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EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS TERMICOS
SOBRE LAACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
DE TETRACICLINAS EN LECHE

ZORRAQUINO, M. A.2; ALTHAUS, R.L.3;NAGEL, 0.G3; ROCA, M." & MOLINA, P."

RESUMEN

La presencia de residuos de antibidticos en la leche no solamente produce un potencial riesgo para
la salud del consumidor, sino que ademas, ocasiona serios problemas en los procesos fermentativos
utilizados en la industria lactea. Por este motivo, el presente trabajo evalda el efecto que producen
aquellos tratamientos térmicos utilizados en la industria lactea (40°C-10 minutos, 60°C-30 minutos,
83°C-10 minutos, 120°C-20 minutos y 140°C-10 segundos) sobre la actividad antimicrobiana de
muestras de leche fortificadas con tetraciclinas (clortetraciclina, doxiciclina, oxitetraciclina y tetraciclina).
Para la medicién de la pérdida de actividad antimicrobiana se emple6 un bioensayo basado en la
inhibicién del crecimiento de Bacillus cereus subssp. mycoides ATCC11778. Para cada antibi6tico se
ensayaron tres concentraciones. Los datos se analizaron utilizando el modelo de regresion lineal
multiple. Los resultados sefialan que la esterilizacion cldsica (120°C-20 minutos) produce pérdidas
que superan el 90% para clortetraciclina, 84% para doxiciclina, 89% para oxitetraciclinay 91% para
tetraciclina, mientras que el calentamiento a 140°C-10 s produce bajas pérdidas de actividad
antimicrobiana (29% clortetraciclina, 39% doxiciclina, 17% oxitetraciclina y 29% tetraciclina), simi-
lares a la baja pasteurizacion (60°C-30 minutos) (31% clortetraciclina, 18% doxiciclina, 23%
oxitetraciclina y 21% tetraciclina). Los tratamientos térmicos de laboratorio (40°C-10 minutos y
83°C-10 minutos) ocasionan pérdidas de actividad antimicrobiana atin menores.
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SUMMARY

Heat treatment effects on the antimicrobial activity of tetracycline in milk.
The presence of antibiotic residues in milk is not only a potential consumer risk, but may also
cause serious problems in the fermentation processes used in the dairy industry. The aim of the study
was, therefore, to analyze the effect of different heat treatments (40°C-10 min, 60°C-30 min, 83°C-10
min, 120°C-20 min and 140°C-10 s) on the antimicrobial activity of milk samples fortified with
tetracycline (chlortetracycline, doxycycline, oxytetracycline and tetracycline). To measure the loss
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of antimicrobial activity a bioassay based on inhibition of growth of de Bacillus cereus subssp.
mycoides ATCC11778 was used. For each antibiotic three concentrations were tested. The data were
analyzed using a multiple linear regression model. The results showed that classic sterilization
(120°C-20 min) produced losses that exceeded 90% for chlortetracycline, 84% doxycycline, 89 %
oxytetracycline and 91% tetracycline, while the heat treatment 140°C-10 s produced little loss in
antimicrobial activity (29 % chlortetracycline, 39% doxycycline, 17% oxytetracycline and 29%
tetracycline), similar to low temperature pasteurization (60°C-30 min) (31% chlortetracycline, 18%
doxycycline, 23% oxytetracycline and 21% tetracycline). Laboratory heat treatments (40 ° C-10 min

and 83 ° C-10 min) caused little loss of antimicrobial activity.
Key words: antibiotics, tetracycline, thermostability, heat inactivation, milk.

INTRODUCCION

Las tetraciclinas (TCs) constituyen un
grupo de antibiéticos naturales (clortetraci-
clina, oxitetraciclina, tetraciclina) y semisin-
téticos (metaciclina, doxiciclina, minociclina,
limeciclina, rolitetraciclina y glicilciclina-
tigeciclina) derivados de diferentes especies
de Streptomyces spp. que se caracterizan por
inhibir la biosintesis proteica.

En su forma de accidn, las TCs acceden al
interior celular por un doble mecanismo de
difusién pasiva y transporte activo. Luego,
se unen a la subunidad 30S del ribosoma
bacteriano bloqueando la fijacién del
aminoacil-tRNA al sitio aceptor del complejo
formado por el mRNA y la subunidad 50S del
ribosoma. De esta forma, actian como
bacteriostaticos, al impedir la elongacién de
la cadena peptidica en crecimiento (Klein &
Cunha, 1995; Joshi & Miller, 1997; Smilack,
1999; Pérez-Trallero & Iglesias, 2003).

