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RESUMEN

Se desarrollé una metodologia para la extraccion y cuantifica-
¢ién de Penicilina G en leche cruda por HPLC, en condiciones
isocraticas. La extraccidon de Penicilina G de la leche cruda se
realizd centrifugando la muestra con fosfato diacido de amonio
(NH4aH2PQ4) 0,01 M y metanol; el sobrenadante se inyecté en
una columna de Fase Reversa C18 (LiChrospher®) a tempera-
tura ambiente, utilizando la mezcla buffer fosfato 0,01 M, pH 7
- metanol (65:35 v/v) como fase mdévil. Se utilizd un detector
UV-VIS a 230 nm. La metodologia se evalud determinando
percentaje de recuperacion, precision, sensibilidad, especifici-
dad y deteccién de compuestos interferentes. Los resultados
indican que la Penicilina se puede determinar cualitativa y
cuantitativamente por cromatografia liquida de alta resolucion.
Se obtuvo una recuperacion de 87,06%, un coeficiente de va-
riacion de 4,99% y una sensibilidad de 0,1 pg/mL. No se de-
tectd la presencia de picos interferentes. Se considera impor-
tante la aplicacion en nuestro pais de la metodologia propues-
ta, para la implantaciéon de un programa de monitoreo de resi-
duos de antibiéticos en leche, extensible a otros alimentos.

Palabras clave: Penicilina G, leche cruda, analisis cromato-
grafico, HPLC.
ABSTRACT

A method for the extraction and quantification of Penicillin G on
raw milk using HPLC in isocratic conditions was developed.
For the extraction and quantification of Penicillin G, ammonium
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diacid phosphate (NH4Hz2PO4) and methanol were added to
raw milk, centrifuged and the supernatant was injected on a
C+s reversed-phase column (LiChrospher) at room temperatu-
re, with 0.01M phosphate buffer, pH 7 - methanol (85:35, v/v)
as eluent. Detection was achieved with an UV-VIS detector at
230 nm. The method was evaluated by measuring percentages
of recuperation, sensibility, precision, specificity and interfering
peaks. Resulis indicated that Penicillin G was positively deter-
minated by high performance liquid chromatography. A percen-
tage of recuperation of 87.06%, a sensibility of 0.1 pg/mL and
a variation coefficient of 4.99% were obtained. No interfering
peaks were detected. The application of the proposed method
could be recommended to establish a national program for mo-
nitoring of antibiotic residues in milk, and to make it extensible
to other foods.

Key words: Penicillin G, raw milk, chromatographic analysis,
HPLC.

INTRODUCCION

La Penicilina G es un antibidtico ampliamente utilizado
en el control de la mastitis bovina y en el tratamiento de infec-
ciones del sistema respiratorio, gastrointestinal y urinario [1,
28]; también es adicionada en alimentos concentrados, permi-
tiendo la prevencién de enfermedades y aumentando el ritmo
de crecimiento del animal [14].

Algunos investigadores [2, 8, 16, 17], han reportado que
existe una relacion entre los patrones de resistencia de micro-
organismos aislados de la leche de vacas con mastitis y la pre-
sencia de antimicrobianos. Por otro lado, la presencia de anti-
biéticos es considerada un problema de salud publica, no sélo
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COMPOSICION DE LAS FASES MOVILES ENSAYADAS
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Metanol-buffer fosfato pH Molaridad
20:80 6,5 0,01
30:70
35:65 7,0 0,02
40:60
50:50 s 0,03

nor el desarrollo de resistencia en microorganismos patége-
nos, sino por la posibilidad de reacciones alérgicas en perso-
nas susceptibles, estimandose que aproximadamente un 5%
de la poblacién mundial es sensible a la Penicilina [15]. En
1983, la Organizacion Mundial de la Salud (O.M.S.) establecio
Jue la concentracion méxima permitida de antibidticos en ali-
mentos, es de 0,2 pg/mL [6].

En Venezuela, existe poca informacién sobre la leche
que llega a las plantas procesadoras adulterada con antibioti-
-0s; trabajos realizados por Faria y col. y Rivero y col. [9, 10,
24] reportaron porcentajes entre 10 y 22% de inhibidores mi-
crobianos en leches crudas producidas en el estado Zulia, y en
zlgunas subregiones de la Costa Oriental del Lago de Mara-
-aibo hasta un 68,6%. Estas cifras se consideran muy eleva-
das al compararlas con otros paises: en Estados Unidos,
=omo resultado de campafias de concientizacién en el produc-
tor y la aplicacién de severas multas, se produjo una reduccién
significativa en la incidencia de antibidticos en leche, de 5% a
2.54% [1].

Faria y col. [9], reportaron que Bacilos Gram Negativos
No Fermentadores de la Glucosa (BGNNFG), aislados de 48
muestras de leche cruda que contenian antibidticos, presenta-
oan un patrén de resistencia a la Penicilina, Novobiocina, Clo-
xacilina y Nitrofurantoina, antimicrobianos utilizados en el tra-
:amiento de la mastitis bacteriana. En leches procesadas, San-
tiago [25] detect6 la presencia de antibiGticos en el 68% de las
muesiras de leche pasteurizada, en la ciudad de Maracaibo;
gualmente, Sulbaran [27] reporté una incidencia de antibidti-
-os en el 100% de las muestras de leche en polvo considera-
das en su estudio, porcentajes que se corresponden con los
sncontrados por otros autores en leche cruda.

