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RESUMEN

La legislación venezolana sobre leche cruda no acepta la adi-
ción de compuestos diferentes a su naturaleza, sin embargo, al-
gunos estudios demuestran la presencia de inhibidores micro-
bianos en leches crudas y procesadas del país. Entre los posi-
bles inhibidores se encuentra la Penicilina G, que puede hallar-
se en la leche posterior al uso terapéutico en vacas con masti-
tis. La presencia de este antibiótico en leche, puede causar
reacciones alérgicas en personas susceptibles. Por otra parte,
contribuye a la resistencia en microorganismos patógenos. En
esta investigación se determinó la presencia de Penicilina G en
leche pasteurizada elaborada en el estado Zulia. Se analizaron
104 muestras, de 8 marcas comerciales. La determinación del
antibiótico se hizo por Cromatografía Líquida de Alta Resolución
(HPLC), utilizando la técnica de extracción con fosfato diácido
de amonio y metanol, propuesta por Faría y col en el año 2000.
La fase móvil consistió en buffer fosfato - metanol (65:35 v/v). El
cromatógrafo líquido estaba equipado con una bomba (sistema
isocrático), una columna C18, un detector UV Visible, a una lon-
gitud de onda de 230 nm y un integrador Class-Vp. Los resulta-
dos indicaron que 1 muestra (0,96%), presentó Penicilina G, en
una concentración de 0,95 ppm. Esta baja incidencia pudo de-
berse al descarte del ordeño del animal bajo tratamiento, o a
que se estén utilizando antibióticos diferentes a Penicilina G en
el tratamiento de la mastitis. Estos resultados son favorables
para la población sensible a la penicilina, consumidora del pro-
ducto, y para la industria encargada de la producción de alimen-
tos derivados de la leche.
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ABSTRACT

Venezuelan legislation on raw milk prohibits addition of non-
natural milk compounds. However, several studies show the
presence of antibiotics on raw and processed milk in this coun-
try. Among possible inhibitors Penicillin G can be present in
milk after treatment for bovine mastitis. The presence of this
antibiotic could cause allergic reactions in people. Penicillin
can also increase resistance in pathogenic microorganisms.
The objective of this research was to detect the presence of
Penicillin G in pasteurized milk produced in Zulia State. A total
of 104 samples from 8 commercial milk brands were analyzed
by High Performance Liquid Chromatography (HPLC), using
the method proposed by Faria et al (2000). In order to detect
Penicillin G, ammonium diacid phosphate and methanol were
added to milk. The mobile phase consisted of phosphate
buffer: and methanol (65:35 v/v) as an effluent. The equipment
consisted of a pump (isocratic condition), a C18 reverse-phase
column, an UV-VIS detector at 230 nm and a Class-VP inte-
grator. Results showed that only 1 sample (0.96%) contained
Penicillin G, at a concentration of 0.95 ppm. This low incidence
could be attributed to the withdrawal of treated cows or to the
use of antibiotics different of Penicillin G. The results are favor-
able to milk consumers and for the dairy industry.
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INTRODUCCIÓN

La Penicilina G es un antibiótico utilizado para el trata-
miento de infecciones del tracto respiratorio, gastrointestinal y
urinario del ganado bovino, además de ser frecuentemente uti-
lizado en el control de la mastitis [1, 3, 8, 9, 27], enfermedad
que ocasiona pérdidas económicas en muchos países. En la
Cuenca del Lago de Maracaibo, estado Zulia-Venezuela, se
han estimado pérdidas anuales causadas por la mastitis bovi-
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na en el orden de 54 millones de litros de leche, mientras que
en la zona Sur del Lago de Maracaibo, ha conllevado a una
disminución del 17,91% de la producción de leche, lo que re-
presenta un total de 24.656.735 litros por año [4].

La Penicilina G no es un constituyente normal de la le-
che, su presencia en este alimento es indicativo de contamina-
ción, producida por el ordeño del animal que ha sido tratado
con antibióticos, sin el respeto del tiempo de retiro de la leche,
y representa un riesgo para la Salud Pública, debido al desa-
rrollo de reacciones alérgicas en personas sensibles, estimán-
dose que aproximadamente un 5% de la población mundial es
sensible a la Penicilina [3, 28, 41].

Es probable que por el consumo de leche contaminada
con Penicilina G se produzca la ingestión de bacterias resisten-
tes a los antibióticos, incrementándose la resistencia bacteriana
[9, 39]. Trabajos realizados en el área de resistencia a los anti-
microbianos [5, 13, 30, 31], han reportado un aumento en los
patrones de resistencia en microorganismos aislados de leche
de vacas con mastitis, positiva a la presencia de antibióticos.

Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae se
encuentran entre los principales microorganismos causantes
de mastitis bovina, aislados de fincas lecheras de los estados
Aragua y Carabobo - Venezuela [37]. A pesar que en 1976 se
reportó una elevada sensibilidad in vitro a la Penicilina (89 ce-
pas de un total de 100) de estafilococos hemolíticos aislados
de leche procedentes de vacas con mastitis en el estado Zulia
[16], recientemente se ha encontrado una resistencia a la Pe-
nicilina del 100% en cepas de estafilococos aislados de leche
cruda contaminada con antibióticos [19]. Estudios en cepas de
Pseudomonas sp. y Acinetobacter sp. [21], así como también
Enterobacterias [22], Bacillus sp. [18], y Enterococcus sp. [23],
aisladas de leche cruda contaminada con antibióticos, prove-
niente del estado Zulia, han mostrado resistencia a varios de
los antimicrobianos utilizados comúnmente para el tratamiento
de la mastitis, entre estos Penicilina.

Adicionalmente, la presencia de antibióticos en leche,
causa inhibición de las bacterias iniciadoras utilizadas en la
elaboración de productos lácteos como el yogurt, el queso y la
mantequilla [3, 9, 10]. En Venezuela, Cabrera y col. [12], estu-
diaron el efecto de diferentes concentraciones de Penicilina
sobre la producción de ácido láctico por cepas usadas como
cultivos iniciadores del queso tipo palmita venezolano, y en-
contraron que 18,2% de los cultivos de E. faecalis resultaron
resistentes al antibiótico en concentraciones de 20 Unidades
Internacionales/mL (UI/mL), mientras que la totalidad de los
cultivos resultaron inhibidos a concentraciones de 40 UI/mL.

La legislación venezolana sobre leche cruda no acepta
la adición de compuestos diferentes a su naturaleza, siendo la
refrigeración el único medio de conservación permitido para su
preservación [14]. Sin embargo, algunos estudios demuestran
la presencia de inhibidores microbianos en leches crudas y
procesadas del país. En tal sentido, la incidencia de antimicro-
bianos en leche cruda ha incrementado de 20,4% en 1994 [35]

a 22,5% en 1996 [20]. En el año 1977 se reportó un porcentaje
de inhibidores microbianos en leche pasteurizada de 31%,
mientras que en 1990 fue 67% [11]. Santiago en 1986 [36] de-
tectó la presencia de antibióticos en el 68% de las muestras de
leche pasteurizada, así mismo también se ha reportado la pre-
sencia de antibióticos en leche en polvo [40].

A pesar de que en Venezuela se han realizado estudios
con la finalidad de detectar la presencia de antibióticos en ali-
mentos por métodos cualitativos, se tiene muy poca informa-
ción acerca de la concentración de estos compuestos. Consi-
derando ésto como un problema de Salud Pública se realizó
ésta investigación, que tuvo como objetivo determinar por Cro-
matografía Líquida de Alta Resolución (HPLC), la presencia y
concentración de Penicilina G en varias marcas comerciales
de leche pasteurizada que se expenden en la ciudad de Mara-
caibo, y conocer si las concentraciones halladas se encuen-
tran dentro de los límites permitidos internacionalmente por la
Organización Mundial de la Salud.

MATERIALES Y MÉTODOS

Recolección y preparación de la muestra de leche
pasteurizada

Se recolectaron 104 muestras de leche pasteurizada, de
8 marcas comerciales, (13 por marca comercial), adquiridas en
establecimientos (panaderías y supermercados), ubicados en el
Municipio Maracaibo del estado Zulia. Para cada marca comer-
cial las muestras de leche pasteurizada tenían diferentes fechas
de elaboración y números de lote. Posterior a la obtención de
las muestras, estas fueron transportadas en sus envases origi-
nales, bajo refrigeración, al Laboratorio para su análisis.

La extracción y cuantificación de Penicilina G en leche
por HPLC se realizó según la metodología desarrollada por
Faría y col. [17], que utiliza como solución extractora fosfato
diácido de amonio (NH4H2PO4) 0,01 M y metanol (15:10 v/v).

Especificaciones del cromatógrafo

La determinación cualitativa y cuantitativa del antibiótico
se realizó con un Cromatógrafo Líquido (Shimadzu Corpora-
tion), de la serie 6, integrado por un sistema controlador de in-
yección automática SCL-6B, con un loop de inyección de 100
µL, una bomba LC6A, un detector ultravioleta UV-VIS modelo
SPD6AV, que se colocó a una longitud de onda de 230 nm, y
un computador Class VP. La columna utilizada fue de Fase
Reversa C18 Ultrasphere ODS marca Beckman (125 mm x 4
mm Ø x 5 µm).