Estas moléculas presentan un amplio es-
pectro antibacteriano y buena actividad
antibacteriana contra microorganismos Gram-
positivos y Gram-negativos, incluyendo los
géneros Spirochaeta, Actinomyces,
Rickettsia y Mycoplasma (Epstein y col.,
1997; Cué & Morejon, 1999).
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En medicina veterinaria, se emplean en el
tratamiento de infecciones sistémicas como
enteritis bacterianas, metritis, neumonias,
entre otras, e infecciones locales como quera-
toconjuntivitis infecciosa en ganado bovi-
no, clamidiasis y actinobacilosis, entre otras
enfermedades (Zorraquino, 2005).

Sin embargo, el uso sistémico de estos
farmacos puede dar lugar a la presencia de
residuos de medicamentos en leche y/o car-
ne. Estos residuos de antibidticos, en gene-
ral, no poseen efectos téxicos verdaderamen-
te intrinsecos, pero pueden desencadenar
sintomas alérgicos en personas con hiper-
sensibilidad, shock anafilactico (McManus
1997; Demoly & Romano 2005) y problemas
en la elaboracién de productos fermentados
(Perreten & Teuber 1995; Packhamet al., 2001;
Berrugaetal., 2007).

A fin de prevenir los inconvenientes aso-
ciados a la presencia de antibidticos, la Unién
Europea (CEC, 1991) y el Codex Alimentarius
(Codex Aimentarius, 2001) establecieron los
Limites Maximos de Residuos (LMRs) de
clortetraciclina, tetraciclina y oxitetraciclina
en un valor de 100 g/kg para los alimentos
de origen animal, tales como carne, leche y
huevo. Sin embargo, existe limitada informa-
cién acerca de los efectos que producen los
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residuos de TCs en leche sobre los proce-
sos tecnolégicos.

Ademads, la informacién disponible acer-
ca de la inactivacion que experimentan las
TCs frente a los diferentes tratamientos tér-
micos en las industrias lacteas es muy esca-
sa y evalda algunos tratamientos térmicos,
como la pasteurizacioén a bajas temperatu-
ras, sobre la actividad antimicrobiana de los
residuos de clortetraciclina y tetraciclina
(Shahani, 1957, 1958, Jacques y Auxepaules,
1978). Por ello, la Comisién del Codex
Alimentarius (Codex Alimentarius, 2001) se-
fiala la necesidad de llevar a cabo estudios
mas detallados acerca de las consecuencias
que producen los tratamientos industriales
sobre los antibidticos presentes en los ali-
mentos, tales como la pasteurizacién y la
esterilizacion.

Debido a la escasa informacién disponi-
ble, el objetivo de este trabajo fue analizar el
efecto que producen los diferentes tratamien-
tos térmicos utilizados en laboratorios de
control de calidad de leche (40°C-10 minutos
y 83°C-10 minutos) y en las industrias lac-
teas (60°C-30 minutos, 120°C-20 minutos y
140°C-10 segundos) sobre la actividad
antimicrobiana de las TCs en leche.

MATERIALES Y METODOS

Diserio experimental. Las muestras de le-
che libre de antibiéticos se fortificaron con
tres concentraciones (C1, C2y C3) de cada
una de las cuatro TCs detalladas en el Cua-
dro 1.

Los tratamientos térmicos ensayados fue-
ron los que habitualmente se emplean en los
laboratorios lactolégicos para la homogeni-
zacidn de las muestras de leche para su pos-
terior andlisis de composicién (40 °C-10 mi-
nutos) y para la posible inactivacion de los
inhibidores naturales en el andlisis de resi-
duos (83 °C-10 minutos). También se estu-
diaron calentamientos similares a los utiliza-
dos en la industria ldctea para la elaboracion
de leches de consumo, tales como la
pasteurizacion a bajas temperaturas (60 °C-
30 minutos), la esterilizacién (120 °C-20 mi-
nutos) y la esterilizacion a ultra alta tempera-
tura (140 °C-10 segundos).

Para cada TC se emplearon quince placas
de agar conteniendo los nutrientes y espo-
ras de Bacillus cereus, utilizando tres placas
para cada uno de los cinco tratamientos tér-
micos antes mencionados.

