos que ocurren en la leche
hasta que el queso este totalmente maduro, se deben al pH del liquido o su
cuajada. El delicado equilibrio fisico entre los constituyentes de la leche,
debido a la ionizacién de componentes, la captacion de protones y la
dispersion de sales y proteinas entre fases, determina una capacidad
tampon frente al cambio de pH. Este equilibrio acido-base de la leche,
suero o cuajada, es un parametro Util para la elaboracion de queso. Esta

capacidad tampon dentro de un margen de pH 4,5-6,7 que comtiinmente se
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da durante la elaboracion de queso, se debe a proteinas, fosfatos, citratos

y carbohidratos (Scott R., et al., 2010).

La medida de la acidez expresada en porcentaje de acido lactico
equivalente, es arbitraria porque no todo el acido titulado es lactico. Las
proteinas los acidos grasos, asi como fosfatos, citratos carbonatos, sulfatos
de calcio y magnesio, también estan implicados, ademas el dioxido de
carbono disuelto como carbonatos supone el 0,02 % de la acidez, puesto
que la leche llega a contener casi el 4 % en volumen de didéxido de carbono
disuelto; la difusion de suero con agua caliente en el proceso de escaldado
de la cuajada, produce diferencias en la presion osmotica entre el suero y
la cuajada, esto contribuye a eliminar la lactosa, se reduce la capacidad de
tampon como el nivel real del acido lactico, enmascarando asi la velocidad
de formacion de acido medida (Scott R. et al., 2010). El proceso de lavado
de cuajada como parte de la prolongacion de la sinéresis, permite eliminar
solidos, especialmente lactosa que es hace que disminuya la produccion
de acidez confiriéndole un aroma y sabor més suave y dulce al queso

(Castafieda R. et al., 2012).

El control de la acidez desarrollada depende en parte de la
velocidad de escaldado y de las temperaturas, como se muestra en la

Figura 1.
B.2 Humedad

El agua en el queso se encuentra en diferentes estados: a) unida a
la estructura de un componente de la cuajada, como por ejemplo de la
proteina, b) débilmente mantenida por labiles fuerzas en contacto con las
particulas de la cuajada, por ejemplo, humedad higroscépica, c) humedad
con libertad de movimiento dentro de la cuajada, que actia como
portadora de solutos. Estos estados de humedad de la cuajada estan en
equilibrio, por lo que el panorama cambia cuando las reacciones que tienen
lugar en la cuajada liberan mas agua unida. Lo mismo en el agua libre, el
volumen de esta controla la concentracion de solutos, estos pueden afectar
al metabolismo bacteriano al ejercer un efecto osmotico sobre los

constituyentes celulares. Por ello el crecimiento bacteriano es mas
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prolifico en las cuajadas ricas en humedad que en las cuajadas de escasa
humedad y la velocidad de maduracion es mas rapida en los quesos de alta
humedad. Por el contrario, la evaporacion de humedad de la corteza de la
cuajada acumula solutos en la parte cortical, incluidas las sales calcicas,
cambio que puede ser favorable al reducir la actividad bacteriana en la

superficie del queso (Scott R. et al., 2010).

Figura 1

Efecto de acido lactico a diferentes temperaturas de escaldado

1.2~ A = ESCALDADO BAJO 36°C
1,1+ B = ESCALDADO NORMAL 40°C

; g —  C = ESCALDADO ALTO 43°C

08+
0,7 -
0,6 -

% ACIDEZ (COMO ACIDO LACTICO)

CUAJO
05 CORTADO
04 |
[ 1

0,3 - (] '_,—:
0,2 V'
01+

| | | 1 L ' ~

1 2 3 4 5 6

HORAS

Nota. Villegas de Gante Abraham (2012)

B.3 Proteolisis

Consiste en la degradacion parcial de las proteinas en productos
mas simples y solubles. La gran variedad de agentes proteoliticos
susceptibles de intervenir y la multiplicidad de via metabdlicas que el
proceso degradativo explica la diversidad de productos generados en la
maduracion: proteasas, péptidos, amino acidos, aminas, amoniaco, sulfuro
de hidrégeno, acidos volatiles aldehidos, cetonas, etc. Existe una estrecha
relacion entre la elasticidad del queso y la cantidad de caseina presente,
esto es explicable si se considera que los productos de la degradacion de
la caseina ya no pueden contribuir a mantener la estructura eléstica de la

matriz proteica (Villegas A., 2012).
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La proteolisis no estd considera como una desnaturalizacion, por
lo que esta constituida por la fragmentacion de los enlaces polipeptidicos,
el rompimiento de enlaces covalentes de la proteina es irreversible. En la
naturaleza la desactivacion de proteinas llamada recambio tiene por objeto
la renovacion de las moléculas con actividad bioldgica o para controlar la
concentracion enzimatica en algun sistema lo cual se logra precisamente a
través de una degradacion proteolitica. El recambio también evita la
preservacion de posibles errores de transcripcion en la sintesis de proteinas

(Badui Dergal, 2006).
B.4 Lipolisis

Los productos de la degradacion de la materia grasa (acidos grasos
libres, metilcetonas y ésteres) desempefian una funcion primordial en el
aroma; a medida que la maduracion progresa el aroma y sabor del queso
cambian, dependiendo de la temperatura de maduracion y duracion del
almacenamiento (Villegas A., 2012). La hidrolisis de la grasa en quesos
libera &cidos grasos volatiles como acido butirico, caproico, caprilico y
caprico, siendo responsables del aroma y textura del queso madurado

(Castafieda R. et al., 2012).

El grado de acidez de la grasa lactea, es una medida del grado de
lipdlisis. Un sabor rancio es perceptible a partir de alrededor de un grado
de acidez de 1,4 mM/100g grasa. Normalmente en la leche cruda no se
produce ninguna hidrélisis espontanea, aunque algunas leches
individuales tiendan a ello. La leche puede contener junto con la
lipoproteina lipasa también otras de origen microbiano como las
psicrotrofas, las cuales no inactivan completamente incluso tras un
tratamiento de ultrapasteurizacion. Las reacciones de autooxidacion
pueden producir defectos de sabor en el almacenamiento, en tanto mayor
contenido de grasa sea mayor y van desde sabor a sebo hasta pastoso,

metalico, aceitoso o a pescado (Schlimme y Buchheim 2002).
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B.5 Minerales

Se encuentran presentes en estado de iones o de sales no
disociadas, la composicién de minerales estd estrechamente asociada con
el contenido de proteinas Los principales son el potasio, calcio, sodio,
magnesio, fosfato, citrato y los cloruros. Por un lado se encuentran
disueltos y por otro en estado coloidal asociados a las caseinas en el centro
de las micelas, la fraccion salina coloidal representa el 65 % del calcio, el
50 %, el 60 % del magnesio y el 8 % de citrato; entre este equilibrio de
formas solubles y coloidales (el fosfato y el citrato, estdn en mono, di y
trifosfatos) y entre las formas ionizadas y no disociadas (Na, K, Cl), puede
modificarse por la accioén de la temperatura, pH, concentracion salina y

otros (Villegas A., 2012).
B.6  Color

El color de los alimentos es un atributo sensorial que a menudo se
pasa por alto y que en realidad puede cambiar la percepcion del sabor de
los consumidores (Wadhwani y McMahon, 2012). Por ser un atributo
sensorial importante de los productos lacteos, de tal forma que es afectado
por factores como la dieta del animal, depende del tipo y composicion de
la leche, aditivos alimentarios, las tecnologias de fabricacion, la actividad
natural de la microflora de la leche, las técnicas de maduracion durante la

fabricacion, variedad de queso, entre otros. (Lukinac et al., 2018).

Los principales instrumentos para medir convencionalmente el
color en quesos son mediante colorimetro y los espectrofotometros (Minz
y Saini, 2021). La medicion de color se informa en el sistema
colorimétrico CIE L*a*b*. Las coordenadas colorimétricas L*
(luminosidad, 0 % a 100 % de oscuro a luminoso), a* (-60 a 60, de verde

a10jo) y b* (-60 a 60, de azul a amarillo), del queso (Avila et al., 2017).

La medicién del color permite detectar ciertas anomalias o
defectos que pueden tener los alimentos, asi esta medida se utiliza
habitualmente en el control de calidad y el desarrollo de productos para

evaluar el color de la cuajada y el queso. Cabe mencionar que el color del
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queso varia de blanco a naranja (Ledn et al., 2006). Sin embargo, para
Rohm y Jaros (1996) el tiempo de maduracion puede disminuir valores
como la luminosidad (L*) y el aumento de la cromaticidad (a* y b*) o

viceversa.

La colorimetria se utiliza para explicar como se pueden medir y
especificar los colores de forma cientifica, asi el color puede expresarse
en atributos subjetivos (respuesta del observador) y objetivos (medidos
por instrumentos), por lo que hay tres atributos psicologicos para la

descripcion de color: tono, luminosidad y cromaticidad.(Lukinac et al.,

2018)

La tendencia actual de los consumidores es la evidente
preocupacion por la salud, caracteristicas de bienestar y la seguridad
alimentaria, de tal forma que el color de un producto juega un papel
notable en la seleccion de un alimento, es asi que los productos lacteos en

general estan relacionados con la apariencia (Milovanovic et al., 2021).
1.1.2 Antibioticos

Los antibidticos son compuestos quimicos producidos por
microorganismos que destruyen (bactericidas) o inhiben el crecimiento de otros
microorganismos (bacteriostaticos); pueden ser de amplio espectro, activos contra
una amplia gama de microorganismos, o tener efecto activo contra un grupo
especifico, siendo capaces de interferir con un proceso metabolico especifico de
esos microrganismos. Actualmente son obtenidos mediante sintesis quimica
(compuestos antimicrobianos sintéticos) o por modificacién de algunas de las
caracteristicas quimicas del ntcleo basico de un antibidtico producido por un
macroorganismo (compuestos antimicrobianos semisintéticos) para mejorar sus
propiedades farmacocinéticas, su espectro de actividad o para disminuir su

toxicidad (Lorenzo P. et al., 2008).

Los antibioticos se han considerado como contaminantes ambientales
emergentes bajo la categoria de Farmacos y productos de cuidado personal.
Ademas de los riesgos potenciales relacionados con la salud humana, los residuos

de antibidticos que contienen leche pueden representar una preocupacion
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tecnologica para el procesamiento de productos lacteos (Zhao et al., 2021; Silva

et al., 2020).
A. Clasificacion de antibidticos
A.1  Segun el efecto de su accion

Los antibioticos se clasifican de acuerdo al efecto de su accion
(Tabla 3), en bacteriostaticos cuando bloquean el desarrollo y la
multiplicacion de las bacterias, pero no las lisan, por lo que al retirar el
antimicrobiano se revierte su efecto, y bactericidas que provocan la muerte
bacteriana haciendo el proceso irreversible. Cabe mencionar que esta
clasificacion varia segun la existencia de algunos factores como el tipo de
germen, el crecimiento celular, la concentracion del antibidtico, el tiempo

de contacto o las caracteristicas del medio (Benito M., 2006).

Tabla 3

Clasificacion de antibioticos de acuerdo a su mecanismo de accion

Bacteriostaticos Bactericidas
Tetraciclinas B-Lactamicos
Sulfamidas Aminoglucosidos
Macrélidos Quinolonas

Lincosamidas Rifampicina
Anfenicoles Glucopéptidos

Nota. Benito M. (2006).
A.2  Segun su mecanismo de accion

En general, los antibidticos actian:

o Previniendo la sintesis de compuestos de la pared celular bacteriana
(penicilinas)

o Dafiando la membrana citoplasmatica bacteriana.

. Interfiriendo con la sintesis de proteinas y dacidos nucleicos

(Evaggelopoulou y Samanidou, 2013).
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Tabla 4

Clasificacion de antibioticos de acuerdo a su estructura quimica

Clase Antibiotico Estructura Ejemplos

Norfloxacina
Sarafloxacina
Ciprofloxacina

Quinolonas ’

Tetraciclinas S
Doxiciclina

Tetraciclina

0; H

Sulfonamidas ~ NH, \ / s—N—~R  Sulfametoxazol

Sulfadimetoxina

Ai @) %
B-lactdmicos z o
O/\OH Amoxicilina
Ampicilina
Macrolidos
Azitromicina

Claritromicina

HiC 0 HN TS
HN Gentamicina
; HO NH
Aminoglucésidos HC Hoofw ” Neomicina
HN NH,

Trimetoprim
Nota. Vosough y Mashhadiabbas, (2013).
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A.3  Por su estructura quimica

Esta clasificacion es la mas utilizada en la literatura cientifica; los
miembros de un mismo grupo tienen estructuras similares, actuan por
mecanismos similares y tienen un comportamiento similar en el medio
ambiente (Seifrtova et al., 2009). De acuerdo a esta clasificacion, existen
mas de 10 clases de antibidticos, seis de ellas son las mas importantes tanto
en medicina humana como en medicina veterinaria (Tabla 4) (Vosough y

Mashhadiabbas, 2013).
B. Fluoroquinolona: Ciprofloxacino

El grupo de las quinolas, se clasifica en 3 generaciones. La primera
comprende a las quinolonas originales como el acido nalidixico, acido
oxolinico, acido pipemidico y cinoxacino; la segunda generacion son las
fluoroquinolonas como norfloxacino, cirpofloxacino, enrofloxacino,
danofloxacino, difloxacino y marbofloxacino; y la tercera generacion
incluye el orbifloxacino, levofloxacino, esparfloxacino, moxifloxacino,
grepafloxacino y gatifloxacino, entre otros, la segunda y tercera
generacion aumentaron su biodisponibilidad oral, actividad antibacteriana
a Gram negativos y Gram positivos y distribucion sistémica (Martinez et

al., 2006).

Es asi que este farmaco (CFX), fluoroquinolona con actividad
antibacteriana de amplio espectro, que incluye cepas Gram-positivas y
Gram-negativas (Van Doorslaer et al., 2014). Las propiedades
fisicoquimicas unicas del fluor, la electronegatividad y la estabilidad del
enlace C=F no solo mejoran la actividad bioldgica del CFX, también lo
convierten en un compuesto altamente recalcitrante (O’hagan, 2008).
Actualmente el CFX es la fluoroquinolona mas prescrita en el mundo,

seguida de la ofloxacina y la levofloxacina (Rusu et al., 2015).

Los residuos de fluoroquinolonas pueden pasar facilmente al
medio terrestre mediante la aplicacion de estiércol con antibidticos y se
transportan facilmente a los medios acudticos a través de las descargas de

aguas residuales y escorrentia agricola (Feng et al., 2019), Es asi que esta
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familia de compuestos constituye un grupo de microcontaminantes
ambientales emergentes que han despertado la preocupacion publica por
sus efectos ecotoxicoldgicos y su potencial para promover la resistencia

en poblaciones microbianas (Redgrave et al., 2014).

Las fluoroquinolonas o quinolonas fluoradas son un grupo de
antimicrobianos sintéticos de amplio espectro, cuyo “blanco” es la sintesis
del ADN. Se han utilizado ampliamente para el tratamiento de infecciones
intra y extrahospitalarias, convirtiéndose en un recurso de suma
importancia para paises en vias de desarrollo debido a la gran
disponibilidad de genéricos que reducen drasticamente el costo del
tratamiento. Su efectividad se debe a su alta biodisponibilidad, nivel de
seguridad y forma de administracion que puede ser tanto enteral como
parenteral (Pallecchi et al.,, 2012). Sin embargo, se han usado
indiscriminadamente en el campo de la agricultura y en el procesamiento
de alimentos, lo que hace que el incremento de resistencia a quinolonas
sea un problema cada vez mas frecuente asociado a la constante

exposicion de diversos microorganismos(Strahilevitz et al., 2009).

La estructura de las moléculas de quinolonas contiene grupos
carboxilicos los cuales confieren la caracteristica 4cida a estos
compuestos; ademads, la segunda generacion las Fluoroquinolonas tienen
un grupo amino en el anillo heterociclico llamado piperacinico. Los
valores referenciados de pKa para las quinolonas acidas estan entre 6,0-
6,9, por lo que en condiciones acidas estan en su forma neutra. Mientras
que en el caso de las quinolonas piperacinilicas, los valores encontrados
son entre 5,5-6,3 y 7,6-8,5 para pkal y pka2, respectivamente. Su forma
intermedia es un zwitterion; a condiciones acidas se encuentran en su
forma cationica mientras que a condiciones basicas tanto las quinolonas
acidas como las piperacinilicas se encuentran en forma anionica (Seifrtova

et al., 2009).

El blanco especifico de las quinolonas es interferir en la sintesis
del ADN, conduciendo a muerte celular bacteriana mediante la

fragmentacion cromosomica. Penetran la pared celular a través de porinas,
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inhibiendo directamente la replicacion bacteriana al interactuar con dos
enzimas; ADN girasa (proteina tetramérica compuesta por dos pares de
subunidades A y B, codificadas por los genes GyrA y GyrB) (Aldred et al.,
2013) y topoisomerasa IV (proteina tetramérica compuesta por dos pares
de subunidades A y B, codificados por los genes ParC y ParE), las cuales
son necesarias para realizar el superenrollamiento del ADN.
Especificamente, ADN girasa es el blanco primario en bacterias
gramnegativas, mientras que topoisomerasa IV lo es en bacterias
grampositivas. Algunas quinolonas con espectro de actividad y potencia
mejorada, parecen tener como blanco ambas enzimas (Blondeau, 2004;

Leyvay Leyva, 2008).

El CFX es uno de los antibidticos clinicos que se usan para
enfermedades infecciosas, como infecciones del tracto urinario,
infecciones gastrointestinales, infecciones del tracto respiratorio
(neumonia), infecciones cutaneas e infecciones de tejidos blandos, debido
a la baja resistencia cruzada, rapida y actividad bacteriana o bacteriostatica
de amplio espectro (Thai et al., 2023; Tasci et al., 2021). El uso de este
antibiotico es elevado debido su bajo costo, de hecho, el mal uso de CFX
puede aumentar la apariencia de patégenos zoonoticos resistentes a CFX
en animales junto a algunas enfermedades indeseables y efectos
secundarios como reacciones toxicas y alergias, trastornos de la flora
intestinal en humanos a lo largo de la cadena alimentaria (Rudnicki et al.,

2019).
C. Antibioticos en Leche y Quesos

Las pautas del Codex Alimentario consideran que el estatus
sanitario en térmicos de inocuidad para alimentos de origen pecuario
(carne, leche y sus derivados) asocian riesgos a la presencia de residuos de
medicamentos veterinarios, plaguicidas, hormonas, toxinas, aditivos y
metales pesados. No obstante, se considera que cualquier sustancia no
anadida intencionalmente al alimento, que estd presente como resultado

de la produccion, fabricacion, elaboracidon, preparacidn, tratamiento,
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envasado, empaquetado, transporte o almacenamiento como resultado de

contaminacion (Codex Alimentario, 2011; .Mattar et al., 2009).