Fase móvil

Se utilizó el sistema isocrático propuesto por Faría y col.
[17], con una fase móvil constituida por buffer fosfato 0,01 M,
pH 7 - metanol, en una proporción de 65:35. El flujo de la fase
móvil fue de 1,2 mL/min.
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Cálculo de la concentración de Penicilina

Para la identificación y cuantificación del antibiótico se
preparó un estándar de Penicilina G (Sigma) de 50 ppm en
una solución de metanol: (NH4H2PO4) (10:15 v/v). El cálculo
de concentración de Penicilina G en las muestras de leche
pasteurizada, se realizó utilizando el método del estándar ex-
terno [34], el cual compara el área del pico en la muestra, con
el área correspondiente al estándar de referencia.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En la presente investigación, de un total de 104 mues-
tras de leche pasteurizada analizadas, el 0,96% (1) de las
muestras resultó positivo a la detección de Penicilina G. La
concentración de Penicilina encontrada en la muestra que re-
sultó positiva fue de 0,95 ppm, la cual supera el límite de anti-
bióticos en leche establecido por la Organización Mundial de la
Salud, que corresponde a 0,2 ppm [25].

Investigadores de la Región Zuliana [11, 20, 36, 40], han
reportado cifras elevadas de inhibidores microbianos en leche
cruda, pasteurizada y en polvo, resultados no comparables
con los obtenidos en la presente investigación, debido a la es-
pecificidad del método empleado. Adicionalmente, a pesar que
la Penicilina G constituye uno de los antibióticos de elección
en el tratamiento de la mastitis bovina [3, 26], es posible que
se esté utilizando otros antibióticos tales como Cefalosporinas,
Tetraciclinas, Aminoglicósidos y Sulfonamidas, situación esta
que ha sido reportada en otros países [29]. Por otro lado, la
implementación de medidas profilácticas como el descarte de
la leche de vacas en tratamiento con antibióticos y el control
de la dosis administrada al animal [3, 24], por parte del produc-
tor ganadero, también pudiesen explicar estos resultados.

Los hallazgos del presente estudio, difieren de los realiza-
dos en Costa Rica, Trinidad y México [6, 2, 15], quienes en le-
che pasteurizada reportaron una incidencia de Penicilina G de
88%, 90,3% y 25%, respectivamente. Cruz y col [15] reportaron
una concentración promedio del Penicilina G de 0,11 UI/mL. A
diferencia de trabajos desarrollados en otros países como Ar-
gentina, Brasil y Alemania [33, 32, 38], donde se reportaron en
leche pasteurizada porcentajes de 1,5, 0,70 y 0,17, respectiva-
mente. Así mismo, un reciente trabajo realizado en Costa Rica
en el año 1999 reporta 0% de antibióticos en leche [7].

En Estados Unidos de Norteamérica, desde el año 1992
es obligatorio el estudio de residuos de antibióticos en leche,
por lo que se ha implementado un Protocolo para la Prevención
de Residuos en Leche, el cual está constituido por una lista de
10 aspectos que promueven el concepto de Análisis de Peligro
de Puntos Críticos de Control (HACCP). El HACCP, entre otros
aspectos contempla el uso de pruebas de detección de antibióti-
cos y la correcta administración de medicamentos, cumpliendo
con los tiempos de descarte de la leche [1]. Las campañas de
concientización al productor y la aplicación de severas multas,

conllevó en este país a una reducción significativa en la inciden-
cia de antibióticos en leche, de 5,2% a 0,54%, entre el período
de 1950-1960, respectivamente [1, 3].

CONCLUSIONES

La incidencia de Penicilina G en el total de muestras
analizadas fue baja con relación a la reportada por otros auto-
res, en el estado Zulia y a nivel internacional. Quizás el tiempo
de descarte del ordeño proveniente del animal que está reci-
biendo tratamiento, o la utilización de antibióticos diferentes de
Penicilina G en el tratamiento de la mastitis, puedan estar in-
fluyendo en los resultados.

El alto porcentaje de muestras de leche exentas de Pe-
nicilina G es un hallazgo favorable para el consumidor zuliano
así como para la industria encargada de la producción de ali-
mentos derivados de la leche.

Se recomienda que se realicen trabajos de investigacio-
nes similares, considerando la aplicación de métodos cromato-
gráficos específicos para otros antibióticos usados en el trata-
miento terapéutico de la mastitis bovina, entre los cuales se
encuentran: Clortetraciclina, Cefalosporina, Tetraciclinas, Ami-
noglicósidos y Sulfamidas.
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