En cada placa se ensayaron 36 perfora-

Cuadro 1. Concentraciones ( g/l) de las tetraciclinas utilizadas en el estudio de

inactivacion térmica

Tetraciclina C+ Co Cs Referencia

Clortetraciclina 40 80 160 Sigma C-4881
Doxiciclina 15 30 60 Sigma D-9891
Oxitetraciclina 100 200 400 Sigma O-5750
Tetraciclina 100 200 400 Sigma T-3258

Cl, C2, C3: concentraciones.
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ciones segtin un disefio 6 x 6. Cada perfora-
cién se llend con un volumen de muestra de
leche fortificada que se distribuyeron en for-
ma aleatoria segin un disefio cuadrado lati-
no que se representa en la Figura 1. En este
disefio, seis replicas de cada una de las tres
concentraciones de las muestras sin trata-
miento térmico (S1, S2y S3)y las tres con-
centraciones de las muestras tratadas
térmicamente (T1, T2 y T3) se distribuyeron
de modo tal de ubicar cada una de ella en
una Unica fila y una dnica columna, sin que
se repita su ubicacion.

Muestras de leche fortificadas y disolu-
ciones patrones de tetraciclinas: Se trabajo
con patrones de clortetraciclina, doxiciclina,
oxitetraciclina y tetraciclinas suministrados
por Sigma (St. Louis, MO). Se prepararon
disoluciones estdndares conteniendo 1 mg/
ml mediante la disolucién de los compues-
tos en metanol. Las disoluciones se prepara-
ron antes de su uso y cada vez que se ensa-
y6 un tratamiento térmico, a fin de evitar la
pérdida de la actividad antimicrobiana por

efecto del tiempo de elaboracién o por la ac-
cién de la luz.

A continuacion, las disoluciones de TCs
en leche se prepararon mediante la fortifica-
cioén de leche comercial calidad UHT con las
disoluciones estandares. Se utiliz6 leche que
presentd resultados negativos al método
Delvotest® SP (DSM, The Netherlands) y a
la placa especifica para TCs que emplea
Bacillus cereus (Nouws et al., 1999).

Tratamientos térmicos: Cada muestra de
leche fortificada con los niveles de TCs del
Cuadro 1 se dividio en seis alicuotas con el
propdsito de evaluar los diferentes tratamien-
tos: ST: sin tratamiento térmico, T1: 40°C-10
minutos, T2: 80°C-10 minutos, T3: 60°C-30
minutos, T4: 120°C-20 minutos y T5: 140°C-
10 segundos. Los calentamientos a 40°C-10
minutos, 80°C-10 minutos y 60°C-30 minutos
se llevaron a cabo en un calentador termos-
tatico de bafio de agua con regulador de tem-
peratura de + 0.1°C, mientras que el trata-
miento a 120°C-20 minutos se realizo
colocando las muestras de leche en un auto-
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Fig. 1. Distribucion de la muestras de leche segiin el diserio cuadrado latino utilizado

para el bioensayo cuadrado. S: Sin tratamiento térmico, T: Tratada térmicamente. 1, 2

y 3: concentraciones de tetraciclinas en leche.
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clave con sensibilidad de 1°C. Por tltimo, el
tratamiento a 140°C-10 segundos se desa-
rroll6é segin la técnica descripta por
Pagliarini et al. (1990). Para ello, las mues-
tras de leche conteniendo las tetraciclinas
se colocaron en tubos capilares de acero
inoxidable de 1.6 mm de diametro interno,
0.5 mm de espesor de la pared y 1 m de lon-
gitud plegado en forma de espiral. El volu-
men de muestra de leche fue de 3 ml. Una
vez lleno, se colocd a calendar en un bafio
compacto de aceite de siliconas a 140+1°C
durante 10 segundos. Inmediatamente des-
pués del calentamiento, los tubos se transfi-
rieron en un bafio de agua con hielo a 0°C
para detener el calentamiento.

Preparacion de las placas: Para la de-
teccion de residuos de TCs en leche se em-
pled la placa especifica propuesta por Nouws
etal. (1999). Se utilizé medio de cultivo STD
II (Standar II Néhragar) suplementado con
KH2PO4 e inoculado con una suspension
de esporas de B. cereus var. mycoides
ATCC11778, de modo tal de obtener una con-
centracion final de 105 esporas /ml en agar
deapH6.0+0.1.