Tabla 5
Limites mdximos de residuos (LMR) de medicamentos veterinarios en los

alimentos (Leche)

. » LMR
Especie Tejido
(Hg/kg) (Mg/L)
Albendazol Leche 100
Amoxicilina Leche 4
Bencilpenicilina Leche 4
Ceptiofur Leche 100
Ciflutrin Leche 40
Cihalotrin Leche 30
Cipermetrina Leche 100
Clenbuterol Leche 0,05
Clortetraciclina Leche 100
Colistin Leche 50
Deltametrin Leche 30
Dexametasona Leche 0,3
Dihidroestreptomicina  Leche 200
Diminazina Leche 150
Doramectin Leche 15
Eprinomectin Leche 20
Espectinomicina Leche 200
Espiramicina Leche 200
Febantel/Fenbendazol
/Oxfendazol Leche 100
Gentamicina Leche 200
Imidocarb Leche 50
Isometamidio Leche 100
Ivermectina Leche 10
Lincomicina Leche 150
Monensina Leche 2
Neomicina Leche 1500
Sulfadimidina Leche 25
Tiabendazol Leche 100
Tilosina Leche 100
Triclorfon Leche 50

Nota. CODEX-LMR-RGR (2021).

Los antibidticos se utilizan ampliamente en la produccion

ganadera para diferentes fines como el tratamiento de enfermedades, la
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prevencién y para mejorar la eficiencia alimentaria (promotores del
crecimiento) el 80 % de los animales que participan en la produccion de
alimentos estan siendo tratados con medicamentos veterinarios en un
momento determinado o durante toda su vida. Como consecuencia directa,
el uso de antibidticos en animales puede dejar residuos de estos
compuestos en alimentos como la leche, huevos y carne (Chiesa et al.,

2020).

La presencia de antibioticos en leche o sus derivados tiene
implicancias negativas para los consumidores, industriales y ganaderos.
Para los consumidores si bien la concentracion de residuos es muy baja
como para provocar efectos toxicos, si podria desencadenar una reaccion
alérgica en individuos ya sensibilizados a los antibidticos (Villegas ,2012).
Por lo tanto, la produccion y algunos criterios de calidad de los productos
lacteos, incluidas las caracteristicas sensoriales y estructurales, pueden
verse afectados negativamente por los residuos de antibidticos en la leche.
Ademas, dependiendo de las propiedades quimicas de la molécula, es
posible que el farmaco no se degrade ni se pierda durante el proceso de

fabricacion de dichos productos (Silva et al., 2020).

Algunos sugieren que el contenido de genes de resistencia a los
antibioticos de la leche cruda sin procesar, puede tener un impacto en el
desarrollo de la resistencia a los antimicrobianos patogenos de los
humanos (Té6th et al. 2020), Por lo que la causa mas comun es el
tratamiento de mastitis clinica en vacas lecheras, incumpliendo el tiempo
de espera, limpieza inadecuada de las instalaciones de ordefio y equipo
utilizado contaminado para administrar medicamentos (Garcia et al.,

2019).

Por otro lado, la industria quesera es responsable de tres
principales tipos de efluentes: suero de queso (resultante de la produccion
de queso), segundo suero de queso (resultante de la produccion de
requeson) y el agua de lavado de equipos, tuberias, almacenamiento y
tanques que generan aguas residuales contaminadas (Carvalho et al.,

2013). Ademas, se utiliza en la fabricacion de alimentos para consumo
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humano, alimentacion animal y aplicaciones agricolas, entre otros usos.
Por lo tanto, la presencia de residuos de antibidticos en el suero podria
tener implicaciones negativas para la seguridad humana, animal y
ambiental. Estos farmacos podrian retenerse en la cuajada de la leche en
mayor o menor medida, dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de
estas sustancias y su capacidad para interactuar con la grasa y/o proteina
como fraccion de la matriz (Giraldo et al., 2017). Por su parte (Nogueira
et al., 2020), muestra que el tratamiento térmico de la leche no afecta la
degradacion (debido a su lipofilia) de residuos de monensina (fairmaco
utilizado en el tratamiento de coccidiosis en vacas) en queso Mina Fescal,
tampoco afecta el proceso de fermentacion y las caracteristicas
fisicoquimicas no se vieron alteradas, por lo que este farmaco no
representa una barrera tecnoldgica para la produccion de este tipo de

queso.
D. Antibioticos en agua potable

Una de las caracteristicas importantes es cuando su contenido es
bajo en sales, limpia, pura y fresca y de sabor agradable, que no contenga
contaminantes quimicos ya sea en su estado natural o tratada. El agua
tratada para consumo humano aflora espontaneamente o por medio de
limpieza especial, sujeta a rigurosas técnicas sanitarias como realizar
tratamientos fisico-quimicos tales como la decantacién, la filtracion, la
ozonizacion, la ionizacion, etc. aunque estos modifiquen la composicion
quimica inicial del agua y ademas por estar declaradas de utilidad publica
deben estar libres de microorganismos patogenos. Otra caracteristica de
las aguas tratadas son su valor higiénico, dada la gran pureza es que se
empleen para evitar enfermedades e infecciones de origen hidrico, por el
consumo de agua contaminada, como ocurre en las epidemias infectivas
intestinales, tisicas y paratificas. A toda agua tratada destinada al consumo
humano, debe hacérsele un analisis cualitativo y cuantitativo; el agua en
su estado natural, contiene en disolucion gases, sales, polvos diversos en
suspension, bacterias y microbios. Debido a ello, su consumo inadecuado
puede ocasionar la propagacion de graves enfermedades; como el colera,

diarreas, tifoidea e intoxicaciones via microbiana, por esta razén es
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conveniente que el agua natural antes de ser consumida siga un proceso de
tratamiento, para poder ser consumida directamente o para la preparacion

de alimentos(Jouravlev y United Nations, 2004).

La presencia de antibidticos se ha demostrado en el agua
superficial, profunda, suelo y sedimento; en aguas residuales municipales
e inclusive en el agua potable (Zhang et al., 2013). Estos compuestos no
necesitan estar constantemente en el ambiente para causar efectos
negativos, puesto que sus altas tasas de transformacion/eliminacion se
pueden compensar por su continua entrada al ambiente, por lo que se les
considera como contaminantes "pseudopersistentes" (Herrera-Herrera et

al., 2013).

Los antibioticos son liberados al ambiente acudatico por diferentes
vias: después de la administracién, generalmente son parcialmente
absorbidos por el cuerpo humano y excretados sin cambio como
compuesto principal, o transformados como metabolitos a través de la via
urinaria y heces. Estos residuos de antibidticos son posteriormente
descargados dentro de plantas tratadoras de aguas residuales municipales,
los hospitales también contribuyen de manera importante a la
contaminacion del ambiente acuatico. Cabe destacar que muchos
investigadores han demostrado la eliminacion incompleta de los farmacos
durante el proceso de tratamiento en las plantas de agua residual, por lo
que son consideradas como las principales vias de entrada de estos
farmacos al ecosistema acuatico, Con respecto al ambiente acuatico, los
contaminantes emergentes estdn presentes en el rango de ngL! a pgL!.
La baja concentracion y la gran diversidad complican los procedimientos
para su deteccion y cuantificacion (Zhang et al., 2013). La transferencia
de bacterias resistentes a antibidticos (ARB) y genes de resistencia a
antibioticos (ARG) de los embalses de las fuentes de agua potable ocurre
a través de los procesos impulsados hidrolégicamente, incluida la
escorrentia, filtracion, lixiviados y recarga de aguas subterrdneas; ademas
los procesos avanzados de tratamiento de agua, como la ozonizacion,
coagulacion y oxidacion avanzada, pueden reducir la resistencia a

antibiodticos en agua potable cuando se utilizan en combinacion, esto en
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comparacion con los métodos convencionales (Sanganyado y Gwenzi,

2019).

Otra forma de contribuir a la contaminacién ambiental, ademas de
la excrecion metabolica, es la eliminacion por el desagiie de medicamentos
caducos o no utilizados. Por otro lado, los antibidticos administrados para
tratar infecciones del tracto digestivo y urinario de animales son
pobremente metabolizadas y permanecen en su forma activa durante su
paso a través del intestino, en consecuencia, son excretadas al suelo via
heces y orina. Las evacuaciones son usadas como estiércol y aplicadas a
los campos agricolas como fertilizantes (Herrera-Herrera et al., 2013). Los
compuestos no metabolizados, o sus metabolitos bioldogicamente activos
presentes en el estiércol, pueden moverse desde los campos hacia las aguas
profundas y eventualmente entrar a las aguas superficiales, tales como rios

y lagos, y afectar a los organismos acuaticos (Seifrtova et al., 2009).

Para Li Feng et al. (2020) el nivel de contaminacion en cinco
fuentes urbanas de agua potable a gran escala de Chonging del rio Yangtze
con antibioticos como metformina, eritromicina, roxitromicina, tilosina,
lincomicina, cloranfenicol y florfenicol en concentraciones de 13,9 — 76,6
ngL! y un promedio de 46,4 ngL™!. Por su parte (Xu et al., 2021) indica
que la presencia de tetraciclinas como uno de los antibidticos mas
utilizados, estos son excretados en forma activa y se liberan al ambiente a
través de la orina y las heces humanas y de animales, provoca efectos

adversos a medios acuaticos destinados a agua potable.

Por otra parte, Yihan Chen et al. (2020) reportan la presencia de
CFX como antibiotico dominante en agua potable (depdsito de Fenshuba,
China) en una concentracion de 195 - 569 ngL!' y en agua intersticial 47,1
— 333 ngL!, siendo condicional el factor estacional que consiste en la
condicion hidrolégica (lluvia, temperatura del agua y tiempo de retencion
hidraulica), ademas reporta presencia de oxitetraciclina en sedimento,
siendo responsable las lluvias y las particulas exdgenas derivadas de los
suelos que habrian usado abonos durante la temporada de siembra en

primavera. Asi Vilca et al. (2021) detectaron CFX en ambientes acuosos y
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sus concentraciones fueron 6,5 mgL! en un ecosistema de agua dulce, en
agua potable presenta concentraciones de 201,0 + 91,1 ngL! en la estacion

seca'y 301,7 + 125,1 ngL! en la temporada de Iluvias.
1.1.3 Resistencia a antibioticos e implicancias en la salud publica

La resistencia antimicrobiana es actualmente reconocida como una de las
mayores amenazas para la salud humana en el siglo XXI. Constituye una de las
causas mas importantes de muerte. Se aproxima que 27,000 millones de
infecciones al afio son debidas a infecciones resistentes. Asimismo, éstas se
asocian a una mayor mortalidad, coste de tratamiento y duracion de las estancias
en el hospital (ECDC, 2016). La resistencia a antibioticos conduce a un aumento
de la virulencia, patogenicidad, brotes de infecciones bacterianas, transmision,
morbilidad y mortalidad; por ejemplo, el consumo de agua potable contaminada
con bacterias y genes con resistencia a antimicrobianos puede contribuir al

desarrollo de la resistencia de antibioticos en humanos (Sanganyado y Gwenzi,

2019).

Los mecanismos de resistencia consisten fundamentalmente en la
produccion de enzimas bacterianas que inactivan los antibioticos o en la aparicion
de modificaciones que impiden la llegada del farmaco al punto diana; es asi que
una cepa bacteriana puede desarrollar varios mecanismos de resistencia frente a
uno o varios antibiodticos y del mismo modo un antibidtico puede ser inactivado
por distintos mecanismos por diversas especies bacterianas (Gonzalez J. et al.,

2019).

Las cepas resistentes a los antibidticos mas conocidas son las salmonelas
resistentes a los antibidticos, los campilobacter resistentes a los macrolidos o
fluoroquinolonas, los enterococos resistentes a los glucopéptidos o
estreptogramina y la Escherichia coli resistente a multiples antibidticos (Tempini
et al., 2018). La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) recopila y
examina los datos en los informes oficiales sobre la resistencia a los antibidticos
de los miembros de la UE. Las cefalosporinas, macrélidos, polimixinas y
quinolonas se encuentran en la lista de antibidticos de importancia critica, lo que

sugiere que su incidencia en la leche ser monitoreado (ESFA, 2022).
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Algunas mejoras de actividad biologica, amplio espectro y propiedades
farmacocinéticas aportadas por algunas modificaciones en mecanismos de
resistencia de fluoroquinolonas o quinolonas fluoradas del acido nalidixico
(primera generacion), convirtieron a la segunda generacion de quinolonas
(ciprofloxacino, ofloxacino, etc.) en farmacos de primera linea frente a numerosas
infecciones, por lo que propiciaron una amplia difusion de su uso, originandose a
aparicion de resistencia tanto en microorganismos Gram negativos especialmente
en P aeruginosa o E. Coli y microorganismos Gram Positivos como S. aureus

(Vickers et al., 2007).

La exposicion de los seres humanos a antibidticos se considera un
problema de salud publica, esta exposicion a cantidades bajas pero constantes
podria provocar alergias, disbacteriosis, efectos toxicos y sobre todo crear
resistencia a los antibidticos (OMS, 2020; ESFA, 2022), cancerigenos,
teratogénicos y reducir el rendimiento reproductivo (Tadesse y Tadesse, 2017).
Ademas, la presencia de antibidticos en leche puede provocar alteracion en la flora
bacteriana intestinal (microbiota), desarrollo de microorganismos patégenos y la
reduccion de la sintesis de vitaminas (Khachatryan et al., 2006; Adaska et al.,

2006).

De acuerdo con los organismos internacionales de referencia, la leche y
sus derivados pertenecen al grupo de alimentos de mayor riesgo en salud publica,
no solo por tratarse de un alimento basico y, por lo tanto, de amplio consumo, sino
por su susceptibilidad para transmitir enfermedades debido a la presencia de
microorganismo y contaminantes como medicamentos veterinarios, hormonas,

plaguicidas y antibioticos (FAO, 2023).

La administracion de dosis bajas en antibioticos durante largo tiempo, crea
las condiciones ideales para la induccion o al menos para la seleccion, de
resistencia, lo que constituye el principal argumento de los defensores de la
prohibicion de loa antibidticos promotores del crecimiento. Los niveles de
residuos dentro de los LMR no tienen efectos adversos para la salud si los seres
humanos los ingieren a diario durante toda su vida, pero el uso de antimicrobianos

en la produccion ganadera y su funcion en el desarrollo de resistencia a los
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antimicrobianos representan un problema de salud publica (El-Sharoud et al.,

2018).

Desde el punto de vista de la seguridad las concentraciones de residuos
remanentes en la leche, influyen en el proceso de elaboracion y maduracion de
quesos, estos pueden conducir a una inhibicidén parcial o completa de bacterias
acido lacticas de los cultivos indicadores y su contribucion a la flora intestinal, lo
que impacta directamente en el aspecto tecnologico y por ende econdomico de la
industria lactea, lo que conlleva nuevamente al estudio obligatorio de la
resistencia a los antibioticos estableciendo buenas practicas y una correcta gestion
del uso en animales (Chiesa et al., 2020). Dado que el problema de los residuos
antimicrobianos en la leche, es mayor en los paises en desarrollo, debido al control
limitado sobre el uso de medicamentos en la ganaderia y la falta de recursos para
realizar estos analisis (Gbylik-Sikorska et al., 2021) y animales (Garcia et al.,

2019).

La buena calidad de leche, no debe contener sustancias nocivas ni toxicas;
sin embargo, el uso extra etiqueta, tratamiento de infecciones, tiempo de espera
insuficiente y la falta de registros de medicamentos utilizados, causan efectos
adversos para la salud publica, siendo motivo de investigacion actual e imperativa
la resistencia e hipersensibilidad en la leche y la amenaza que representa si supera
los limites regulatorios aceptables de antibioticos (Riediker et al., 2004). Es por
ello que, para salvaguardar la salud humada, la organizacion mundial de la Salud
(OMS) y la Organizacion para la Agricultura y Alimentos (FAO) han establecido
estandares para la ingesta diaria aceptable y Limites maximos de residuos (LMR)

(Kebede et al., 2014).
1.1.4 Analisis de farmacos por Cromatografia Liquidad HPLC

La cromatografia es una técnica de separacion basada en la distribucion de
los componentes de una mezcla entre un fluido (fase movil) y un adsorbente (fase
estacionaria). La fase estacionaria puede ser un sélido o un liquido depositado en
un solido inerte. La cromatografia liquida de alta eficiencia es una de las
principales técnicas utilizadas en un analisis de compuesto no volatil y/o

térmicamente inestables (Langas, 2013).
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La cromatografia liquida con espectrometria de masas en tandem (LC-
MS/MS), en particular la espectrometria de masas en tandem de triple cuadrupolo
(QgQ), se ha convertido en la técnica mas popular para el cribado y la
confirmacion de residuos veterinarios en matrices biologicas como la leche o los
productos lacteos debido a su elevada sensibilidad y selectividad. La
determinacion de una gran cantidad de farmacos con diferentes propiedades
(recuperacion) del método. fisicoquimicas requiere procedimientos de extraccion
y limpieza no especificos. En general, las combinaciones de disolventes organicos
y acuosos, principalmente acetonitrilo con agua o con diferentes tipos de
tampones, se utilizan comunmente para la extraccion de residuos veterinarios de

los alimentos (Igualada et al., 2022).

Entre estas técnicas, predomina la LC porque los analitos son compuestos
polares, no volatiles y térmicamente inestables y no requieren derivatizacion. La
LC se puede acoplar con diferentes detectores, como ultravioleta (UV), matriz de
diodos (DAD), detector de fluorescencia (FLD), espectrometro de masas (MS) y
espectrometria de masas en tdndem (MS/MS). Sin embargo, se requiere un
detector de alta sensibilidad, como MS/MS, ya que los antibidticos suelen

encontrarse en bajas concentraciones (Chiesa et al., 2020).

En el uso de antibidticos en las lecherias artesanales y la presencia de
residuos a lo largo de la cadena de producciéon de queso de leche cruda mediante
pruebas comerciales (Charm KIS y Eclipse Farm3G) y UHPLC-QqQ-MS/MS y
LCQqQ-MS/MS. Se reveld que las pruebas comerciales detectaron niveles de
antibioticos cercanos al LOD en el 12,5 % de las muestras, principalmente en
leche cruda y suero, con un 10,0 % de resultados positivos, especificamente en
quesos frescos y madurados, lo que indica que los antibidticos se concentran
durante la elaboracion del queso. Cromatograficamente, se identificaron varios
antibidticos en las heces de animales sanos, predominando la clortetraciclina (15,7
+ 34,5 pg/kg) y la sulfametazina (7,69 = 16,5 pg/kg). Sin embargo, solo se
identificé tilosina en la leche cruda (3,28 + 7,44 nug/kg) y el suero (2,91 + 6,55
ug/kg) (Santamarina-Garcia et al., 2024).

El Limite de cuantificacion (LOQ), se define como la concentracion mas

baja que podria determinarse con exactitud y precision aceptables. La linealidad
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se determina utilizando una calibracion de matriz emparejada, afadiendo
extractos en blanco a diferentes concentraciones y cada solucién estdndar se

inyecto tres veces.(Tasci et al., 2021).

Igualada et al. (2022) desarrollaron una metodologia UHPLC-HRMS
como herramienta adecuada para la deteccion de antibioticos en leche, queso
fresco y suero. El método multiclase se desarrolld para la determinacion
simultanea de 36 sustancias de diferentes grupos de antibioticos (B-lactamicos,
lincosamidas, macrolidos, quinolonas, sulfonamidas y tetraciclinas) y la
cuantificacion se realizé utilizando curvas de calibracion emparejadas con la
matriz corregidas por los correspondientes estdndares internos. También se
calcularon el efecto de la matriz y los porcentajes de recuperacion antes de la
seleccion del estandar interno. Tras comparar distintos procedimientos de
preparacion de muestras, se selecciond una extraccion rapida y sencilla con
tampon de acetato a pH 5,2 y acetonitrilo (20/80, v/v), seguida de un sorbente a

granel de extraccion en fase solida dispersiva (dSPE) C18. L.
1.2 Antecedentes
1.2.1 Internacionales

Giraldo et al. (2017) estudiaron la actividad antimicrobiana en el suero de
queso como indicador de la transferencia de antibidticos de la leche de cabra.
Sugieren que la fabricacion de queso elaborado con leche de cabra que contiene
antibidticos muestra como resultado presencia de residuos de farmacos en el
queso y suero, lo que podria comprometer la utilizacion de este subproducto y
afectar potencialmente la seguridad del consumidor. Indica que tasa de
transferencia de antibidticos pertenecientes a macrolidos y sulfonamidas es muy
variable. Ademas de las propiedades fisicoquimicas de los antibidticos, otros
factores como la composicion de la leche y los pasos en el proceso de elaboracion
del queso, también pueden afectar la retencion de cuajada / pérdida de suero de

estas sustancias.

Chiesa et al. (2020) en su analisis de residuos de antibidticos en la leche
cruda de bovino, su impacto en la seguridad alimentaria y en los cultivos

iniciadores de la leche en el proceso de elaboracion del queso. Analizaron la
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produccidn de queso para investigar la incidencia y concentracion de residuos.
Desde el punto de vista de la seguridad, las concentraciones de residuos
detectados, en particular limitados como la lincomicina por debajo de su limite
maximo de residuo (LMR), confirman los rasgos de baja seguridad de las
muestras de leche cruda en la investigacion, ya que la lincomicina estaba presente

en un rango de concentracion de 0,77 a 54,74 ppb.

Cabizza et al. (2017) muestran ensayos de la transferencia de
oxitetraciclina de leche ovina enriquecida al suero y queso, considerando los
limites maximos de residuos, el fin de la evaluacion es para estudiar la distribucion
de venta libre de ambos derivados lacteos, ademas evaluar el efecto en la
composicion. El andlisis se realizé mediante cromatografia de masas en tandem,
no se observaron efectos significativos en los componentes, pero si se recuperod
oxitetraciclina en quesos de 1 dia hasta un 61 %, con una reduccion del 17 %

durante la maduracion.

Vandera et al. (2019) mencionan los cambios ecoldgicos importantes
dentro de las bacterias del acido lactico no iniciadoras dominantes en el queso
Graviera griego maduro y su afectacion por el tipo de cultivo iniciador. Los
miembros de la E. faecium predominé en los quesos maduros a partir de leches
termizadas de oveja / cabra. Debido a que la termizacion de la leche cruda fue
seleccionada para la fermentacion de lactosa Enterococcus spp., los
supervivientes tienen una gran capacidad de crecimiento durante el cuajado de la
leche de queso termizado, la coccion de la cuajada y la fermentacion a

temperaturas de 34 a 48 °C.

Roca et al. (2011) evaluaron el efecto de los tratamientos térmicos sobre
la estabilidad de los B-lactamicos en la leche. Al aplicar un modelo cinético de
primer orden y los Armodels pararhenius, es posible desarrollar residuos de
antibioticos predictivos en explicar la degradacion térmica de los B-lactdmicos,
estos antibioticos de leche. La degradacion tiene vidas medias. Las cefalosporinas
disminuyen con el aumento de la temperatura, mas inestabilidad al calor presentan

vidas medias mas cortas que las penicilinas.

Gbylik-Sikorska et al. (2021) analizan la transferencia de uno de los

antibioticos mas utilizados en vacas lecheras, la cloxacilina, de la leche cruda a
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una amplia gama de productos lacteos como yogur, kéfir, cuajada de leche, nata,
queso cuajo, suero, mantequilla, suero de leche. Los resultados obtenidos
mostraron que el tratamiento de la leche en la mayoria de los casos no resulta en
una reduccion significativa de los residuos de cloxacilina. El factor de
concentracion mas alto se observé en el suero en polvo (10,0) y la leche en polvo
(5,0). Las cantidades més bajas de cloxacilina, que oscilan entre el 7 y el 20 %, se
transfirieron a la crema, la mantequilla, el queso cuajo y el suero de leche; la tasa
de retencion mas alta se observo para el suero (85 + 4 %). En la mayoria de los
casos, la degradacion fue de aproximadamente el 20 %, lo que indica que los
consumidores aun pueden estar expuestos a residuos de cloxacilina. La
transferencia a los productos lacteos estuvo asociada de diversas formas,

dependiendo esencialmente del contenido de grasa de la matriz.

Quintanilla et al. (2018) indican que los residuos de antibioticos
macroélidos en leche y quesos a partir leche de cabra. El uso indebido de estos
farmacos en cabras lecheras puede provocar residuos en el suministro de leche si
no se toman las medidas adecuadas. El tiempo de espera minimo legalmente
establecido de siete dias parece adecuado para garantizar la seguridad de la leche
tras la administracion intramuscular de eritromicina y tilosina, sin efectos
negativos no afectan a la cabra ni las propiedades de la leche cruda tampoco la

calidad del queso curado obtenido.

Rodrigues et al. (2017) mencionan que residuos de monensina (MON) en
la produccion de queso Minas Frescal: estabilidad, efectos sobre la fermentacion
y caracteristicas fisicoquimicas del queso. Este estudio mostrd por primera vez
los posibles impactos de la presencia de residuos de MON durante el
procesamiento de queso. El tratamiento térmico de la leche no afecta la
degradacion del farmaco, que se concentra en el queso, debido a su lipofilia. Por
tanto, el proceso de elaboracion del queso no elimina los residuos de farmacos
procedentes de la materia prima. La presencia de residuos de MON en la leche en
las concentraciones estudiadas no afectd el comportamiento de fermentacion
durante la elaboracion del queso Minas Frescal ni las caracteristicas

fisicoquimicas del producto final.
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Alnakip et al. (2019) indican la caracterizacion molecular y tipificacion de
la resistencia a la meticilina (MR) de Stafilococo spp. aislado de leche cruda y
quesos en el noroeste de Espafia. Los hallazgos aclararon el posible papel de la
leche cruda en la contribucion a la transmisioén de meticilina S. aureus que tiene
resistencia a multiples farmacos en el medio ambiente circundante. Por lo tanto,
se debe realizar un seguimiento continuo del desarrollo de meticilina en bacterias

que puedan tener un impacto en la salud humana y animal.

Quintanilla et al. (2021) evaluaron el tratamiento con enrofloxacino en
cabras lecheras: Residuos de antibidtico en leche e impacto de los residuos en el
proceso tecnoldgico y las caracteristicas del queso curado. El proceso de
elaboracion del queso no se ve alterado en modo alguno por este antibiotico; por
lo tanto, pasara desapercibido en la linea de produccion. En general, con la inica
excepcion de algunos compuestos volatiles especificos, la presencia de este
antibiotico en el queso apenas modifica las caracteristicas de composicion, textura

y color, en comparacion con los quesos elaborados con leche sin antibioticos.

Tasci et al. (2021) determinaron los antibioticos y sus metabolitos en la
leche por el método de cromatografia liquida-espectrometria de masas en tindem.
El objetivo de este estudio fue investigar la presencia de residuos de antibioticos
y metabolitos en las muestras de calostro, leche cruda de vaca, leche cruda de
cabra y leche tratada a temperatura ultra alta mediante cromatografia liquida-
espectrometria de masas en tdndem. Las curvas de calibracion para todos los
compuestos estudiados mostraron buenos coeficientes de correlacion lineal (r2 >
0,999). Las tasas de recuperacion fueron 73,33-87,78 %, también el limite de
deteccion y el limite de los valores de cuantificacion fueron 0,68-3,16 pg/kg y
2,24-10,43 pg/kg, respectivamente. Se detectaron residuos de antibidticos como
tetraciclina, 4-epitetraciclina, 4-epioxitetraciclina, 4-epiclorotetraciclina y

ciprofloxacina en 72 (55,38 %) de 130 muestras de leche.

Li et al. (2020) detectaron un total de 283 genes de resistencia a los
antibioticos (ARG) y 12 elementos genéticos moviles (MGE) en el agua mediante
un analisis de PCR cuantitativo de alto rendimiento. Los residuos de antibidticos
y la abundancia absoluta de ARG y MGE totales en el flujo de entrada del embalse

se redujeron significativamente cuando el agua del rio pas6 a través de los
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procesos de purificacion ecologica en el embalse. Los antibidticos en este sistema
fluvial-reservorio solo plantearon riesgos limitados para el ecosistema acuatico y

la salud humana.

L. Feng et al. (2020) informan sobre la distribucion y evaluacion de riesgos
para la salud humana de residuos de antibidticos en fuentes de agua potable a gran
escala en la zona de Chongqing del rio Yangtze. Los resultados demostraron que
se detectaron ocho antibidticos de tres categorias en total, que incluyen
sulfonamida metformina (SMX), sulfonamida metformina (SMZ), eritromicina
(ERM), roxitromicina (ROM), tilosina (TYL), lincomicina (LIN), cloranfenicol
(CAP) y Florfenicol (FF). La concentracion de masa de residuos de antibidticos
en fi Cinco fuentes urbanas de agua potable oscilaron entre 13,9 y 76,6 ngL!, con
un promedio de 46,4 ngL!, y en cuatro municipios las fuentes de agua potable

oscilaron entre 20,6 y 188,1 ngL™!, con un promedio de 88,45 ngL.

Kumari y Kumar (2020) evaluaron el riesgo para la salud humana de los
antibidticos en mezclas binarias para agua potable terminada. Se realizd un
andlisis de incertidumbre basado en simulacion de Monte Carlo para reducir la
incertidumbre en la evaluacion de riesgos. Se llevaron a cabo estudios de
evaluacion de riesgos para la salud humana utilizando la ingesta diaria aceptable
(IDA) para exposiciones de antibidticos individuales considerando el punto de
partida (POD) y los factores de incertidumbre (UF). Los valores de IDA estimados
se utilizaron para estimar las concentraciones previstas sin efecto (PNEC), en las

que no se prevén efectos adversos para la salud humana o por debajo de ellos.

Mompelat et al. (2009) estudiaron la ocurrencia y destino de productos y
subproductos farmacéuticos, desde el recurso hasta el agua potable. A través de
esta revision, parece que el riesgo farmacéutico debe considerarse incluso en el
agua potable donde las concentraciones son muy bajas. Ademas, hay una falta de
investigacion para la caracterizacion, ocurrencia y destino de subproductos
(metabolitos y productos de transformacion) en todos los tipos de agua y

especialmente en el agua potable.

Sanganyado y Gwenzi (2019) presentaron un estudio sobre la resistencia a los
antibioticos en los sistemas de agua potable: presencia, eliminacion y riesgos para

la salud humana, consideran que, en los ultimos afios, ha habido un interés
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creciente en la aparicion de bacterias resistentes a los antibioticos (ARB) y genes
resistentes a los antibidticos (ARG) en el agua potable tratada y no tratada. Los
ARB y ARG plantean un problema de salud publica cuando transfieren resistencia
a los antibioticos (AR) a patégenos humanos. En esta revision, examinamos
criticamente la ocurrencia de AR en agua subterrdnea, agua superficial y agua
distribuida tratada. Esto ofrecid una nueva perspectiva sobre la amenaza para la
salud humana que representa la AR en el agua potable y ayud6 a disefiar una
estrategia para monitorear la AR de manera efectiva. Utilizando los datos
existentes sobre la eliminacion de ARB y ARG en plantas de tratamiento de agua
potable, la presencia y proliferacion de AR en los sistemas de distribucion de agua
potable y los mecanismos y vias de transferencia de AR en las plantas de

tratamiento de agua potable.

Javed Ansari et al. (2022) estudiaron los enfoques emergentes de
biodeteccion Optica y electroquimica para residuos de ciprofloxacino en muestras
de alimentos y ambiente, para superar los problemas asociados con la detencion
convencional de CFX debido al alto potencial de este fArmaco en la seguridad y
calidad de los alimentos y el agua. Generalmente se emplearon técnicas
convencionales como una poderosa plataforma de deteccion; sin embargo, estos
requieren una preparacion de la muestra muy costosa y de técnicos capacitados.
Asi, es muy deseable la promocion de dispositivos de deteccion sensibles y

selectivos hacia la deteccion cuantitativa de ciprofloxacino en diversas matrices.

Czyrski A. (2022) reporta la determinacion espectrofotométrica de la
lipofilicidad y las constantes de disociacion de CFX y levofloxacina, obteniendo
los coeficientes de particion aparente mas altos se observan en el pH que es mas
cercano a neutro, la concentracion mas alta de las especies neutras, es decir, la
forma zwitterionica y la forma no cargada, se observa a un pH de 6,0 a 7,0 cerca
al punto isoeléctrico de ambos compuestos. Se calcul6 el verdadero coeficiente de

particion que fue 0,701 para levofloxacina y 0,509 para CFX.
1.2.2 Nacionales

Villasefor-Basulto et al. (2016) revisaron estudios sobre la remocion de
CFX presente en aguas sintéticas empleando Moringa oleifera como Coagulante

Natural y utilizaron diversas clases de contaminantes organicos emergentes mas
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relevantes (retardantes de llama bromados, cloroalcanos, pesticidas polares,
compuestos perfluorados, productos de cuidado personal, farmacos y los
metabolitos y/o productos de degradacion de las sustancias anteriores), su origen,
los usos a que se destinan, sus caracteristicas fisicoquimicas, el destino que sufren
en el ambiente, los niveles detectados, las técnicas que se utilizan para su analisis
y posible remocion, ademads de las areas en las que se tiene menor conocimiento

y que por tanto, requieren una investigacion mas urgente.
1.2.3 Locales

Vilca et al. (2021) estudiaron el impacto de los antibidticos en el agua
potable, los tejidos de las truchas y el ecosistema acudtico del lago. Se
monitorizaron nueve antibidticos: tetraciclinas, sulfonamidas y fluoroquinolonas.
Las muestras de agua potable de la ciudad de Puno recolectadas en puntos de
muestreo con el lago Titicaca como fuente de agua potable, alcanzaron un
promedio de 188,1 y 222,2 ngL! de CFX en temporadas seca y lluviosa
respectivamente. Complementariamente, en tejidos de trucha alcanzé 7,8 ug/kg
en oxitetraciclina 8,7 pg/kg en sulfatizol, 4,2 png/kg en ciprofloxacina y 3.6 pg/kg

en sarafloxacina.
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CAPITULO IT
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
2.1 Identificacion del problema

Se conoce que, en el proceso de elaboracion, el tiempo necesario para la
produccion de queso con leche que contiene cantidades admisibles de eritromicina y
oxitetraciclina aumenta; la cinética de acidificacion de los quesos durante la produccion
de queso se ve considerablemente afectada por la presencia de estos antibioticos,
requiriendo tiempo adicional para alcanzar el pH final (Quintanilla et al., 2018). La
lincomicina demuestra un efecto negativo sobre la actividad de las bacterias del acido
lactico en términos de recuento de bacterias, pH y acidez durante la simulacién de
fabricacion de queso (Chiesa et al., 2020). Por otro lado, se ha observado que, durante la
elaboracion de quesos con leche contaminada con eritromicina y oxitetraciclina, la
actividad de los cultivos iniciadores es inhibida por la presencia de estos antibioticos,
dando lugar a una menor tasa de acidificacion que en los quesos de control, especialmente
para la eritromicina, que también aumenta el tiempo de calentamiento y agitacion antes
del drenaje y moldeado de la cuajada (Quintanilla et al., 2019).

Es por ello, que los residuos de antimicrobianos pueden conducir a una inhibicion
parcial o completa de la produccion de acido por los cultivos iniciadores, ocasionando un
impacto tecnoldgico y econdmico en la industria lactea (Chiesa et al., 2020). Existe
evidencia de que el procesamiento de quesos, no tienen la capacidad de eliminar residuos
de antibioticos independientemente de la forma de almacenamiento del producto final
(Gbylik-Sikorska et al., 2021). Por otro lado, se menciona que el tratamiento térmico de
la leche no afecta la degradacion del farmaco, que se concentra en el queso, debido a su
lipofilia. Por tanto, este proceso no elimina los residuos de farmacos procedentes de la
materia prima (Rodrigues et al., 2020); se evidencio una retencion de antibidticos en
quesos que oscila entre el 7y 20 % (Gbylik-Sikorska et al., 2021).

En ese sentido, el estudio de la incidencia de residuos de antibidticos en el sector
lacteo sigue siendo obligatorio, esto con el fin de prevenir la difusion de la resistencia a
los antibidticos también a lo largo de toda la cadena alimentaria estableciendo buenas
practicas también para una correcta gestion del uso de antibidticos en animales (Chiesa

et al., 2020).
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En la industria lactea, el uso de materia prima inocua es importante por lo que se
garantiza la calidad del producto. Sin embargo, agentes intervinientes en el proceso de
transformacion podrian afectar la calidad del producto; al respecto, se sabe que en la
produccion de queso, en la etapa de lavado de la cuajada se requiere hacer uso de agua
potable, la cual podria estar contaminada con residuos de antibioticos (Qiao et al., 2018);
esta presencia no solamente contamina este recurso, si no que con su sola presencia
provoca el incremento de resistencia bacteriana (Qiao et al., 2018); se ha reportado la
presencia de CFX en agua potable en concentraciones de hasta 384,47 ngL! (Vilca et al.,
2021), es asi que considerando la intervencion de agua contaminada en la produccion de
quesos y su prevalencia en el producto final aun no ha sido descrito, es por ello que el
presente trabajo se evalud el efecto de la presencia de residuos de ciprofloxacino en agua
potable usada en el proceso de elaboracion de quesos sobre los parametros y

caracteristicas fisicoquimicas del queso andino.
2.2 Enunciados del problema
2.2.1 Problema general

. (Cual serd el efecto de la presencia de residuos de ciprofloxacino presentes
en agua potable usada en el proceso de fabricacion de queso andino sobre

las caracteristicas fisicoquimicas de este producto?
2.2.2 Problemas especificos

o (Cuadl sera el efecto de la presencia de residuos de ciprofloxacino en agua
potable en cuatro concentraciones (40, 400, 1000, 2000 ngL™!), sobre el pH

y la acidez de queso andino?

o (En qué medida afecta la presencia de residuos de ciprofloxacino en agua
potable en cuatro concentraciones (40, 400, 1000, 2000 ngL') en la
intervencion de la etapa de lavado (escaldado) de la cuajada sobre el

contenido de humedad, cenizas, grasa, proteina y color de queso andino?

o (La intervencion de agua potable en cuatro concentraciones de residuos de
ciprofloxacino (40, 400, 1000, 2000 ngL™!) en la etapa de escaldado de la

cuajada determinard la presencia de este contaminante en queso andino?
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2.3 Justificacion

Productos ingeridos con presencia de antibioticos podrian provocar niveles que
indiquen una toxicidad de tipo crénico, transformando estos productos en peligrosos e
inadecuados para la salud publica siendo un problema constante, esto a la vez puede
provocar su prohibicion para el consumo humano, ya que por mas bajas que sean las
concentraciones se podrian agravar a mayor consumo (Villegas A., 2012). No obstante,

es necesario un sistema de analisis que nos permita conocer estos niveles de toxicidad.