Se utilizaron placas cuadradas de 243 mm
X 243 mm x 18 mm (NUNC Ai, Roskilde,
Denmark). En cada placa se deposit6 115 ml
de medio de cultivo de modo tal de obtener
un espesor de 2.2 mm. Se dejé enfriar en am-
biente estéril de flujo laminar en una superfi-
cie totalmente horizontal perfectamente ni-
velada para garantizar el mismo espesor de
agar.

Una vez que el medio estaba solidificado,
se practicaron 36 perforaciones de 14 mm de
didmetro en el agar. Los orificios se distribu-
yeron segin un cuadrado de 6 filas por 6
columnas (Fig. 1). En cada orificio se colocd
250 pl de las muestras de leche fortificadas
con TCs segun el disefio cuadrado latino
descripto en el disefio experimental. Las pla-

cas cuadradas se colocaron a temperatura
ambiente durante 30 minutos y luego se in-
cubaron a 30 + 1°C por un tiempode 16al8h.
Trascurrido este tiempo, los didmetros de
los halos inhibitorios (incluido el didmetro
de la perforacién de 14 mm) se midieron con
un calibre digital electrénico (rango 0-150
mm, sensibilidad + 0.02, Selecta, Espaiia).

Anadlisis estadistico de los resultados:
Con el propésito de evitar las posibles dife-
rencias entre las distintas placas utilizadas
para cada tratamiento y antibidtico, se apli-
caron las recomendaciones de correccidn de
los didmetros de las zonas de inhibicién pro-
puestas por AOAC International (2000). Para
evaluar el efecto de los tratamientos térmi-
cos sobre los didmetros de los halos inhibito-
rios se empled un modelo de regresion lineal
multiple aditivo. Dicho modelo contempla un
efecto constante de cada tratamiento térmi-
co sobre la actividad antimicrobiana, que es
independiente de la concentracién de
tetraciclina presente en la muestra de leche.
De este modo, el efecto de cada tratamiento
térmico se visualizard por un desplazamiento
en la ordenada al origen con respecto a la
recta construida a partir de las muestras de
leche no tratadas. El modelo utilizado fue el
siguiente:

yij=Bo + By log C;+ X BT; .T;+ g

Donde: yij: didmetro de la zona de inhibi-
cion (en milimetros); log Ci: logaritmo deci-
mal de la concentracidn de tetraciclina (en g/
1); O:intercepto; 1: pendiente de larecta; Tj:
correccion del intercepto de las rectas debi-
do a los efectos de los diferentes tratamien-
tos térmicos "i"; Tj: efecto del tratamiento
térmico "i" en términos de variable dummy
(notratada: T1=0,T2=0,T3=0,T4=0,T5
=0;40°C-10 minutos: T1=1,T2=0,T3 =0,
T4 =0,T5=0;83°C-10 minutos: T1=0,T2 =
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1,T3=0,T4=0,T5=0; 60°C-30 minutos: T1
=0,T2=0,T3=1,T4=0,T5=0; 120°C-20
minutos: T1=0,T2=0,T3=0,T4=1,T5=0
y 140°C-10s:T1=0,T2=0,T3=0,T4=0,T5
= 1)y ij: error residual del modelo lineal.
Los resultados se obtuvieron mediante la
aplicacién de la opcidn stepwise del proce-
dimiento REG contenido en el paquete esta-
distico SAS® (SAS, 2001). Esta opcién per-
mite incorporar al modelo en forma secuencial
Unicamente aquellas variables significativas
(p < 0.05), de modo tal de ingresar aquellos
tratamientos que presentaron efecto signifi-
cativo y dejar fuera del modelo aquellos tra-
tamientos que no lo fueron. Por dltimo, para
cada TCs, se calcularon los porcentajes de
inactivacion térmica (%IT) relativos debido
al efecto de cada uno de los tratamientos
térmicos, segun la siguiente expresion:

% 1T =[1 =10 (BT;/By)] x 100

Donde: 0: Intercepto; Tj: correccion del
intercepto de la recta debido al efecto del
tratamiento "i" calculado mediante los térmi-
nos dummy de la Ecuacién (I). Los porcenta-
jes de inactivacién térmica calculados me-
diante esta ecuacién son independientes de
la concentracién de tetraciclina presente en
la muestra de leche.