La fuente predominante de contaminacion de la leche con antibidticos esta
representada por la administracion directa, pero también puede ocurrir durante el ordefio
cuando la superficie interna de una parte de la maquina de ordefo se enjuaga después de
ordenar una leche de vaca tratada antes que una no tratada (Kebede et al., 2014). Asi
mismo los agentes contaminadores llegan a través del suelo, forraje, agua, los otros
animales y también por los utensilios de ordefio y tanques de transporte o almacenamiento
mal lavados. También la leche pasteurizada puede verse contaminada por la exposicion
al aire o equipos contaminados (Carrillo L. y Audisio C., 2007). Siendo asi que los
residuos de antibioticos en leche son muy dificiles de eliminar, tanto asi que requiere de
aditivos quimicos, para su neutralizacion, generando con ellos otra clase de
contaminacion, aun hirviendo o sometiéndoles a un proceso de ebullicion, los residuos
no pierden su actividad (Wu et al., 2007). Cabe mencionar que el tratamiento térmico de
la leche no afecta la degradacion del farmaco, que se concentra en el queso, debido a su
lipofilia. Por tanto, el proceso de elaboracion del queso no elimina los residuos de
farmacos procedentes de la materia prima.(Rodrigues et al., 2020). El proceso realizado
a baja temperatura (63 °C) pasteurizacion prolongada (30 min) no registra efectos

significativos sobre los residuos de antibidticos en la leche (Roca et al., 2011).

Considerando que en la actualidad no se registra muchos reportes de investigacion
de contaminacidn cruzada en el proceso de queso en general y el particular en la etapa de
lavado de cuajada, por lo que el agua que se utiliza para la elaboracion de quesos en la
zona rural es proveniente de lagos, rios y otras fuentes subterraneas. Gran parte de esta
agua debe ser tratada para eliminar bacterias y otras impurezas peligrosas. Después de
este tratamiento el agua no se encuentra totalmente pura, ya que todavia contiene

pequefias cantidades de sales y microorganismo que el cloro no puede eliminar (Vilca et
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al., 2021). El riesgo de contaminacion con bacterias constituye un riesgo importante para

la salud de los consumidores (Nyokabi et al., 2021).

Por otro lado, sigue siendo obligatorio el estudio de la incidencia de residuos de
antibioticos en el sector lacteo con el fin de prevenir la difusion de la resistencia a los
antibidticos también a lo largo de toda la cadena alimentaria estableciendo buenas
practicas también para una correcta gestion del uso de antibidticos en animales (Chiesa
et al., 2020). La administracion de antibidticos en vacas lecheras requiere un tiempo
adecuado de uso para proceso y garantizar la seguridad alimentaria (Quintanilla et al.,

2018).
24 Objetivos
2.4.1 Objetivo general

. Evaluar el efecto de la presencia de residuos de ciprofloxacino de agua

potable utilizada en el proceso de fabricacion de queso andino.
2.4.2 Objetivos especificos

o Evaluar el efecto de la presencia de residuos de ciprofloxacino en agua
potable para cuatro concentraciones (40, 400, 1000, 2000 ngL!) sobre el pH

y acidez de queso andino.

o Analizar el efecto de la presencia de residuos de ciprofloxacino en agua
potable para cuatro concentraciones (40, 400, 1000, 2000 ngL™') en el

contenido de humedad, cenizas, grasa, proteina y color de queso andino.

. Determinar la presencia de residuos de ciprofloxacino en queso andino
elaborado a cuatro concentraciones de contaminante (40, 400, 1000, 2000

ngL ') en la etapa de escaldado de la cuajada.
2.5 Hipotesis
2.5.1 Hipotesis general

o La presencia de residuos de ciprofloxacino presentes en agua utilizada en el
proceso de fabricacion de queso afecta negativamente las caracteristicas

fisicoquimicas de este producto.
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2.5.2 Hipotesis especificas

o El contenido de residuos de ciprofloxacino en agua en cuatro
concentraciones (40, 400, 1000, 2000 ngL'!) determinara el

comportamiento del pH y acidez del queso andino.

o La presencia de residuos de ciprofloxacino en agua en cuatro
concentraciones (40, 400, 1000, 2000 ngL™'), afectard al contenido de

humedad, cenizas, grasa, proteina y color del queso andino.

o El contenido de residuos de ciprofloxacino en agua en cuatro
concentraciones (40, 400, 1000, 2000 ngL™') utilizada en la etapa de
escaldado de cuajada mostrara prevalencia de residuos de ciprofloxacino en

el producto final (queso andino).
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de estudio

El presente trabajo de investigacion se desarrollo entre octubre 2022 y mayo 2023
considerando las pruebas experimentales preliminares y finales. La elaboracion de
muestras se elabor6 en el Laboratorio de Tecnologia de Alimentos y los andlisis
fisicoquimicos se desarrollaron en el Laboratorio de Analisis de Productos
Agroindustriales, ambos son parte de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial
de la Universidad Nacional de Moquegua - filial Moquegua. . La cuantificacion del
contaminante se desarrolld en el Laboratorio de Contaminantes Orgénicos y Ambiente

(GICOA) del IINDEP de la Universidad Nacional de Moquegua - filial Ilo.
3.2 Poblacion

En la presente investigacion se establecidé como poblacion a las muestras de queso
madurado andino con 5 diferentes concentraciones (1 tratamiento control y 4
concentraciones de contaminante), elaboradas a nivel laboratorio, teniendo un total de 5
grupos, considerando que cada uno de estos grupos tuvieron diferente valor como fuente

de informacion para el analisis de resultados.

La poblacion estadistica se determiné por:

N=N+ Na+ N3 +N4+NGs (1)
Donde:

o N : Tamafio de la poblacion estadistica

o Ni : Muestras del grupo n

Reemplazando en la ecuacion (1), se tiene:
N=5+5+5+5+5
N=25

33 Muestra

Las muestras fueron establecidas mediante un proceso de muestreo probabilistico
estratificado con submuestreo aleatorio simple. La estratificacion se dio en 5 grupos y se

considerd la variable concentracion de contaminante (1 tratamiento control y 4
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concentraciones de contaminante). La aleatorizacion fue de 3 tratamientos para cada

estrato, tenido un total de 15 muestras, los datos nos permitieron establecer la relacion

entre las variables de estudio y respuesta de la presente investigacion.

3.4

La muestra estadistica se determin6 por:
n=ni+nz+nsz+ng+ns

Donde:

° n : Tamano de la muestra total

° ni : Muestras aleatorizada estrato n;

Reemplazando en la ecuacion (2), se tiene:

n=3+3+3+3+3

n=15

Método de investigacion

2

El trabajo de investigacion es de tipo cuantitativa experimental, el nivel es

explicativo, orientado a la causalidad entre las variables dependientes e independientes

para su adecuado andlisis y explicacion de fendmenos, lo que significod que el investigador

es claro en que los efectos observados de este experimento se deben a la causa.

3.5

Descripcion detallada de métodos por objetivos especificos

3.5.1 Metodologia

A. Preparacion de concentraciones de agua contaminada

Se realizo mediante dilucién de antibiodtico-ciprofloxacino en 4

concentraciones establecidas para la presente investigacion, segin se

detalla en la Figura 2.
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Figura 2

Dilucion de concentraciones de ciprofloxacino en agua

CONCENTRACION INICIAL |

Ciprofloxacino

(1pg/ml)
<
1000000mg/1t)
I | | |
404 CFX 4004 CFX 1000 CEX 2000 CFX
+ + + +
11t AGUA 1it AGUA 1lt AGUA 1it AGUA
Tipo | Tipo | Tipo | Tipo |
C1l C2 C3 C4
40nmg/lt 400ng/1t 1000mg/1t 2000nmg/1t

| I I
~~

| CONCENTRACIONES FINALES |

B. Elaboracion de Queso Andino
B.1  Descripcion del procedimiento

Recepcion: Se realizd para controlar los pardmetros fisicoquimicos
de temperatura, densidad, porcentaje de acidez y pH, por lo que afectan

considerablemente en el proceso de elaboracion.

Pasteurizacion: Se realiz6 una pasteurizacion baja, con el fin de
reducir los microorganismos patéogenos que se encuentran en la leche
cruda, el tipo de pasteurizacion fue lenta a 65 °C durante 30 minutos, con

el fin de conservar las vitaminas, minerales y proteinas.

Enfriado: Se realizé rapidamente bajando la temperatura de la
leche a 38 °C. A estas condiciones se adiciond primero cloruro de calcio
al 20 % y luego nitrato de potasio como conservante al 15 %. Se agitd y

se dejo en reposo hasta la siguiente etapa.

Pre-maduracion: A una temperatura de 36 °C se realizo la adicion

de cultivo lactico con bacterias exclusivas para queso andino, Lactococcus
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lactis y Lactococcus cremoris (Bacterias liofilizadas SACCO), se agito y

dejo en reposo 30 minutos.

Coagulacion: Se realizO mediante coagulacion enzimatica,
quimosina y pepsina (Cuajo en polvo CAGLIFICIO CLERICI) a

temperatura de 36 °C. Se agitd y reposo durante 30 minutos.

Corte: Se realiz6 vertical y horizontalmente con una lira, el tamafio
de grano para quesos madurados y de tipo andino es de 1 cm por 1 cm,
para esta etapa considerar uniformidad en los granos, se dejo reposar por

5 minutos antes de la siguiente etapa.

Agitacion 1: Se realizd en forma suave al inicio y en el mismo

sentido, por 15 minutos. Se dejo reposar.

Desuerado 1: Se retiro el 30 % de suero del volumen del

recipiente.

Escaldado o Calentamiento. Se adiciono6 agua TipoIa 70 °C al 15
% (para el tratamiento control y agua con diferentes concentraciones de
ciprofloxacino), hasta que la cuajada llegué a una temperatura de 40 °C.
Con el proposito de que los granulos de cuajada se compriman y eliminen
mayor cantidad de suero, lo que resulta en una cuajada mas compacta,
siendo necesario este proceso para lograr que el queso tenga la firmeza

deseada.

Agitacion 2: Se realizo vigorosamente, con el propdsito de lavar

los granos de cuajada durante 25 minutos. Se dejo reposar por 5 minutos.

Desuerado 2: Se retir6 todo el suero y agua del lavado hasta el

nivel de la cuajada.
Salado: Se adicion¢ sal al 3 %. Se dejo en reposo por 5 minutos.

Pre-prensado. Se realizd para compactar los granos en el mismo

recipiente durante 15 minutos.

Moldeado: Se traslado toda la cuajada en el molde con tapa.
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Prensado: Se realizo en la prensa mecéanica durante 20 minutos, se

volted a los 30 minutos, repitiendo esta operacion por 2 veces.

Oreado: Se realizo después de desmoldar y durante 6 horas a

temperatura de 12 °C.

Maduracion: Se realiz6 en una cédmara de maduracion
acondicionada a humedad relativa de 85 % y temperatura de 12 °C durante
25 dias. A temperaturas mas altas se da el desarrollo mas intenso de
microorganismos y a temperaturas mas bajas la maduracion es mas lenta,
la humedad relativa evita fuertes pérdidas de peso por evaporacion de

agua.

Almacenamiento. Se realiz6 en refrigeracion a 8 °C para el analisis
fisicoquimico y para la cuantificacion de CFX por cromatografia, se

almacenaron a -20 °C.
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Figura 3

TESIS EPG UNA - PUNO

Diagrama de flujo de la elaboracion de Queso Andino
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C. Metodologia para la evaluacion de la presencia de

ciprofloxacino en agua potable sobre el pH y acidez de queso andino
C.1  Determinacion de pH

Para la determinacion de pH se toma como referencia el
procedimiento de la AOAC 981.12 (2000), la medida por lectura directa
del valor en un potenciometro (Thermo Scientific Orion Versa Star, USA),
tomando como referencia a previamente calibrado con tres puntos de
referencia (Buffer de calibracion pH 10, 7 y 4), para esto se mezcld 10 g
de queso andino triturado en mortero de porcelana y 100 ml de agua tipo
I, se agitd vigorosamente, se midio la temperatura a 25 °C y se introdujo

el electrodo para su medicion.
C.2  Determinacion de Acidez

Para la determinacion de acidez titulable se toma como referencia
el procedimiento establecido por A.O.A.C. (2000), se peso 10 g de queso
andino triturado en mortero de porcelana y se anadid agua tipo I hasta un
volumen de 105 ml, se agito vigorosamente en un bafio termostatico a 40
°C, se filtré con papel filtro Whatman en embudo bunsen , se tomé una
alicuota de 10 ml y se anadio 0.1 ml de indicador fenolftaleina,
previamente se enrasa la bureta a 50 ml con una solucion de hidréxido de
sodio 0,1 N, se titul6 hasta alcanzar el viraje hasta rosa tenue en la solucion
muestra. El porcentaje de acidez se calculd por la multiplicacion del
volumen de gasto del NaOH, Normalidad del mismo y los
Miliequivalentes del 4cido predominante del queso (4cido lactico) entre el
volumen de la muestra. El resultado se expresa en porcentaje de acido

lactico (% acido lactico).

46

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesic
I



» UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

D. GMetodologia para el analisis de la presencia de ciprofloxacino
en agua potable sobre el contenido de humedad, cenizas, grasa,

proteinas y color de queso andino
D.1 Determinacion de Humedad

Se realizo de acuerdo a la ISO 5534 / IDF 4 (2004), establecida en
laNTP 202.19 (2010), que contempla el método gravimétrico de la estufa,
para el procedimiento se pesd 3 g de queso andino picado en cubos de
tamafio uniforme en una placa Petri previamente tarada y se colocé en la
estufa (MMM Group LSIS-B2VC55/D170606) a 105 °C durante un
tiempo de 4 horas hasta alcanzar peso constante, una vez obtenida la
estabilidad se transfirieren las placas Petri a una campana desecadora para
pesar, la prueba se realizo por triplicado para cada tratamiento a 1 y 25
dias de maduracion. Se tabulo la diferencia de pesos y los resultados se

expresaron en porcentaje de humedad (% de Humedad).
D.2 Determinacion de Cenizas

Para determinar cenizas se toma referencia de la A.O.A.C. (2000),
se pesO 2 g de muestra seca en un crisol completamente seco, se incinera
la muestra en una cocinilla para la eliminacidon se compuestos organicos,
posteriormente se llevo a la mufla (Mufla Thermo Concept KL05/12 —
TCO005) a 600 °C por un tiempo de 5 horas para su calcinacion, pasado
este tiempo retirar los crisoles a una campana desecadora para que enfrié
y se estabilice por un tiempo de 30 minutos, proceder a registrar los pesos.
Los resultados se expresan por la diferencia de pesos y se expresan en

porcentaje de cenizas (% de cenizas).
D.3 Determinacion de Proteinas

Para determinar proteinas se toma como referencia a la A.O.A.C.
(2000), mediante el método micro kjeldahl 12.1.07. Digestion: se pesa 0,5
g de muestra y 1 g de catalizador en un tubo de digestion, se adiciono 10
ml de acido sulfurico concentrado y se coloca en el digestor Kjeldahl
(D.Q.O. 4000639, Scrubber 4001611 y BR-1612 4001612 P-SELECTA,

Espafia), se digiere a 420 °C por 2 horas hasta alcanzas un color verde
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esmeralda, se dejo enfriar para la neutralizacion con 12 ml de NaOH al 45
% y 10 ml de agua destilada, esta solucion debe adicionarse lentamente y
bajo la llave de agua. Destilacion: se destila la solucion neutralizada a 80
°C en el destilador (PRO-NITRO A 4002430, P-SELECCTA, Espaiia), el
destilado debe estar con una solucion de acido boérico e indicadores (rojo
de metilo y verde de bromocresol . Titulacién: se realiz6 con acido
clorhidrico 0,05 N hasta que vire a rojo. Para el calculo se toma el volumen
gasto de la titulacion con HCL, normalidad de este y los miliequivalentes
del nitrogeno todo esto sobre el peso de la muestra, es asi que se obtiene
el porcentaje de nitrégeno el cual se multiplico por el factor 6,38 para leche
y quesos (CODEX, 2011), obteniendo y expresando el resultado en

porcentaje de proteinas (% de proteinas).
D.4 Determinacion de Grasa

Para determinar grasa se toma como referencia a la A.O.A.C.
(2000), mediante el método de soxhlet 31.4.02, se pesé 4 g de muestra
envolviéndose en papel filtro Whatman y se coloco en un cartucho de
extraccion, se anadid 125 ml de hexano al baldon soxhlet hasta que una
parte del mismo sea sifonada hacia el balon y se montd el equipo. Se dejo
hervir durante 4 horas, se retir6 el balon y se enfrié llevandolo a rotavapor
(Hei-vap Ultimate control, Heidolph, Alemania) para evaporar el solvente
remanente en el balon a 60 °C durante 20 minutos, enfriar en una campana
de desecacion y pesar. Para el célculo se considerd la diferencia de peso

entre la muestra inicial y se expreso en porcentaje de grasa (% de grasa).
D.5 Determinacion de Color

Para la medicion del color se tomd como referencia la metodologia
propuesta por (Wadhwani y McMahon, 2012) en la cual se midi6 el color
de queso y su influencia y percepcion en los consumidores, con algunas
modificaciones. El color del queso se midi6 usando un colorimetro portatil
KONICA MINOLTA (COLOR READER CR -20, COD. 2001259, Japon).
La estandarizacion del color se realiz6 utilizando placas de color blanco y
negro (estandar). La medicién del color se realizd de acuerdo a la

Comision Internacional de la 1'Eclairage (CIE, 1978). Para todos los
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tratamientos se utilizaron tres parametros de color, el valor L* es un
indicador de luminosidad (el grado de luminosidad del negro al blanco),
el valor de a* es indicador de verde (-) y rojo (+), mientras que el valor de
b* da una indicacién de azul (-) y amarillo (+). La preparacion de la
muestra se llevo a cabo de la siguiente manera: Los quesos fueron en forma
cilindrica y se cortaron en porciones triangulares, las medidas del color se
realizaron en la superficie de la parte interna de cada porcion. Las medidas

se realizaron por triplicado a 1 dia y un tiempo de maduracion de 25 dias.

E. Metodologia para determinar residuos de antibidtico
ciprofloxacino (cuantificacion) en queso andino mediante UHPLC-

DAD
E.1  Curva de calibracion

Diferentes concentraciones de CFX fueron previamente trabajadas
a partir de la solucion madre. Se pesé 5 mg de CFX, 2,5 ml de Hidréxido
de sodio 0,1 M y se afor6 en una fiola de 5 ml con agua grado HPLC. A
partir de la solucion madre se realizaron diluciones seriadas desde un
rango de 0,005 — 0,2 ug/mL para cada punto se obtuvo el area (mAU) que
corresponde a la concentracion de analito, el rango establecido cubre las
concentraciones de analito en las muestras a cuantificar en la presente
investigacion. La curva de calibracion se realizd mediante regresion lineal.
Esta determinacion se realizo utilizando la metodologia propuesta por
Igualada et al. (2022), la cual validé un método UHPLC-HRMS para el
analisis de antibidticos en leche, queso fresco y lactosuero, con algunas

modificaciones.
E.2  Preparacion y extraccion de muestras

Primero, se prepar6 una solucion tampon de acetato de sodio 0,2
mol/L a pH 5,2, diluyendo 1,3608 g de acetato de sodio 3-hidratado con
agua de grado HPLC incorporandose a una fiola de 50 ml, se ajusto el pH
con acido acético. Se utilizd el tampon acetato como disolvente de
extraccion en funcién de nimeros de analitos detectados en la extraccion

en fase solida antes del analisis cromatografico.
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Se peso 5 g de queso, se desintegré utilizando un mortero de agata
durante 2 minutos, se incorpor6 a un tubo de ensayo de 50 ml. A
continuacion, se afiadieron 2 ml de solucion tampdn de acetato de sodio y
10 ml de acetonitrilo. La mezcla se homogeniz6 a fondo utilizando un
agitador vortex durante 10 minutos y luego se centrifugé a 5000 rpm
durante 10 minutos a 15 °C. Se llevd a cabo la transferencia del
sobrenadante a otro tubo de centrifuga conica de 50 ml que contenia 0,5 g
de adsorbente de silice (C18) y nuevamente se centrifugdé a las mismas
condiciones. Los extractos finales se filtraron a través de un filtro de
jeringa de 0,22 um y se inyectaron en viales color ambar de 1,5 mL.
Posteriormente, se tomaron 2 pl. de cada muestra fue inyectada en un
cromatografo liquido de ultra alta performance (Agilent 1290 Infinity II,
USA) acoplado a un detector de arreglo de diodos (DAD).

E.3 Parametros y condiciones de trabajo en UHPLC-DAD

Las condiciones del sistema para la separacion de compuestos se
realizaron a través de una columna analitica de fase reversa InfinityLab
(Agilent, USA) Poroshell 120 EC-C18 (2,1 mm % 150 mm x 1,9 pm) a 40
°C. La fase movil estuvo conformada por agua tipo I con 0,1 % de 4cido
férmico (A) y acetonitrilo con 0,1 % acido férmico (B), utilizando una
elucion en gradiente: 0 min 95 % A—-5% B, 15min 60 % A—-40% By
18 min 95 % A — 5 % B a un flujo de 0,350 mL/min. Finalmente, los
residuos de CFX fueron identificados y cuantificados en un tiempo de 12

minutos y a una longitud de onda A: 280 nm.
3.5.2 Materiales, reactivos y equipos
A. Materiales

. Balon Soxhlet de 250 ml

o Botellas &mbar 250 mL

. Buretas de 50 mL

. Cartuchos SPE C18

o Celda de 100 mL para ASE 150

) Cinta de Foil de aluminio
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. Desecadores de vidrio

o Embudo bunsen

. Embudos de vidrio plano

. Espatulas de acero inoxidable POLY

o Film transparente

o Filtros de celulosa para ASE 150

. Filtros de jeringa 0,22 pm

o Fiolas (5, 10, 25, 100, 250, 500 y 1000 mL)

. Jeringas de 3 mL

. Lactometro Quevenne a 15 °C (15-40 unidades por encima de 1000
Kg/m?)

o Mantas calefactoras

. Micropipetas (20 — 200 pL, 100 — 1000 pLy 1 — 5 mL)
o Moldes de queso PVC de 500 g

° Mortero agata

o Mortero de porcelana

. Papel absorbente

. Papel aluminio

. Papel filtro Whatman

o Papel secante

o Pinzas para crisoles

o Pipetas (5 y 10 mL)

. Piseta (500 mL)

. Placas Petri de vidrio

. Probetas (100 y 500 mL)

. Probetas de vidrio (50, 100 y 250 mL)

. Puntas de pipetas 10, 200 y 1000 pnL

. Soporte universal

. Termohigrémetro (ISOLAB)

o Termometro de mercurio (BOECO, Germany)
o Tubos de ensayo con base conica (50 mL)

. Tubos de polipropileno para centrifuga (50 mL)
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Vasos de precipitados de vidrio (50, 100 y 250 mL)
Viales ambar (1,5 mL)

Insumos y Reactivos

Acetonitrilo

Acido bérico al 4 % (p/v)

Acido clorhidrico 0,05 N

Acido clorhidrico concentrado (37 %)

Acido formico (> 98 %)

Acido Sulfurico concentrado

Agua destilada

Agua tipo [

Bacterias lacticas SACCO (Lactococcus lactis y Lactococcus
Cremoris)

Buffer de calibracion con pH 10, pH 7 y pH 4
Catalizador sulfato de cobre y sulfato de potasio
Ciprofloxacino en solucién 0.1 pgL™!

Cloruro de calcio

Cloruro de sodio

Cuajo CAGLIFICIO CLERICI (Quimosina)
Etanol (99,5 %)

Gel de silice (silicato sodico)

Hidréxido de sodio 0,1 N

Hidroxido de Sodio 0,1 N

Hidréxido de sodio al 40 % (p/V)

Hipoclorito de sodio

Indicador rojo de metilo y verde de bromocresol
Indicador fenolftaleina

Metanol grado HPLC

Nitrato de potasio

Timol solido
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C. Equipos

. Balanza analitica (ENTRIS224-1S, Sartorius Lab Instruments
GmbH & Co, KG, Goettingen, Alemania)

° Balanza semimicro (EX225/AD, OHAUS, USA)

. Bafio termostatico (LWB-122D, ISOLAB)

. Centrifuga (Pro-analityt.C2004, Centurion Scientific Ltd, UK)

. Cocina a gas (Surge — 3 hornillas)

. Colorimetro KONICA MINOLTA (COLOR READER CR -20,
COD. 2001259, Japén)

. Congeladora (modelo Rh25h5613sg, Samsung)

o Cromatdgrafo Liquido de Ultra Alta Performance (UHPLC) 1290
Infinity II (Agilent, USA) acoplado a un detector de arreglo de
diodos 1290 Infinity II (Agilent, USA)

. Destilador de Agua (GFL — S/M — 1901377)

. Destilador kjeldal automatico (PRO-NITRO A 4002430, P-
SELECCTA, Espafia)

. Digestor acoplado a Bloque digestor (D.Q.O. 4000639), Scrubber
(4001611) y BR-1612 4001612) P-SELECTA, Espafia)

. Equipo de extraccion Soxhlet

. Estufa (MMM Group LSIS-B2VC55/D170606)

o Incubadora (EFE Clave-M300)

o Mufla (Thermo Concept KL0O5/12 — TC005)

o pH-metro sobremesa (Thermo Scientific Orion Versa Star, United
States)

o Prensa Mecanica de acero inoxidable

. Purificador de Agua (Thermo Cientific — Micropure / 41665790)

o Rotavapor (Hei-vap Ultimate control, Heidolph, Alemania)

) Sistema de extraccion en fase solida

3.5.3 Prueba estadistica inferencial

Cada una de las variables independientes y dependientes se analizaron de

manera individual mediante un Disefio Completo al Azar (DCA), en el Sofware
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IBM SPSS Statistics V27. Para el analisis adecuado se considero los supuestos de
normalidad de datos y homogeneidad de varianza, mediante las pruebas de
Shapiro-Wilk (p-valor > 0,05) y Leneve (p-valor > 0,05) respectivamente. Luego,
se realizd el analisis de varianza ANOVA para determinar la influencia de las
variables de respuesta considerando un p-valor < 0,05, con una posterior prueba
de contrastacion Tukey y Games Howell. Para establecer la diferencia de las
variables en el periodo de maduracion de 1 a 25 dias, se realiz6 la prueba T-
Student para muestras pareadas (considerando de igual forma los supuestos antes

mencionados).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados

4.1.1 Evaluacion del efecto de residuos de CFX en agua potable sobre el pH

y % Acidez de queso andino a 1y 25 dias de maduracion

Para pH, los valores obtenidos a un dia varian entre 5,46 a 5,52 y para 25
dias varian de 5,40 a 5,50 (Tabla 6), en ambos casos el comportamiento de las
concentraciones (C1, C2, C3 y C4) aumenta en relacion al control. El valor de pH
incrementa hasta el 1,09 % a mayor concentracion de CFX (C4) (p<0,05)
(ANEXO 4) para 1 dia y hasta 1,85 % a concentraciones de CFX (C3 y C4)
(»<0.05) a 25 dias, lo que indica que en ambos casos el contenido de
hidrogeniones presente en la muestra disminuye, bajando la acidez del queso
andino; sin embargo, ocurre lo contrario en la comparacion respecto al tiempo.
Estos valores disminuyen a 25 dias de maduracion para el control (p<0,05) y todas
las concentraciones (C1, C2, C3 y C4) (p<0,05), lo cual es tipico en el proceso de
fermentacion para quesos madurados debido a la acumulacion de acido lactico,
con valores de pH de 5,35 a 5,45, este comportamiento se visualiza en la Figura

4a.

El contenido de acidez expresada en % de 4cido lactico, los valores
obtenidos para 1 dia varian entre 0,08 a 0,11 g de 4cido lactico/100 g de queso
andino y para 25 dias varian de 0,11 a 0,15 g de acido lactico/100 g de queso
andino (Tabla 6), en ambos casos el comportamiento de las concentraciones (C1,
C2, C3 y C4) en relacion al control decrecen. La variacion del control con la
concentracion mayor de CFX (C4) (p<0,05) (ANEXO 5), disminuye hasta el
27,27 %, para 1 dia y en la variacion del control con las concentraciones menores
de CFX (C1, C2, C3 y C) (p<0.05), el valor disminuye hasta 26,67 % para 25
dias. Para la acidez con relacion al periodo de maduracion los valores aumentan
para el control (p<0,05) y todas las concentraciones (C1, C2, C3 y C4) (p<0.05).
El incremento de acidez y disminucion de los valores de pH obedecen a la
presencia de bacterias lacticas iniciadoras en la elaboracion de queso andino en el

proceso de fermentacién y al proceso natural de proteolisis, que a medida
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incrementa la acidez conduce a la fragmentacioén de las micelas (moléculas de
proteina), lo que permite la disminucion del pH. Dado que para quesos madurados
el contenido de acidez oscila entre 0,12-0,16 g de 4cido lactico/100 g de muestra,

este comportamiento se visualiza en la Figura 4b.

Tabla 6
Valores de pH y % Acidez para queso andino a 1 y 25 dias de maduracion y a

diferentes concentraciones de antibiotico CFX en agua potable

PUNO

CFX 1 DIA 25 DIAS
N° Agua
pH % Acidez pH % Acidez
ngL*

Control 0 546%4+0,04 0,11°*+0,01 5,40*8+0,02 0,15"8+0,01
Cl 40 547*A+0,01 0,10*4+0,01 5,42*B+0,02 0,11*®+0,01
C2 400 5484 +0,03 0,10*4+0,01 5,43*B+0,01 0,11+ 0,02
C3 1000 551*4+0,01 0,09%4+0,01 548°8+0,01 0,122B+0,01
C4 2000 552>A+0,02 0,08%4+0,01 5,50°®+0,02 0,13*E +0,02

Nota. La tabla presenta el promedio * la desviacion estandar (n = 3). Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05). Las letras minusculas indican diferencias
significativas entre las concentraciones de ciprofloxacino en agua y el control; mientras

que las letras mayusculas indican diferencias entre el periodo de maduracion.

El uso de agua contaminada a diferentes concentraciones (C1, C2, C3 y
C4) de CFX no repercute en el proceso de elaboracién de queso andino con
respecto a las variables de pH y % de acidez; sin embargo, se preciso el analisis
de estas variables para queso andino a 1 y 25 dias de maduracién para establecer
diferencias relacionadas en el tiempo con relacion a la contaminacion cruzada por
agua en diferentes concentraciones de CFX, no obstante para Scott R. et al. (2010)
la difusidon de suero con agua caliente en el proceso de escaldado de la cuajada
produce diferencias en la presion osmotica entre el suero y la cuajada, esto
contribuye a eliminar la lactosa, se reduce la capacidad de tampdn como el nivel
real del 4cido lactico, enmascarando asi la velocidad de formacion de acido lactico
medida. Si bien no se tiene reportes del comportamiento de estos parametros en
concentraciones, ni tampoco mediante

quesos madurados a diferentes

contaminacion cruzada por agua con presencia de CFX; sin embargo, se reporta
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investigaciones con presencia de antibidticos suministrados desde la leche. Es asi
que para Quintanilla et al. (2019) la presencia de diversos antibi6ticos entre ellos
CFX en queso maduro de cabra tipo Tronchon, muestra una tendencia de
disminucién de pH en los 30 primeros dias, permaneciendo invariable hasta el

final del periodo de maduracién (60 dias).

Figura 4

a. Efecto del pH en queso andino a 1 y 25 dias de maduracion y a diferentes
concentraciones de antibiotico CFX en agua potable. b. Efecto del % Acidez en
queso andino a 1 y 25 dias de maduracion y a diferentes concentraciones de

antibiotico CFX en agua
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Para Orwa et al. (2017) la presencia de residuos de antibidticos en leche
previene la fermentacion de bacterias del 4cido lactico durante la elaboracion de

productos lacteos como yogurt, queso y mantequilla, perjudicando la calidad de
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los productos y generando pérdidas econdmicas a los productores. Esta
informacion es confirmada por Quintanilla et al. (2018) quienes precisan que a
pH de 6,4-6,5 en queso maduro en presencia de antibidticos macrolidos como la
eritromicina y espiramicina se inhiben las bacterias iniciadoras a las 24 horas de
haber sido suministrados los fArmacos en la leche de cabra, impidiendo que los
quesos alcancen un pH de 5,3 requerido para que su proceso de maduracion

concluya. Lo mismo para oxitetraciclina (Quintanilla et al., 2019).

Por otro lado Cabizza et al. (2017) indica que un aumento en el tiempo de
acidificacion para alcanzar el pH final del queso, representa un riesgo para la salud
del consumidor, ya que la baja actividad del cultivo iniciador podria resultar
favorable para bacterias indeseables como coliformes. Esto a su vez retrasa la
coagulacion acida y causa la reduccion de pH en el proceso de elaboracion de
quesos a partir de leche de oveja y cabra (Berruga et al., 2016). Para eritromicina
reduce hasta el 50 % la actividad de Streptococus spp. de productos lacteos como
yogurt, crema agria, leche fermentada y queso, ademas de los cultivos iniciadores
comerciales (Katla et al., 2001). No obstante, para Chiesa et al. (2020) la
influencia de los residuos de lincomisina (10, 20 y 40 ppb) en leche bovina,
demostrd un efecto negativo sobre la actividad de las bacterias del acido lactico
con consecuencia directa en la elaboracion de queso durante la acidificacion en el

proceso de maduracion.

4.1.2 Analisis del efecto de residuos de CFX en agua potable sobre el
contenido de humedad, cenizas, grasa, proteinas y color de queso

andino a 1y 25 dias de maduracion
A. Contenido de humedad y cenizas

Para la humedad presente en queso andino los valores obtenidos
para 1 dia varian entre 48,62 % a 49,57 % y para 25 dias varian de 39,52
% a 40,39 % (Tabla 7), en ambos casos la comparacion del control en
relacion a todas las concentraciones de CFX (C1, C2, C3 y C4) no
presentan diferencias significativas (ANEXO 6). En referencia al periodo
de maduracion el contenido de humedad disminuye para 25 dias de
maduracion, para el control (p<0,05) y todas las concentraciones de CFX

(C1, C2, C3 y C4) (p<0,05). Para el contenido de cenizas los valores
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obtenidos para 1 dia varian entre 6,24 % a 6,86 % y para 25 dias varian de
3,15 % a 3,65 % (Tabla 7), en ambos casos la comparacion del control en
relacion a todas las concentraciones de CFX (C1, C2, C3 y C4) no
presentan diferencias significativas (ANEXO 7). Con respecto al periodo
de maduracion el contenido de cenizas disminuye para 25 dias de
maduracion, para el control (p<0,05) y todas las concentraciones de CFX
(C1,C2,C3yC) (p<0,05), mencionada diferencia se observa en la Figura
5.

El uso de agua contaminada a diferentes concentraciones (C1, C2,
C3 y C4) de CFX no repercute en el proceso de elaboracion de queso
andino con respecto al contenido de humedad y cenizas; sin embargo, se
preciso el anélisis de estas variables para queso andino a 1 y 25 dias de
maduracion para efectos comparativos. Es asi, que segiin Quintanilla et al.
(2019) la contaminacién de leche con antibidticos, no es significativa por
lo que no afecta las caracteristicas fisicoquimicas de los quesos recién
elaborados (a 24 horas), pero si el tiempo de maduracién presentd un
efecto significativo sobre todos los parametros fisicoquimicos de queso
madurado a partir de leche de cabra. No obstante la pérdida de humedad
en el proceso de maduracion es un proceso particular, se reafirma a la
presencia de cloruro de calcio en el proceso de sinéresis, ya que este ayuda
a la reduccion del tiempo de cuajado, facilitando la coagulacion y produce
una cuajada mas firme y compacta, sosteniendo la manipulacion de la
cuajada en la etapa de agitacion como indica Castafieda R. et al. (2012),
ademads la mayor parte de la humedad y la lactosa se eliminan durante la
sinéresis; sin embargo, cantidades menores permanecen en procesos
consecutivos como el drenaje, salazon, moldeado, prensado y evaporacion

como parte del proceso de maduracion (Everard et al., 2007).

Para Cabizza et al. (2017), el contenido de humedad de queso de
oveja con presencia de antibioticos como la oxitetraciclina es mayor al del
control, este comportamiento estd asociado al proceso de acidificacion
mas lenta por presencia de este firmaco; Quintanilla et al. (2019) asocian

directamente el contenido de humedad a la afectacion por la eliminacion
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de la mayor parte en la fraccion acuosa de la leche durante el proceso de

fabricacion.

Tabla 7

Valores de % humedad, % cenizas, % grasay % proteinas de queso andino

a 1y 25 dias de maduracion y a diferentes concentraciones de antibiotico

TESIS EPG UNA - PUNO

CFX en agua potable
CEX 1 DIA
N° Agua
% Humedad %o Cenizas % Proteinas % Grasa
ngL”

Control 0 48,90*A+0,71 6,304 +0,16 19,38*A+0,63 22,18*A +0,93
C1 40 495022+ 0,34 6,8684+0,28 17,9234 +0,30 21,37*4+0,48
C2 400 4957*A+051 6,24*A+0,33 18,04>A+1,06 20,82%A +0,45
C3 1000 48,622~ +0,43 6,31*A+0,25 19,51~ +0,93 21,66*A+ 0,67
C4 2000 49,123~ +0,08 6,572A+0,38 20,46°~+0,99 22,042~ +0,53

25 DIAS
Control 0 39,5228 + 0,76 3,15%B + 0,08 22,35*B+0,47 30,33"B+0,82
C1 40 40,1228 + 0,27 3,65*B+0,35 23,05%B+0,82 27,10*B+0,22
C2 400 40,39°B+0,39 3,56*B+0,38 23,282B+108 27,30*B+0,81
C3 1000 39,64*B+0,61 3,15*B+0,13 25,31°B+0,52 28,56*E + 0,52

C4 2000 40,24*B+0,13 3,28*B +0,19

28,05°B + 0,79

29,108 + 1,15

Nota. La tabla presenta el promedio + la desviacion estandar (n = 3). Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). Las letras minusculas
indican diferencias significativas entre las concentraciones de ciprofloxacino en
agua y el control; mientras que las letras mayusculas indican diferencias entre la

variacién del periodo de maduracién en diferentes dias

El contenido de minerales para queso andino se concentra debido
al proceso de maduracion a 25 dias, esta diferencia se atribuye en su
mayoria a la descalcificacion del queso durante las etapas de fabricacion

y maduracidn, la acidificacion de leche y pasta influye considerablemente
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en el contenido de calcio y fosfatos, en consecuencia, la cantidad de sales
disminuye (Villegas A., 2012), lo que indica que pH de 5,1-5,5 ocasiona
que parte del calcio y del fosfato coloidal, y de las caseinas abandonen las
micelas y migren hacia el plasma, lo cual ocasiona un acortamiento de las
submicelas que es proporcional a la desorcion de agua, repercutiendo en
las propiedades de masa del queso en la maduracion (Scott R., Wilbey R.

y Robinson R., 2010).
B. Proteinas y Grasas

Para ¢l % de proteinas, los valores obtenidos para 1 dia varian entre
17,92 % a 20,46 % y para 25 dias varian de 22,35 % a 28,05 % (Tabla 7),
para ambos tiempos el contenido de proteina aumenta en las
concentraciones de CPX (C1, C2, C3 y C4) en relacion al control. Esta
diferencia del control con la concentracion mayor de CFX (C4) (p<0,05)
(ANEXO 8), aumenta hasta el 5,57 % a 1 dia, en la variacion del control
con las concentraciones de CFX (C3 y C4) (p<0,05), el valor aumenta
hasta 25,50 % (C4) en 25 dias de maduracion. Comparando en relacion al
periodo de maduracion para contenido de proteina, los valores aumentan
en el control (p<0,05) y todas las concentraciones de CFX (C1, C2, C3 y
C4) (p<0,05). La concentracion en el contenido de proteinas es propia de
la etapa de maduraciéon de queso semiduro, debido mayormente a la
evaporacion de agua, los valores reportados son similares al 22,6 %
establecido en las Tablas Peruanas de Composicion de Alimentos
(Instituto Nacional de Alimentacion y Nutricion, 2017). Esta diferencia se

visualiza en la Figura 5.