Para las TCs que no presentaron zonas
de inhibicién cuando se sometieron al trata-
miento térmico de 120°-20 segundos, se esti-
mo el porcentaje minimo inhibitorio como el
porcentaje relativo entre la concentracion
méxima ensayada y la minima concentracién
estimada por el modelo de regresién que no
produce zona de inhibicién (14 mm), utilizan-
do la siguiente expresion:

% 1T =[(Cméx - C 14mm))/Cméx] x 100

Donde los nuevos términos son: Cmax:
concentraciéon maxima ensayada para cada
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antibidtico, C(14mm)): concentracién minima
estimada por el modelo de regresion lineal
que no produce zona de inhibicién (14 mm).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el anélisis estadistico de los datos no
se considerd el calentamiento a 120°C-10 mi-
nuto porque produjo grandes pérdidas de la
actividad antimicrobiana de las cuatro
tetraciclinas ensayadas y no fue posible ob-
tener halos inhibitorios. Por ello, los resulta-
dos obtenidos mediante la opcién stepwise
del Modelo de Regresiéon Lineal Multiple
(Cuadro 2) para el resto de los tratamientos
térmicos estudiados sefialan efectos signifi-
cativos (p<0,05) para los calentamientos de
83°C-10 min, 60°C-30 min y 140°C-10 seg en
las cuatro tetraciclinas. Ademas, el tratamien-
to a 40°C-10 min afect6 a la actividad de
doxiciclina y tetraciclina. Los ajustes logra-
dos mediante la aplicacién del modelo de re-
gresion lineal multiple fueron buenos, con
coeficientes de correlacién comprendidos
entre 0,9773 (oxitetraciclina) y 0,9863
(doxiciclina).

En la Figura 2 se muestran los efectos que
producen los tratamientos térmicos de labo-
ratorio y las industrias lacteas sobre los dia-
metros de los halos inhibitorios. Los trata-
mientos de laboratorio producen bajas
pérdidas de actividad antimicrobiana, con
disminuciones de los didmetros de las zonas
de inhibicién que van desde 0,32 mm para la
tetraciclina (40°C-10 minutos) hasta 1,15 mm
parala clortetraciclina (8§3°C-10 minutos).

Con respecto a los tratamientos industria-
les, a excepcién del calentamiento a 120°C-
20 min, las mayores pérdidas de actividad se
obtienen en muestras de leche sometidas a
140°C-10 segundos, con disminuciones en
los didmetros de los halos inhibitorios com-
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prendidas entre 1,57 mm (clortetraciclina) y
2,51 mm (doxiciclina) y aquellas muestras de
leche calentadas a 60°C-30 min, ya que cau-
san disminuciones importantes en los did-
metros de inhibicién que se hallan dentro
del rango 1,05 mm (doxiciclina) y 1,72 mm
(clortetraciclina). Con respecto al tratamien-

to UHT (140°C-10s), doxiciclina mostré pér-
didas m4s importantes (2,51 mm) que el resto
de las TCs.

En el Cuadro 3 se muestran las pérdidas
de las actividades antimicrobianas calcula-
das para las cuatro TCs. El calentamiento a
40°C-10 min no produce practicamente

Cuadro 2. Efecto de los tratamientos térmicos y las concentraciones de tetraciclinas en leche sobre

los didmetros de los halos de inhibicion de B. cereus

a : D: Didmetro de la zona de inhibicion (mm) T1: 40°C durante 10 minutos; T2: 83°C durante 10
minutos, T3: 60°C durante 30 minutos, TS5, 140°C durante 10 segundos.; b: R: Coeficiente de regre-
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Figura 2. Efectos de los tratamientos térmicos de laboratorios e industrias sobre los didmetros de

los halos inhibitorios de tetraciclinas en leche.
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inactivaciones sobre estas moléculas, por
tratarse de una calefaccién suave para lo-
grar la homogeneizacion de las muestras de
leche antes de realizar los andlisis fisico-qui-
micos en los laboratorios. También, la
pasteurizacién a 83°C-10 minutos causa le-
ves pérdidas de TCs, comprendidas entre el
8% (oxitetraciclina) y 22% (clortetraciclina).