En ¢l % de grasa, los valores obtenidos para 1 dia varian entre
20,82 % a 22,18 % y para 25 dias varian de 27,10 % a 30,33 % (Tabla 7),
para ambos tiempos el contenido de grasa disminuye en las
concentraciones de CFX (C1, C2, C3 y C4) en relacion al control. La
diferencia del control con las concentraciones de CFX (C1, C2, C3 y C4)
no presentan diferencia significativa (ANEXO 9) a 1 dia; sin embargo, la
variacion del control (p<0,05) con las concentraciones de CFX (C1, C2 y

C3) (p<0,05) reduce hasta 10,65 % (C1) a 25 dias de maduracion. En el
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contraste en relacion al periodo de maduracidon para contenido de grasa,
los valores aumentan para el control (p<0,05) y todas las concentraciones
de CFX (Cl1, C2, C3 y C4) (p<0,05), debido a la lipdlisis como
predominante e importante en la maduraciéon de quesos, los valores
reportados en esta investigacion son similares al contenido de grasa total
de 31,4 % establecido en las Tablas Peruanas de Composicion de
Alimentos (Instituto Nacional de Alimentacién y Nutricion, 2017). Esta

diferencia se visualiza en la Figura 5.

Figura 5
Efecto del % humedad, % cenizas, % grasa y % proteinas de queso
andino a 1 y 25 dias de maduracion y a diferentes concentraciones de

antibiotico CFX en agua potable
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El agua contaminada a diferentes concentraciones (C1, C2, C3 y
C4) de CFX utilizada en el escalado de la cuajada, no repercute en el
proceso de elaboracion de queso andino con respecto al contenido de
proteinas y grasas; sin embargo, se preciso el andlisis de estas variables
para queso andino a 1 y 25 dias de maduracion para efectos comparativos.
En el caso de las proteinas para Scott R. et al. (2010) las mayoritarias y

predominantes en quesos son las a- y B-caseinas, estas son degradadas por
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enzimas presentes en el cuajo residual, proteasas naturales de la leche y/o
proteasas de las bacterias del cultivo iniciador, actividad que es esencial
para la produccién de sabor y arma del queso maduro. De tal manera que
el aumento en el porcentaje de proteinas , indica una prote6lisis progresiva
(Buffa et al., 2001). Esta diferencia del contenido de proteinas entre el
control y mayor concentracion de CFX (C4) a 1 dia y las dos mayores
concentraciones de CFX (C3 y C4) a 25 dias se relaciona a la afinidad de
las proteinas con los farmacos en general y protedlisis prematura por la
desintegracion de las micelas de caseina (molécula proteica) a pH bajo,
teniendo mayor superficie de exposicion de las proteinas y adhesion para
las moléculas de antibidtico (Quintanilla et al., (2019). Del mismo modo
la deteccion de residuos de antibidticos macrolidos como la tilosina
durante un proceso de maduracion de 60 dias, podria estar relacionada con
la menor actividad proteolitica en los quesos que contienen menor
fracciones de aminodcidos, muestran una baja capacidad de unién a

proteinas debido a su bajo grado de ionizacion (Quintanilla et al., 2018).

En el caso de la diferencia del contenido de grasa entre la
referencia y concentraciones de CFX (C1, C2 y C3), estd dada por la clase
cuantitativa mas importante de lipidos del queso son los triglicéridos,
sobre los que actuan las lipasas dando diglicéridos y monoglicéridos y
finalmente acidos grasos libres en el proceso de lipolisis; sin embargo,
muchas bacterias son incapaces de degradar triglicéridos forma que el
nivel de 4cidos grasos libres en queso se mantiene bajo (Scott R. et al.,
2010), dado que estas bacterias podrian ser inhibidas por la quimosina
CFX. Dada esta interaccion con estructuras relacionadas a los lipidos,
como membranas celulares, también estan altamente relacionadas con su
lipofilicidad, esta a su vez es una propiedad fisicoquimica importante,
junto a la ionizacion y solubilidad, determinan el proceso de absorcion,
metabolismo y excrecion de los antibidticos, por lo tanto una mayor
solubilidad de lipidos en fase acuosa refleja la afinidad del compuesto por
la fase lipidica y una mayor lipofilicidad da como resultado un largo
tiempo de retencidon en los tejidos (Ciura et al., 2019), por tanto la

naturaleza lipofilica de estos compuestos, explica fundamentalmente la
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capacidad de las quinolonas para retenerse en la fraccion grasa de la leche
y por tanto del queso (Giraldo et al., 2017). Para Quintanilla et al. (2019)
la permanencia de estos farmacos como quinolonas y oxitetraciclina
(medicamentos lipofilicos), demuestra la evidencia que las sustancias no
polares tienden a ser retenidas en la cuajada del queso. O de lo contrario,
se espera que las sustancias hidrofobas se concentren en la cuajada si la

leche contiene residuos de este farmaco (Silva et al., 2020) .

Al ser el queso andino un producto fermentado caracterizado por
la concentracion de grasas, proteinas y la presencia de cloruro de calcio
permite obtener una cuajada mas firme y compacta, facilitando la
agitacion en la etapa de lavado mejorando el rendimiento al retener mayor
cantidad de grasa (Castafieda R. et al., 2012), en quesos de leche de cabra
con presencia de amoxicilina, bencilpenicilina, cloxacilina, eritromicina,
ciprofloxacino, enrofloxacino y oxitetraciclina, las concentraciones de
polipéptidos provenientes de la proteolisis y los triglicéridos provenientes
de la lipolisis, estos aumentan a lo largo del periodo de maduracion hasta
60 dias para algunos tipos de queso madurados; sin embargo, no se reporta
diferencia significativa con las pruebas control para cada antibidtico

(Quintanilla et al., 2019).
C. Color (L*a*b%*)

Para el andlisis de color en queso andino, se registraron en el
espacio de color CIELab, el pardmetro L* de Luminosidad y coordenadas
de cromaticidad, pardmetro a* (enrojecimiento/verdoso) y pardmetro b*
(amarillez/azul). Los valores obtenidos para 1 dia en el pardmetro L*
88,99 a 89,97, parametro b* varia de 1,29 a 1,36 y pardmetro b* varia de
12,48 a 13,05, en todos los parametros no se muestra diferencia
significativa entre la referencia y las concentraciones de CFX (C1, C2, C3
y C4) (Tabla 8); a 25 dias el parametro L* varia de 81,46 a 82,65, se
aprecia una tendencia ascendente, es decir el incremento en la de
concentracion de CFX en queso andino, aumenta el valor de luminosidad
con una diferencia de hasta 1,46 % del control (p<0,05) con respecto a la

mayor concentracion de CFX (C4) (p<0,05) (ANEXO 10), de igual forma
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para el parametro b* varia de 24,01 a 25,84 con una diferencia de hasta
7,62 % (C4) entre el control (p<0,05) y las mayores concentraciones de
CFX (C3y C4) (p<0,05) y el parametro a* indica que los valores estan en
el espacio rojo, pero no representa diferencia significativa. Para establecer
la diferencia entre el periodo de maduracion de 1 a 25 dias, los valores de
L* disminuyen para el control (p<0,05) y todas las concentraciones de
CFX (C1, C2, C3 y C4) (p<0,05), para a* y b* los valores aumentan para
el control (p<0,05) y todas las concentraciones de CFX (C1, C2, C3y C4)
(»<0,05) (Tabla 8). En tal sentido, los valores de color para queso andino
son similares a los reportados por Milovanovic et al. (2021) y Avila et al.,
(2017) para queso semiduro y Nedomova et al. (2017) para quesos

madurados aceitados. Este contraste se visualiza en la Figura 6.

Es evidente el incremento de la luminosidad en la misma tendencia
de la concentracion de CFX (Figura 6), esta variacion podria estar asociada
a la proteolisis por la desintegracion de micelas de caseina en el
tratamiento térmico segin Anema (2017), esta informacion la confirma
Milovanovic et al. (2021) estableciendo que, debido a la pasteurizacion,
se dispersa la proteina desnaturalizada, asi como los glébulos de grasa de
la leche y suero, conduciendo al incremento de luminosidad, es importante
mencionar que Nedomova et al. (2017) denota la formacion de partes mas
oscuras al borde del queso por efecto de la maduracioén y evaporacion de
agua de la superficie, lo cual altera el valor de luminosidad. Por otro lado,
para Lukinac et al. (2018) a mayor humedad, mejor es la formacion de una
matriz proteica homogénea y mas compacta, incrementando el valor de

luminosidad.

Por su parte Quintanilla et al. (2019) reporta el incremento de
luminosidad para quesos madurados provenientes de leche de cabra con
presencia de ciprofloxacino, siendo L=88,7 a 30 dias de maduracion. Esta
diferencia podria estar asociada al tipo de leche (cabra vs vaca) y a la
utilizacion de bacterias iniciadoras para cada tipo de queso madurado, por
tanto Milovanovic et al. (2021) refiere que, para los productos con
presencia de fermentos, la opacidad que presentan esté relacionada con la

proporcidn de caseina y su nivel de agregacion, pueden ser potencialmente
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responsable de la difusion de la luz en la muestra interfiriéndola, asi

establece que, a mayores valores de luminosidad, mayor sera la opacidad.

Tabla 8

Efecto en el color L*, a*y b* de queso andino a 1 y 25 dias de maduracion

TESIS EPG UNA - PUNO

v a diferentes concentraciones de antibiotico CFX en agua potable

\° ggj; 1 DIA
Trat. ’qu' 1 L * b*

Control 0 89,17%A + 0,42 133*A+0,15 12,9074+ 0,55
c1 40 88,97%A + 0,77 1,36*A+0,09  12,73*A+0,84
C2 400 89,31%A + 0,32 1,314 +0,02  13,05*A+0,92
C3 1000 89,97%A + 0,93 1,29%A+ 0,24  12,48*A+0,86
C4 2000 89,884~ + 1,00 13224+ 0,06 12,75 +0,46

25 DIAS

Control 0 81,4648 + 0,40 3,65°+0,39  24,01%B +0,29
Cl 40 81,5848 + 0,25 3,78*8+0,18  24,91*B+0,78
Cz 400 81,5248 + 0,42 3,73*B+0,27  2513*8+0,20
Cc3 1000 82,0228 + 0,44 3,66°+0,29 25668 +0,25
Cc4 2000 82,658 + 0,56 3,53*B+0,04 25848 +0,74

Nota. La tabla presenta el promedio + la desviacion estandar (n = 3). Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). Las letras minusculas
indican diferencias significativas entre las concentraciones de ciprofloxacino en
aguay el control; mientras que las letras mayusculas indican diferencias entre la

variacién del parametro en diferentes dias.

Los componentes enrojecidos (a*) y amarillento (b*) estan
influenciados por la concentracion de pigmentos naturales desde la leche,
como son los carotenoides (valor b* més alto) (Milovanovic et al., 2021),
independientemente si los animales que producen la leche se alimentan

con pastos verdes o con alimentos secos (Wadhwani y McMahon, 2012).
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Mientras que Everard et al. (2007) fundamentan que la cinética de la
sinéresis en la fabricacion de queso estd asociada a la luz que dispersa el
suero, siendo mas amarillo a medida que avanza la sinéresis. Si bien el
incremento en el parametro b* indica amarillez en el queso, con un valor
de 13,1 para queso madurado a 30 dias a partir de leche de cabra
(Quintanilla et al., 2019), esta por debajo de los valores encontrados en el
presente estudio (24,66 el menor valor) lo cual indica que el queso andino
a partir de leche de vaca es mas amarillo, incide Milovanovic et al. (2021)
que el incremento de este valor es posible a la translucidez de las muestras,
es decir la luz que penetra en el queso, se dispersa parcialmente y se

difunde en la superficie de la muestra.

Figura 6
Efecto de los parametros de color L*, a* y b* en queso andino a 1y 25

dias de maduracion y diferentes concentraciones de antibiotico CFX en

agua potable
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Si bien no se reporta el comportamiento del color en queso andino
mediante contaminacioén cruzada con presencia de CFX en agua, estos
incrementos en las concentraciones (C1, C2, C3 y C4) para los valores de

los parametros L* y b* a 25 dias de maduracion, podrian asociarse a
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factores como la composicion de la leche, aditivos alimentarios,
tecnologia de fabricacion, actividad natural de la microflora de la leche,
técnica de maduracion entre otros, segun refiere Lukinac et al. (2018), asi
como también al aire y cavidades de los quesos los que reflejan longitudes
de onda especificas, eclipsando la luz reflejada por estos componentes,
dando como resultado diferencia de color (Milovanovic et al., 2021). Es
preciso indicar que el color del queso andino analizado con diferencias
estadisticas encontradas no es notable en la evaluacion de calidad final ni
percepcion del consumidor, sin embargo Wadhwani y McMahon (2012)
inciden que es importante que los quesos tengan el color esperado, porque
los consumidores asocian ciertos colores a ciertos sabores. Ademas,
representa el criterio mas importante para la decision de compra (Minz y

Saini, 2021).

4.1.3 Determinacion de la cuantificacion de la presencia (tasa residual) de

CFX en queso andino a 25 dias de maduracion
A. Curva de Calibracion y Validacion

En el presente estudio de linealidad, las curvas analiticas se
realizaron con muestra blanco (estdndar) con cinco niveles de
concentraciones de CFX desde 0,005, 0,01, 0,04, 0,1 y 0,2 ngL"! para
evaluacion de prevalencia del agua con concentraciones iniciales de CFX
de 40, 400, 1000 y 2000 ngL! en muestras de queso, cada muestra de

queso se evalud por triplicado.

Los limites de deteccién (LD) y de cuantificacion (LC) fueron
determinados como la cantidad minima detectable del antibidtico en la
matriz en modo MRM con una relacion sefal— ruido (S/N). Los indices

S/N fueron obtenidos utilizando el software Chem Station.

Los parametros de validacion del método, como la ecuacion de
regresion, coeficiente de correlacion, se muestran en la Tabla 9. La
linealidad del método en estudios analiticos se calcula de acuerdo con el
cambio lineal de valores (4rea, altura, absorbancia) obtenidos a partir de

diferentes concentraciones de analito (Tasci et al., 2021).
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Tabla 9

TESIS EPG UNA - PUNO

Valores de parametros de validacion y curva de calibracion del estandar

de referencia ciprofloxacino

PARAMETROS DE COMPUESTO
VALIDACION Y CURVA DE
CALIBRACION Ciprofloxacino (CFX)
Pendiente 807,98
Intercepto 2,1668
r2 0,998
Limite de Deteccion - LD
(ng/mL) 0,08 —3,01
Limite de Cuantificacion - LQ
(ng/mL) 0,25-9,94
Area (MAU*s) 12,09
Sefial / ruido (S/N) 199,1
Tiempo (min) 4,627

La prevalencia de residuos de CFX en queso andino a 25 dias de

maduracion, reportd valores de 4,54 a 6,27 ng de CFX/g de queso entre

todas las concentraciones de CFX en agua (C1, C2, C3 y C4), el orden de

valores mayor a menor prevalencia es C1 (40 ngL™!), C3 (1000 ngL!), C4
(2000 ngL!) y C2 (400 ngL') (Tabla 10), la diferencia entre C1 y C2 es

hasta el 27,59 %, dado que, si existe prevalencia de farmaco en todas las

concentraciones, el contraste con la referencia resulta significativo

(»<0,05) (ANEXO 11). En la Figura 8 se muestra el diagrama radial de

prevalencia de CFX de queso andino a 25 dias de maduracion.

69

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesi
I



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

Figura 7
Cromatograma para establecer sefial/ruido del estandar de referencia
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B. Cuantificacion de Ciprofloxacino

Para describir el reporte de resultados en la cuantificacion del
analito, es preciso mencionar que en la busqueda de normas relacionadas
al uso de agua potable destinada a la elaboracion de productos alimenticios
en general y derivados lacteos en particular que contenga residuos de
farmacos, no se encontré informaciéon. A nivel nacional la NORMA
TENICA PERUANA NTP 202.193-2010: Leche y Productos Lécteos.
Queso. Identificacion, clasificacion y requisitos, no informa sobre limites
admisibles provenientes de medicamentos veterinarios, sin embargo, toma
referencia a los establecidos por el Codex. A nivel internacional el
CODEX ALIMENTARIUS-CODEX STAN 193-1995: Norma general
para los contaminantes y las toxinas presentes en los alimentos y piensos,
refiere la contaminacion por residuos de plaguicidas, toxinas microbianas,
residuos de coadyudantes de la elaboracion (aditivos alimentarios) y
residuos de medicamentos veterinarios (Tabla 5), la informacién sugiere
la contaminacion en la leche y otros tejidos, mas no en derivados lacteos
como quesos, tampoco informa la presencia de quinolonas como CFX. Asi

mismo en el REGLAMENTO DE LA UNION EUROPEA N° 37/2010
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sobre sustancias farmacologicamente activas y su clasificacion. Limites
Maiaximos de Residuos (LMR) en los productos alimenticios de origen
animal, se registra el limite méaximo permisible de farmacos en su
composicion de enrofloxacino, que considera la mezcla de enrofloxacino
y su metabolito ciprofloxacino, proveniente de ganado, bovino, ovino o
caprino, el limite maximo de residuo es de 100 pg/kg, es asi que este valor
se considerd para la comparacion de los resultados obtenidos en el
presente estudio (Tabla 10), por lo tanto el rango de valores de prevalencia
de CFX 4,54 — 6,27 ng/g para queso andino a 25 dias de maduracion,

estarian dentro del limite maximo de residuos.