Por el contrario, el calentamiento a 120°C-
20 min presenta mayor pérdida de la activi-
dad antimicrobiana que el resto de los trata-
mientos térmicos ensayados, si bien no se
pudieron medir los didmetros de los halos
inhibitorios, se estimaron las pérdidas que
superaron el 84% en todos los casos. Los
otros dos tratamientos industriales produje-
ron una pérdida menor (18-39%) en la activi-
dad antimicrobiana de las TCs.

En las revisiones realizadas por Moats
(1988, 1999) se citan los trabajos de Shahani
y col. (1954) y Shahani (1957, 1958) donde
evaldan el efecto del tratamiento a 62°C-30
min sobre la actividad antimicrobiana de
clortetraciclina y tetraciclina en leche. Estos
trabajos sefialan pérdidas en la actividad de
clortetraciclina (16,6%) y tetraciclina (23,6%)
similares a las determinadas en este trabajo

(Cuadro 3). Por el contrario, Jacquet y
Auxepaules (1978) luego de someter mues-
tras de leche fortificadas con clortetraciclina
y tetraciclina a una pasteurizacion baja (63°C-
30 min) obtienen menores porcentajes de
inactivacion (2,5% y 6,1%, respectivamente)
que los sefialados en el Cuadro 3.

Para la esterilizacion cldsica, Shahani
(1957, 1958) sefiala una inactivacién total
(100%) para tetraciclina y clortetraciclina
cuando se someten a un calentamiento de
121°C durante 15 minutos, semejantes a las
elevadas pérdidas que se estiman en el Cua-
dro 3 para el calentamiento de 120°C durante
10 minutos.

También, Pilet et al. (1969) al calentar mues-
tras de leche a 100°C-30 min observan por-
centajes de inactivaciones comprendidos
entre el 75 y 100% para residuos de
oxitetraciclina y tetraciclina. Se debe desta-
car que en la bibliografia consultada no se
encontraron datos de pérdida de actividad
antimicrobiana para doxiciclina y
oxitetraciclina en leche.

Para otros agentes antimicrobianos, tam-
bién se sefalan elevadas pérdidas de activi-
dad antimicrobiana durante la esterilizacién

Cuadro 3. Porcentaje de inactivacion (%) de tetraciclinas en la leche segiin los diferentes trata-

mientos térmicos

Tratamientos de laboratorio

Tratamientos industriales

Tetraciclina

40°C-10 min 83°C-10 min 60°C-30 min 120°C-20 min 140°C-10s
Clortetracilina NS 22 31 >90 29
Doxiciclina 9 14 18 >84 39
Oxitetraciclina NS 8 23 >89 27
Tetraciclinas 6 12 21 >91 29

NS: efecto no significativo en comparacion con las muestras sin tratamiento térmico; *: minimo

porcentaje de inactivacion calculado a partir de la concentracion estimada que no produce zona de

inhibicion (14 mm).
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a 120°C-20 minutos y menores pérdidas para
la pasteurizacién a 60°C-30 minutos y la
pasteurizacion a ultra alta temperatura de
antibidticos betalactdmicos (Zorraquino et
al., 2009a), aminoglucdésidos (Zorraquino et
al., 2009b) y macrolidos (Zorraquino et al.,
2010). Por el contrario, las quinolonas son
moléculas termoestables que manifiestan
baja pérdida de actividad antimicrobiana
cuando se las calientan a 120°C-20 minutos
(Zorraquino et al., 2008).

CONCLUSIONES

A modo de sintesis, se puede establecer
que los tratamientos térmicos empleados en
los laboratorios lactolégicos causan bajas
pérdidas de la actividad antimicrobiana de
las tetraciclinas. Los tratamientos térmicos
industriales producen pérdidas moderadas
(inferiores al 31%) de la actividad antimicro-
biana de doxiciclina, clortetraciclina,
oxitetraciclina y tetraciclina en leche cuando
se someten a 60°C-30 min (pasteurizacién
baja) y 140°C-10 s (UHT), mientras que la
esterilizacion clésica (120°C-20 minutos) oca-
sionan una elevada pérdida de la actividad
antimicrobiana de las cuatro tetraciclinas
ensayadas, superando al 84%. Al respecto,
resulta interesante llevar a cabo estudios ten-
dientes a evaluar la posible toxicidad de los
metabolitos producidos mediante este calen-
tamiento a fin de garantizar una inocuidad
para el consumidor.
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