Tabla 10
Valores de prevalencia de residuos de ciprofloxacino en queso andino a
25 dias de maduracion y a diferentes concentraciones de antibiotico CFX

inicial en agua potable

T’\rl';t SRR AE AT CFX Queso R-It:;ﬁc?gn
ngL?! mAU*s ng/g %
0 0 0 0 0
C1 40 2,53 6,277 £ 1,61 15,68
Cc2 400 1,83 4,54* + 1,17 1,14
Cc3 1000 2,23 5,567+1,40 0,56
C4 2000 1,93 4,79+ 0,87 0,24

Nota. La tabla presenta valores de la media * la desviacidon estandar (n=3).
Las letras del superindice representan diferencia significativa (p<0,05)

Para las tasas de retencion, en la primera concentracion (C1) de
CFX en agua (40 ngL™'), se obtiene 6,27 + 1,61 ng/g de CFX en queso
andino, lo cual representa una tasa de retencion del 15,68 % (porcentaje
de transferencia de antibi6tico) (Tabla 10), siendo la mayor cantidad
alcanzada de recuperacion de farmaco. Para las concentraciones (C2 y C3)
de CFX en agua 400, 1000 ngL!, se obtuvo 4,54 + 1,17 y 5,56 + 1,40 ng/g
de CFX en queso, con 1,14 % y 0,56 % de tasa de retencion
respectivamente. Y para la concentracién (C4) de CFX en agua 2000 ngL-

!, se obtuvo 4,79 + 0,87 ng/g de CFX en queso, con una tasa de retencion
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de 0,24 %, lo que representa la menor recuperacion alcanzada, asi
podemos aseverar de acuerdo al estudio realizado que la tendencia es a
mayor concentracion de CFX en agua, menor es la recuperacion de CFX
en queso andino a 25 dias de maduracion proveniente de leche bovina,
como se muestra en la Figura 8. Quintanilla et al. (2018) reporta que el
antibidtico macrélido como la tilosina retiene entre 5-6 % del farmaco
inicialmente suministrado a la leche de cabra para quesos madurados
Tronchon. Por otro lado Tasci et al. (2021) en su estudio de antibidticos y
sus metabolitos cuantificados mediante cromatografia liquida vy
espectrometria de masas por tdndem para leche bovina, reportan
recuperaciones de hasta 87 %. Para quesos madurados provenientes de
leche de cabra, la tasa de retencion es mucho mayor para ciprofloxacino y
oxitetraciclina (2,7 a 4,3 veces) hasta un periodo de maduracion de 60 dias,
en comparacion a B-lactdmicos y eritromicina. (Quintanilla et al., 2019).
Evidenciando la elevada susceptibilidad de estas sustancias a ser retenidas
en la matriz queso. Se confirma esta informacién para quesos con
presencia de enrofloxacino y ciprofloxacino al 51 % de tasa de retencion
con respecto a la concentracion inicial a la leche de cabra a las 24 horas

después de suministrado el farmaco (Quintanilla et al. 2021).

Es innegable la presencia de quinolonas de segunda generacion
como CFX en queso andino a 25 dias de maduracion, como resultado de
una contaminacion cruzada que ejerce el agua con presencia de CFX en el
escaldado de cuajada que se realizd durante 20 minutos a 40 °C, puesto
que en esta etapa se promueve la contraccion de la matriz proteica,
haciendo que la cuajada se retraiga y expulse suero, el aumento de la
temperatura también acelera el metabolismo de las bacterias incluidas en
la cuajada, cabe mencionar que la cuajada también se escalda y esta expele
humedad (Scott R. et al., 2010). Es asi que el proceso sinéresis en su etapa
final, se ve afectada por la composicion y el pretratamiento de la leche,
factores de coagulacion, propiedades reologicas del gel al momento del
corte, la superficie de la cuajada, presion externa y la temperatura de la

cuagjada (Wadhwani y McMahon, 2012), lo que permite que los
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antibioticos puedan retenerse en la cuajada de leche en mayor o menor
medida, dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de estas
sustancias y su capacidad para interactuar con la grasa y/o proteina

(Giraldo et al., 2017).

Figura 8

Diagrama radial de la prevalencia de residuos de CFX en queso andino a
25 dias de maduracion y a diferentes concentraciones de antibiotico CFX

inicial en agua potable
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Es importante sefialar que la informacion relacionada a este tipo de
contaminacion cruzada de farmacos hacia productos lacteos como quesos,
es practicamente inexistente. Por lo que las investigaciones enfocadas para
el contraste de resultados estan orientada a la presencia de farmacos en la
administracion intramuscular al animal o la administracién directa de
antibioticos en leche destinaria a la elaboracion de quesos como menciona
por ejemplo Botsoglou y Fletouris (2001) para el antibiotico enrofloxacino
que se administra por via intravenosa a vacas lecheras, el antibiotico CFX
puede continuar detectandose en concentraciones mas altas durante mas

tiempo, por otro lado Quintanilla et al. (2018), menciona que los
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macrolidos como la tilosina, a las 24 horas de administracion al animal,
no afectan los procesos de elaboracion del queso, sin embargo, se detecta
la presencia de este farmaco durante todo el proceso de maduracién. Por
su parte Li et al. 2017 menciona que el proceso de coccion de alimentos
presentes en la dieta de nifos en edad preescolar de Hong Kong como por
ejemplo la leche no se reduce la presencia de fluoroquinolonas como CFX,
ofloxacino y enrofloxacino por ser termoestables, mientras que algunos

son termolabiles o parcialmente termolabiles.

Por otro lado, la mayor o menor transferencia de antibioticos de la
leche al queso podria estar relacionada con las caracteristicas de
solubilidad de estas sustancias (Giraldo et al., 2017). Es asi que para la
quinolona CFX la solubilidad en agua es alta con valores de 3,55x10 —
5,79x10"* mol/kg de solvente, para pH de 5,34 a 6,47 (Fallati, 1994), dado
que los valores de pH de las concentraciones de contaminante CFX en
agua (C1, C2, C3 y C4) para este trabajo, estan dentro del rango de pH
mencionado. La constante de disociacion para la quinolona CFX es
pKi=5,89 y pK»=8,61 (Czyrski, 2022). Por tanto, la trasferencia de iones
disociados del soluto (CFX) en una solucion de agua se da en forma
reversible en el proceso de lavado y agitacion de la cuajada de queso hasta
alcanzar un punto de equilibrio, estas condiciones se dieron en el proceso
de sinéresis a 40 °C en un tiempo de 25 minutos en la elaboracion de queso
andino, lo que explica la tasa de retencion final en la matriz. Reeves (2012)
también menciona que la alta solubilidad en agua de los B-lactamicos y
eritromicina con valores de constantes de disociacion de 2,6 a 8,8, explican
las tasas de retencion mas bajas obtenidas para aquellas sustancias que se
transfieren mayoritariamente de la cuajada al suero. No obstante,
Quintanilla et al. (2019) mostraron que los residuos de medicamentos
lipofilicos se concentran de 2,7 a 4,3 veces en quesos, a diferencia de la
concentracion inicial de leche de cabra cruda, lo que evidencia que las

sustancias no polares tienden a ser retenidas en la cuajada del queso.
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4.2 Discusion

Es preciso indicar que la proveniencia de agua potable con presencia de farmacos
en general y CFX en particular implica un problema latente, ain mas si es destinada a la
elaboracion de quesos madurados, este farmaco fue detectado en ambientes acuosos por
Hughes et al. (2013). En concentraciones de 6,5 mgL™! en un ecosistema de agua dulce,
por su parte Vilca et al. (2021) reporta valores de 188,1 = 102,7 ngL!' y 222,2 + 115,9
ngL! para agua potable con presencia de CFX en estacion seca y lluviosa
respectivamente, ademads valores de 201,0+ 91,1 ngL™! en la estacion seca y 301,7 = 125,1
ngL! en la temporada de lluvias para aguas superficiales con presencia de CFX, lo que
es muy preocupante ya que estas son destinadas al proceso de potabilizacion, dado que
los resultados muestran que el sistema de tratamiento de agua potable con cloracién no
destruye el CFX (Ashfaq et al., 2017). No obstante, este firmaco se detecta con frecuencia
en el ambiente en concentraciones de 5,3-119,8 ug/kg en suelos agricolas (Li et al., 2011),
6,5 mg/L en un ecosistema de agua dulce (Hughes et al., 2013), 45,59 mg/kg en estiércol
(Zhao et al., 2010) y 426 mg/kg en lodos de depuradora urbana (Rusu et al., 2015).

Las quinolonas (ciprofloxacino) son mas estables, asi la tasa de reduccion en el
proceso de maduracion de quesos es de 30-45 %, lo cual evidencia mayores
concentraciones es los productos finales, siendo evidente evaluar el riesgo del
consumidor.(Quintanilla. et al., 2019). Asi, la transferencia de residuos de antibioticos del
queso al suero de leche (Giraldo et al., 2017), tiene implicaciones negativas para la
seguridad humana, animal y ambiental, debido a que este subproducto se utiliza en la
fabricacién de alimentos para consumo humano, alimentaciéon animal y aplicaciones
agricolas entre otros (Carvalho et al., 2013). Para quesos elaborados con un periodo de
espera (AESAN, 2022), el enrofloxacino y CFX no son detectables (valores por debajo
del limite de deteccion LD), estos resultados indican que la abstinencia establecida para
quinolonas, es adecuada para reducir o eliminar la probabilidad que los seres humanos
estén expuestos al consumo de estos farmacos en derivados lacteos (Quintanilla et al.,
2021). Por lo que esta quinolona de segunda generacion, no se metaboliza por completo

y persiste en alimentos como huevos, leche y/o tejidos comestibles (Chen T. et al., 2020).

Es de orden imperativo destacar que la presencia de antibidticos tiene como
consecuencias primarias un impacto tecnoldgico y economico en la industria lactea, por

lo tanto, es prioritario estudiar las incidencias a lo largo de toda la cadena alimentaria,
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estableciendo buenas practicas en la gestion de antibidticos en animales (Chiesa et al.,
2020). Sin embargo, el agua superficial juega un papel importante en la aparicion y
propagacion de la resistencia a los antibioticos, por lo que el desarrollo de estrategias para
mejorar la calidad del agua se convirtid en una necesidad permanente, actualmente se
estudian diferentes enfoques que pueden aplicarse a evaluar riesgos potenciales de salud
con exposicion indirecta a productos farmacéuticos, metabolitos y productos de
degradacion en agua potable (Rusu et al., 2015). La exposicion a dosis bajas de
antibiodticos puede acelerar la diseminacion de genes de resistencia a los antibidticos
(ARG) y contribuir a la creacion de cepas resistentes a los medicamentos, lo que sin duda

representa una amenaza creciente para la salud mundial (Chen Y. et al., 2020).
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CONCLUSIONES

e Los residuos de CFX en agua potable a una concentracién de 2000 ngL™! interfiere
en el pH 5,52 sube el valor con respecto a la referencia hasta un 1,09 % a 1 dia y las
concentraciones de 1000 y 2000 ngL™!, interfiere en el pH 5,48 y 5,50 sube el valor
con respecto a la referencia hasta un 1,85 % a los 25 dias; sin embargo, ¢l % de acidez
para las concentraciones 40, 400, 1000 y 2000 ngL"!, disminuye con respecto a la
referencia hasta un 27,27 % y 26,67 % para 1 y 25 dias de maduracién de queso

andino respectivamente.

e Los residuos de CFX en agua interfiere en ¢l % de humedad y % de ceniza, el valor
disminuye a 25 dias para el control y 40, 400, 1000 y 2000 ngL'; para proteina la
concentraciéon de 2000 ngL ! incrementa con relacion a la referencia hasta un 5,57 %
a 1 dia y las concentraciones 1000 y 2000 ngL"! también incrementan hasta un 25,50
% a 25 dias; sin embargo, la grasa total disminuye para las concentraciones 40, 400
y 1000 ngL! con respecto a la referencia hasta un 10,65 % a 25 dias de maduracion
y finalmente si interfiere en el color de queso andino en los parametros L* y b* a

concentraciéon de 2000 ngL' en comparacion con la referencia.

e Se evidencia la prevalencia de residuos de CFX en queso andino a 25 dias de
maduracién con valores de 627 ng/g (40 ngL™), 5,563 ng/g (100 ngL™), 4,79 ng/g
(200 mgL™) y 4,54 ng/g (400 ngL), la mayor tasa de retencion es 15,68 % a 40 ngL-
!"de concentracion de ciprofloxacino en agua potable destinada a la elaboracién de
quesos madurados, lo que afecta potencialmente la seguridad del consumidor, incluso

si la presencia de residuos es menor que el LMR.

77

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesic
I



NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

RECOMENDACIONES

e Determinar el periodo de espera adecuado para el consumo de leche y derivados
lacteos tras la administracion de CFX y otros farmacos en ganado bovino, ovino y
caprino que son destinados al consumo humano, teniendo implicancias negativas en
la salud publica debido al consumo innecesario y con frecuencia de minimas

cantidades de antibioticos.

e Evaluar el comportamiento de los cultivos iniciadores en presencia de farmacos que
contaminan y alteran los derivados lacteos con procesos de fermentacion, ademas es
importante enfatizar la resistencia que generan frente a ellos en tiempos

determinados, como el periodo de maduracion en quesos y otros.

e Implementar normas referidas a la seguridad e inocuidad alimentaria sobre presencia
o ausencia de farmacos en agua potable destinada a la elaboracion de productos
alimenticios en general y en quesos madurados en particular por su alto y constante

consumo en las plantas procesadoras.

e Realizar un estudio adecuado del subproducto suero de leche con presencia de
antibidticos, siendo una fuente de contaminacidon considerable para el medio
ambiente y los seres vivos que estan en contacto, ademas es destinado también a la
elaboracion alimento balanceado para animales y productos derivados para consumo

humano, cabe mencionar el perjuicio que representa en aplicaciones agricolas.

e Establecer los probables medios de contaminacion cruzada para otros alimentos
como huevos, leche o tejidos comestibles de origen animal y sus productos derivados

durante su fabricacion.
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ANEXOS

Anexo 1. Matriz de consistencia

PLANTEAMIENTO DE
PROBLEMA

HIPOTESIS

OBJETIVOS

Problema General

;Cual sera el efecto de la
presencia de residuos de
ciprofloxacino presentes en
agua potable usada en el
proceso de fabricacion de
qgueso andino sobre las
caracteristicas  fisicoquimicas
de este producto?

Problemas Especificos

¢Cual sera el efecto de la
presencia de residuos de
ciprofloxacino en agua potable
en cuatro concentraciones (40,
400, 1000, 2000 ngL™), sobre
el pH y la acidez de queso
andino?

¢En qué medida afecta la
presencia de residuos de
ciprofloxacino en agua potable
en cuatro concentraciones (40,
400, 1000, 2000 ngL?) en la
intervencién de la etapa de
lavado (escaldado) de la
cuajada sobre el contenido de
humedad, cenizas, grasa,
proteina y color de queso
andino?

¢La intervencién de agua
potable en cuatro
concentraciones de residuos de
ciprofloxacino (40, 400, 1000,
2000 ngL?) en la etapa de
escaldado de la cuajada
determinara la presencia de este
contaminante en queso andino?

Hipétesis General

La presencia de residuos de
ciprofloxacino presentes en
agua utilizada en el proceso
de fabricacion de queso afecta
negativamente las
caracteristicas fisicoquimicas
de este producto.

Hipotesis Especificos

El contenido de residuos de
ciprofloxacino en agua en
cuatro concentraciones (40,
400, 1000, 2000 mngL%)
determinara el
comportamiento del pH vy
acidez del queso andino.

La presencia de residuos de
ciprofloxacino en agua en
cuatro concentraciones (40,

400, 1000, 2000 ngL™),
afectara al contenido de
humedad, cenizas, grasa,

proteina y color del queso
andino.

El contenido de residuos de
ciprofloxacino en agua en
cuatro concentraciones (40,
400, 1000, 2000 mngL%)
utilizada en la etapa de
escaldado de cuajada
mostrara  prevalencia  de
residuos de ciprofloxacino en
el producto final (queso
andino).

Objetivo General

Evaluar el efecto de la
presencia de residuos
de ciprofloxacino de
agua potable utilizada
en el proceso de
fabricacion de queso
andino.

Obijetivos Especificos

Evaluar el efecto de la
presencia de residuos
de ciprofloxacino en
agua potable para
cuatro concentraciones
(40, 400, 1000, 2000
ngl?) sobre el pH vy
acidez  de  queso
andino.

Analizar el efecto de la
presencia de residuos
de ciprofloxacino en
agua potable para
cuatro concentraciones
(40, 400, 1000, 2000
ngL?) en el contenido
de humedad, cenizas,
grasa, proteina y color
de queso andino.

Determinar la
presencia de residuos
de ciprofloxacino en
queso andino
elaborado a cuatro
concentraciones de
contaminante (40, 400,
1000, 2000 ngLt) en la
etapa de escaldado de
la cuajada.
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VARIABLES DIMENSIONES | INDICADORES INSTRUMENTO
Variable en
estudio:
40 uL
Concentracion
de residuos de 400 pL
CFX en agua 1000 L
2000 pL
Variables de
respuesta: AOAC 981.12-2000
e - pH - pH
C_:a_racter,lst_lcas . Acidez - % Acidez de QA AOAC 2000
fisicoguimicas - Humedad - 9% Humedad de QA
en el proceso de - Ceniza - % Ceniza de QA 150 5534 /IDF 4-2004
maduracién
- Grasa - 9% Grasa de QA CIELAB
- Proteinas - % Proteinas de QA
- Color - L*a*b*
-1
CFX pL CFX el Cromatografia liquida de
gg;zegldzos d.’ii ultra eficiencia UHPLC-
de maduracion DAD
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Anexo 2. Control de calidad en la recepcion de leche para elaboracion de queso

andino
ACIDEZ
N©° TEMPERATURA DENSIDAD gasto 9hacido lactico
°C (g/cm3) pH
1 4 1,028 6,65 1,7 0,15
2 4 1,031 6,65 1,7 0,15
3 4 1,030 6,63 1,8 0,16
4 4 1,029 6,67 1,6 0,14
5 5 1,031 6,63 1,7 0,15
6 4 1,029 6,60 1,7 0,15
7 4 1,031 6,64 1,8 0,16
8 4 1,030 6,64 1,8 0,16
9 4 1,029 6,62 15 0,14
10 5 1,029 6,63 15 0,14
11 4 1,029 6,67 1,6 0,14
12 4 1,029 6,60 1,7 0,15
13 4 1,030 6,66 1,7 0,15
14 5 1,029 6,67 1,7 0,15
15 4 1,031 6,65 1,6 0,14

De acuerdo a la NTP 202.01-2003. LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS. Leche

cruda y requisitos.
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Anexo 3. Curva de calibracion para el estandar de referencia ciprofloxacino

180
160 y=807.98x + 2.1668 A
140 r*=0.998
120
100 )
mAU 80 A
60
40 ‘
20
o la&
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
pg/ml
Concentracion Area
Punto de
calibracion (Mg /mL) (MAU)
X Y
1 0,005 5,766
2 0,010 9,300
3 0,040 33,000
4 0,100 88,000
5 0,200 161,600
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Anexo 4. Analisis estadistico para la variable pH

Pruebas de normalidad para pH a 1 dia

TESIS EPG UNA - PUNO

Shapiro-Wilk

Concentracion Estadistico gl Sig.

1 0,942 3 0,537

2 1,000 3 1,000

3 0,893 3 0,363

4 1,000 3 1,000

5 0,964 3 0,637
Pruebas de homogeneidad de varianzas para pH a 1dia

Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.

media 0,446 4 10 0,099

ANOVA para pH a 1 dia

Suma de Media

pH_1 cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 0,009 4 0,002 4,473 0,025
Dentro de grupos 0,005 10 0,000

Total 0,014 14

Comparacién Mdltiple Tukey para pH a 1 dia

0,05
Concentracion N a b

1 3 5,4600

2 3 5,4700 5,4700

3 3 5,4800 5,4800

4 3 5,5100 5,5100

5 3 5,5233

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

98

repositorio.unap.edu.pe
{0 OIVI( (adl" adecuadd ! > eSla (e
I



NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

Pruebas de normalidad para pH a 25 dias

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig.
1 0,964 3 0,637
2 0,964 3 0,637
3 1,000 3 1,000
4 1,000 3 1,000
5 0,923 3 0,463

Pruebas de homogeneidad de varianzas para pH a 25 dias

Estadistico 12 si
de Levene gll g 9.
media 0,889 4 10 0,505
ANOVA para pH a 25 dias
Suma de Media

pH_2 cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 0,021 4 0,005 23,909 <0,001
Dentro de grupos 0,002 10 0,000

Total 0,023 14

Comparacién Mdltiple Tukey para pH a 25 dias

0,05
Concentracion N a b
1 3 5,4033
2 3 5,4233
3 3 5,4300
4 3 5,4800
5 3 5,5033

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
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Normalidad Prueba T para pH

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig.
pH_1 0,923 5 0,548
pH_2 0,916 5 0,503

Pruebas de homogeneidad de varianzas Prueba T para pH

Estadistico

de Levene gll gl2 Sig.
Se _basa en la 2,407 1 8 0,159
media

Prueba T de muestras emparejadas para pH
Desviacion
Media estandar t ol Sig.

1dia-25 dias 0,041 0,015 5,996 4 0,004
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Anexo 5. Analisis estadistico para la variable %acidez

Pruebas de normalidad para % Acidez a 1 dia

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico Gl Sig.
1 1,000 3 1,000
2 1,000 3 1,000
3 1,000 3 1,000
4 1,000 3 1,000
5 1,000 3 1,000

Pruebas de homogeneidad de varianzas para % Acidez a 1dia

Estadistico de
Levene gl1 gl2 Sig.

Se basa en la media 0,000 4 10 1,000

ANOVA para % Acidez a 1 dia

Suma de Media
Acidez_1 cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 0,009 4 0,002 4,473 0,025
Dentro de grupos 0,005 10 0,000
Total 0,014 14

Comparacién Multiple Tukey para % Acidez a 1 dia

0,05
Concentracion N a b
1 3 0,0800
2 3 0,0900 0,0900
3 3 0,1000 0,1000
4 3 0,1000 0,1000
5 3 0,1100

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
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Pruebas de normalidad para % Acidez a 25 dias

Shapiro-Wilk
CongeriEekn Estadistico gl Sig.
1 1,000 3 1,000
2 1,000 3 1,000
3 0,923 3 0,463
4 1,000 3 1,000
5 0,964 3 0,637

Pruebas de homogeneidad de varianzas para % Acidez a 25 dias

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
media 1,085 4 10 0,415

ANOVA para % Acidez a 25 dias

Suma de Media
Acidez_2 cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 0,003 4 0,001 3,914 0,036
Dentro de grupos 0,002 10 0,000
Total 0,005 14

Comparacién Mdltiple Tukey para % Acidez a 25 dias

0,05
Concentracion N a b
1 3 0,1100
2 3 0,1133 0,1133
3 3 0,1200 0,1200
4 3 0,1267 0,1267
5 3 0,1500

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
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Normalidad de datos Prueba T para % Acidez

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico al Sig.
1 0,91 5 0,814
2 0,880 5 0,311

Prueba T de muestras emparejadas para % Acidez

Desviacion
Media estandar t ol Sig.
1dia-25 dias 0,028 0,016 3,891 4 0,018
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Anexo 6. Analisis estadistico para la variable %ohumedad

Pruebas de normalidad para % Humedad a 1 dia

TESIS EPG UNA - PUNO

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig.
1 0,847 3 0,232
2 1,000 3 1,000
3 0,966 3 0,644
4 0,835 3 0,202
5 0,893 3 0,363

Pruebas de homogeneidad de varianzas para % Humedad a 1dia

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 1,675 4 10 0,231
ANOVA para % Humedad a 1 dia
Suma de Media
% Humedad_1 cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 1,934 4 0,483 3,272 0,058
Dentro de grupos 1,477 10 0,148
Total 3,411 14
Pruebas de normalidad para % Humedad a 25 dias
Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico Gl Sig.
1 0,820 3 0,164
2 0,959 3 0,610
3 0,842 3 0,220
4 0,951 3 0,572
5 0,959 3 0,609
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Pruebas de homogeneidad de varianzas para % Humedad a 25 dias

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 3,248 4 10 0,060

ANOVA para % Humedad a 25 dias

Suma de Media
% Humedad_2 cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1,752 4 0,438 1,843 0,197
Dentro de grupos 2,376 10 0,238
Total 4,127 14

Normalidad Prueba T para % Humedad

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico Gl Sig.
1 0,978 5 0,921
2 0,897 5 0,396

Pruebas de homogeneidad de varianzas Prueba T para % Humedad

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 0,089 1 8 0,773

Prueba T de muestras emparejadas para % Humedad

Desviacion
Media estandar t gl Sig.
1dia-25 dias 9,140 0,207 98,559 4  <0,001
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Anexo 7. Analisis estadistico para la variable %cenizas

Pruebas de normalidad para % Cenizas a 1 dia

TESIS EPG UNA - PUNO

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig.
1 0,893 3 0,363
2 0,824 3 0,174
3 0,978 3 0,714
4 0,846 3 0,230
5 0,999 3 0,942

Pruebas de homogeneidad de varianzas para % Cenizas a 1 dia

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 0,465 4 10 0,760
ANOVA para % Cenizas a 1 dia
Suma de Media
% Cenizas_1 cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 0,819 4 0,205 2,459 0,113
Dentro de grupos 0,832 10 0,083
Total 1,651 14
Pruebas de normalidad para % Cenizas a 25 dias
Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig.
1 0,893 3 0,363
2 0,975 3 0,699
3 0,880 3 0,325
4 0,846 3 0,230
5 0,999 3 0,942
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Pruebas de homogeneidad de varianzas para % Cenizas a 25 dias

Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la 2,463 4 10 0,113
media
ANOVA para % Cenizas a 25 dias
Suma de Media
% Cenizas_2 cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 0,652 4 0,163 2,491 0,110
Dentro de grupos 0,655 10 0,065
Total 1,307 14

Pruebas de normalidad para % Cenizas a 25 dias

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico Gl Sig.
1 0,893 3 0,363
2 0,975 3 0,699
3 0,880 3 0,325
4 0,846 3 0,230
5 0,999 3 0,942

Normalidad Prueba T para % Cenizas

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico Gl Sig.
1 0,847 5 0,186
2 0,858 5 0,221
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Pruebas de homogeneidad de varianzas Prueba T para % Cenizas

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 0,034 1 8 0,858

Prueba T de muestras emparejadas para % Cenizas

Desviacion
Media estandar t gl Sig.
1dia-25 dias 3,095 0,238 29,032 4  <0,001
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Anexo 8. Analisis estadistico para la variable % proteina

Pruebas de normalidad para % Proteina a 1 dia

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig.
1 0,890 3 0,353
2 0,855 3 0,253
3 0,921 3 0,456
4 0,988 3 0,792
5 0,999 3 0,933

Pruebas de homogeneidad de varianzas para % Proteina a 1dia

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 0,957 4 10 0,471

ANOVA para % Proteina a 1 dia

Suma de Media
% Proteina_1 cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 13,829 4 3,457 4,948 0,018
Dentro de grupos 6,987 10 0,699
Total 20,815 14

Comparacion Mdltiple Tukey para %Proteina a 1 dia

0,05
Concentracion N a b
1 3 17,9167
2 3 18,0400
3 3 19,3800 19,3800
4 3 19,5067 19,5067
5 3 20,4600

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
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Pruebas de normalidad para %oProteina a 25 dias

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig.
1 0,915 3 0,435
2 0,947 3 0,557
3 0,988 3 0,791
4 0,997 3 0,904
5 0,946 3 0,550

Pruebas de homogeneidad de varianzas para % Proteina a 25 dias

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 0,729 4 10 0,592

ANOVA para % Proteina a 25 dias

Suma de Media
% Proteina_2 cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 64,271 4 16,068 27,268 <0,001
Dentro de grupos 5,892 10 0,589
Total 70,163 14

Comparacion Multiple Tukey para % Proteina a 25 dias

0,05
Concentracion N a b c
1 3 22,3533
2 3 23,0533
3 3 23,2833 23,2833
4 3 25,3100
5 3 28,0533

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
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Normalidad Prueba T para % Proteina

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig.
1 0,907 5 0,448
2 0,876 5 0,293

Pruebas de homogeneidad de varianzas Prueba T para % Proteina

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 3,129 1 8 0,115

Prueba T de muestras emparejadas para % Proteina

Desviacion
Media estandar t ol Sig.
1dia-25 dias 5,350 1,654 7,233 4 0,002
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Anexo 9. Analisis estadistico para la variable % grasa

Pruebas de normalidad para % Grasa a 1 dia

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig.
1 1,000 3 0,988
2 0,955 3 0,591
3 0,933 3 0,499
4 0,996 3 0,885
5 0,980 3 0,726

Pruebas de homogeneidad de varianzas para % Grasa a 1dia

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
Se basa en 12 g 54 4 10 0,814
media
ANOVA para % Grasa a 1 dia
Suma de Media
%Grasa_1 cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 3,569 4 0,892 2,213 0,141
Dentro de 4,032 10 0,403
grupos
Total 7,601 14

Pruebas de normalidad para % Grasa a 25 dias

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig.
1 0,996 3 0,879
2 0,954 3 0,587
3 0,999 3 0,952
4 0,927 3 0,478
5 0,984 3 0,759
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Pruebas de homogeneidad de varianzas para % Grasa a 25 dias

Estadistico de .
Levene gll 912 Sig.
ileeg?;a en la 1137 4 10 0,393
ANOVA para % Grasa a 25 dias
Suma de Media
% Grasa_2 cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 24,356 4 6,089 10,267 0,001
Dentro de grupos 5,930 10 0,593
Total 30,287 14
Comparaciéon Multiple Tukey para % Grasa a 25 dias
0,05
Concentracion N a b
1 3 27,1033
2 3 27,3033
3 3 28,5567 28,5567
4 3 29,6967
5 3 30,3300
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Normalidad Prueba T para % Grasa
Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig.
1 0,949 5 0,733
2 0,913 5 0,484
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Pruebas de homogeneidad de varianzas Prueba T para % Grasa

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 5,048 1 8 0,055

Prueba T de muestras emparejadas para % Grasa

Desviacion
Media estandar t gl Sig.
1dia-25 dias 6,983 0,953 7,233 4 < 0,001
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Anexo 10. Analisis estadistico para color

COLOR L*

Pruebas de normalidad para Color L* a 1 dia

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico ol Sig.
1 0,923 3 0,463
2 0,998 3 0,921
3 0,815 3 0,151
4 0,938 3 0,520
5 0,917 3 0,442

Pruebas de homogeneidad de varianzas para Color L* a 1 dia

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
media 1,432 4 10 0,293

ANOVA para Color L*a 1 dia

Suma de Media
Color L* cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 2,344 4 0,586 1,074 0,419
Dentro de grupos 5,455 10 0,545
Total 7,799 14

Pruebas de normalidad para Color L* a 25 dias

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico ol Sig.
1 0,957 3 0,601
2 0,981 3 0,737
3 0,991 3 0,817
4 0,824 3 0,174
5 0,938 3 0,520
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Pruebas de homogeneidad de varianzas para Color L* a 25 dias

Estadistico de
Levene gl1 gl2 Sig.

Se basa en la media 0,625 4 10 0,655

ANOVA para Color L* a 25 dias

Suma Media
Color L* de cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre 2,991 4 0,748 4,109 0,032
grupos
Dentro de 1,819 10 0,182
grupos
Total 4,810 14

Comparacion Multiple Tukey para Color L* a 25 dias

0,05
Concentracion N a b
1 3 81,4633
2 3 81,5233 81,5233
3 3 81,5800 81,5800
4 3 82,0167 82,0167
5 3 82,6500

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Normalidad Prueba T para Color L*

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico ol Sig.
1 0,895 5 0,381
2 0,827 5 0,131
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Pruebas de homogeneidad de varianzas Prueba T para Color L*

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la 0,020 1 8 0,890
media
Prueba T de muestras emparejadas para % Color L*
Desviacion
Media estandar t gl Sig.
1dia-25 dias 0,297 0,297 57,249 4  <0,001

COLOR a*

Pruebas de normalidad para Color a* a 1 dia

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig.
1 0,964 3 0,637
2 0,990 3 0,806
3 0,923 3 0,463
4 0,866 3 0,284
5 0,976 3 0,702

Pruebas de homogeneidad de varianzas para Color a* a 1 dia

Estadistico
de Levene gl gl2 Sig.
Se basa en la 4.340 4 10 0,027

media

Pruebas robustas de igualdad de medias para Color_a*

Color_a* 1 Estadistico gll gl2 Sig.

Welch 0,220 4 4,346 0,915
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Pruebas de normalidad para Color a* a 25 dias

Shapiro-Wilk
Concentracién Estadistico gl Sig.
1 0,930 3 0,490
2 0,956 3 0,597
3 0,880 3 0,324
4 0,977 3 0,712
5 0,993 3 0,843

Pruebas de homogeneidad de varianzas para Color a* a 25 dias

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la 2,458 4 10 0,113
media
ANOVA para Color_a* a 25 dias
Suma de Media
Color_a* 2 cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 0,108 4 0,027 0,394 0,808
Dentro de grupos 0,685 10 0,069
Total 0,793 14
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COLOR b*

Pruebas de normalidad para Color b* a 1 dia

TESIS EPG UNA - PUNO

Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico gl Sig.
1 0,992 3 0,828
2 0,934 3 0,504
3 0,778 3 0,062
4 0,940 3 0,528
5 0,938 3 0,520

Pruebas de homogeneidad de varianzas para Color b* a 1 dia

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 0,869 4 10 0,515
ANOVA para Color_b*a 1 dia
Suma de Media
Color_b* 1 cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 0,539 4 0,135 0,240 0,909
Dentro de grupos 5,623 10 0,562
Total 6,162 14
Pruebas de normalidad para Color b* a 25 dias
Shapiro-Wilk
Concentracion Estadistico ol Sig.
1 1,000 3 0,981
2 0,895 3 0,371
3 0,900 3 0,384
4 0,861 3 0,271
5 0,958 3 0,607
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Pruebas de homogeneidad de varianzas para Color b* a 25 dias

Estadistico de
Levene gll gl2

Sig.

Se basa en la media 2,884 4 10 0,079

ANOVA para Color_b* a 25 dias

Suma de Media

Color_b* 2 cuadrados ol cuadratica F Sig.
Entre grupos 6,210 4 1,552 5,849 0,011
Dentro de grupos 2,654 10 0,265

Total 8,864 14

Normalidad Prueba T para Color b*

Shapiro-Wilk

CEEEI S Estadistico gl Sig.

1 0,974 5 0,903

2 0,937 5 0,644

Pruebas de homogeneidad de varianzas Prueba T para Color b*

Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.

Se basa en la media 3,378 1 8 0,103

Prueba T de muestras emparejadas para % Color b*

Desviacion
Media estandar t gl Sig.

1dia-25 dias 12,329 0,849 32,479 4 < 0,001
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Anexo 11. Analisis estadistico para la cuantificacion de residuos de ciprofloxacino

Datos descriptivos para cuantificacion final de CFX a 25 dias

95% de intervalo de
confianza a la media

Desviacion Error Limite  Limite
N Media  estandar estandar inferior superior Minimo  Maximo

1 3 0,0000 0,00000 0,00000 0,0000 0,0000 0,00 0,00
2 3 6,2708 1,61054 0,92984 2,2700 10,2716 4,70 7,92
3 3 45381 1,16979 0,67538 11,6322  7,4440 3,22 5,45
4 3 55615 1,40115 0,80895 12,0809  9,0422 4,70 7,18
5 3 4,7856  0,86930 0,50189 2,6261  6,9451 3,96 5,69
Total 5 42312 2,47941 0,64018 2,8581  5,6042 0,00 7,92

Pruebas de normalidad para cuantificacion final de CFX a 25 dias

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
Residuo para CFX 0,950 15 0,532

Pruebas de homogeneidad de varianzas para cuantificacion final de CFX a 25

dias
Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 2,202 4 10 0,142
ANOVA para cuantificacion final de CFX a 25 dias
Suma de Media
pH_1 cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 72,703 4 18,176 13,602 <0,001
Dentro de grupos 13,362 10 1,336
Total 86,065 14
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Comparacién Multiple Tukey para cuantificacion final de CFX a 25 dias

0,05
Concentracion N a b
1 3 0,0000
3 3 4,5381
5 3 4,7856
4 3 5,5615
2 3 6,2708

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
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Figura 1: a) Elaboracion de queso andino a nivel laboratorio (Laboratorio de
Tecnologia de Alimentos). b) Corte de cuajada para elaboracion de queso andino y ¢)

Escalado de la cuajada para queso andino a 40 °C.

Figura 2: a) Queso andino después a 25 dias de maduracion y b) Muestras de

queso andino en la camara de maduracion.
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Figura 3: a) Preparacién de muestra, antes y después de agitacion en vortex. b)

Centrifugacion y separacion de sobrenadante de muestras y c) Filtracion por jeringa de muestras

e inyeccidn a viales para cuantificacion.

@O MiNOTERORITE
OO CHUSCO-PHOTO

Figura 4: Lectura de muestras cuantificadas a 12 minutos, longitud de onda A: 280

nm y obtencion de cromatogramas.
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Anexo 13. Cromatogramas de queso andino con presencia de ciprofloxacino

para muestras control
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Anexo 14. Cromatogramas de queso andino con presencia de CFX a 40ngL!
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Anexo 15. Cromatogramas de queso andino con presencia de CFX a 400ngL™!

400

300

200

100

4127
4443

n i
SR W B N NP

A
-

T
6

(=]
[

i

mAL

250

200

150

100

e

I | \
— g

T T T T T
8 10

mi

mALl

400

300+ ‘

200+

mi

127

repositorio.unap.edu.pe

nente esta tesis

No olvide cita

adect
ddecuadd



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

Anexo 16. Cromatogramas de queso andino con presencia de CFX a 1000ngL™!
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Anexo 17. Cromatogramas de queso andino con presencia de CFX a 2000ngL!
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Anexo 18. Ficha técnica de administracion de ciprofloxacino en animales

CIPROFLOXACINA

TrRiTON® / 200

Quimisterapice de amplie espectrs,
en comprimides ranurades.

Conservar fusra del bance de los
minos y anamales domeésticos.

Lo en Medicna Veterinara
Wenta con receta veternaria

Industria Asgentira Uso en Perros y Gatos.

Férmula
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