A escala internacional, varios han sido los autores [5, 11,
19, 20, 26, 28, 29] que han realizado estudios utilizando diver-
sas técnicas para la extraccién, identificacion y cuantificacion
de penicilina en leche, siendo la cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) en fase reversa, la técnica analitica mas uti-
izada. En el ambito nacional, no se han cuantificado los nive-
les de antibidticos en leche, ya que los métodos disponibles
son, en su mayoria, cualitativos. En este sentido, el propdsito
de esta investigacion fue desarrollar una metodologia simple y
rapida para la extraccién y cuantificacion de Penicilina G en le-
che cruda por HPLC, y determinar la especificidad, porcentaje
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de recuperacion, exactitud, precision, sensibilidad y presencia
de compuestos interferentes necesarios para la validacion de
un método analitico.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y preparacion de la muestra de leche cruda

Muestras de leche cruda de tres vacas sanas, previa-
mente apartadas del rebafio, alimentadas en pastoreo, sin re-
cibir tratamiento con antimicrobianos durante los Ultimos dos
meses, se recolectaron en envases de vidrio estériles de 1 L.
Posteriormente se transportaron al laboratorio en una cava
de anime con hielo, en un lapso menor de cuatro horas. A su
llegada se mezclaron los 3 L de leche, fueron distribuidos en
envases estériles de 200 mL y refrigerados a 4°C. Cada dia
se utilizaron dos porciones: un “blanco” para verificar que du-
rante el proceso de refrigeracion la leche no hubiese sufrido
alteraciones, y otra con la finalidad de preparar una solucién
madre conteniendo 100 pg/mL de Penicilina G a pariir de la cual
se obtuvieron muestras con 0,01; 0,1; 1; 10, 15 y 20 pg/mL
del antibiético.

Caracteristicas del sistema cromatografico

Se empled un cromatografo liquido Shimadzu Corpora-
tion® modelo LC6A integrado por una valvula de inyeccion
manual Hheodyne®, con un loop de 100 pL, una bomba peris-
taltica LC-10AD, un detector UV-VIS modelo SPD-10A y un
procesador de datos Chromatopac CR7A. Una columna de
acero inoxidable de 125 mm x 4 mm de diametro interno x
5um de tamafio de particula, de fase reversa ci8
LiChrospher®. conectada en serie a un guardacolumna
(Merck®), se utilizo para la determinacion cualitativa y cuanti-
tativa del antibidtico.

Optimizacion de la fase movil

Se trabaj6 con un sistema isocratico constituido por me-
tanol-buffer fosfato, ensayandose diferentes proporciones de
los solventes (n= 5), diferentes valores de pH (n= 3) y distintas
concentraciones (n= 3), TABLA |, con la finalidad de determi-
nar la composicién éptima de la fase movil que separara efi-
cazmente la Penicilina G.

Para la optimizacién de la fase mévil se calculd el factor
de capacidad k” a partir del tiempo que el antibidtico es reteni-
do en la columna () y del tiempo que toma la fase mavil en
atravesar la columna ({f,), utilizando la ecuacién:

k=t -t,/t, [23]
Con la finalidad de determinar diferencias significativas

entre las condiciones en estudio, se aplicaron andlisis de va-
rianza, bajo el procedimiento Stepwise [3].
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Seleccion de la longitud de onda

Para determinar la maxima absorbancia de Penicilina G
se realizaron barridos a longitudes de onda comprendidas en-
tre 200 y 230 nm, con intervalos de 10 nm.

Extraccion de la Penicilina G

Se evaluaron dos tipos de soluciones extractoras sobre
la base del estudio de los cromatogramas obtenidos del anali-
sis de muestras de leche con y sin antibiéticos. La primera es-
tuvo compuesta por agua-acetonitrilo (50:50 v/v), y la otra por
fosfato diacido de amonio (NH4H.PO,) 0,01 M - metanol
(15:10 v/v), utilizandose 5 y 15 mL respectivamente en cada
extraccién. En ambas extraccicnes se colocaron 5 mL de le-
che en fiolas de 125 mL y se le adicioné la solucion extractora,
homogeneizandose con un agitador magnético por 3 min. Esta
mezcla se centrifugd a 2500 r.p.m. durante 15 min; se recolec-
t6 el sobrenadante con una pipeta y se filtré en papel What-
man No. 2; una alicuota de 100 pl del filtrado se inyecto en el
cromatdgrafo.

Validacion del método

La técnica de extraccion seleccionada de acuerdo con
los criterios establecidos para la evaluacion de los cromatogra-
mas, se aplicé en muestras de leche con diferentes concentra-
ciones del antibidtico, con la finalidad de establecer la especifi-
cidad, porcentaje de recuperacion, exactitud, precision, sensi-
bilidad y presencia de picos interferentes.

A objeto de determinar la especificidad del analisis, se
procedié a comparar en los diferentes cromatogramas, los
tiempos de retencion del pico del antibidtico de los estandares
de referencia con los de las muestras. Para verificar si el pico
que aparecia correspondia a la Penicilina G, a 5 mL de leche
con 1 pg/mL de Penicilina G se le adicioné 0,2 mL de una so-
lucién acuosa de 1000 Unidades Internacionales/mL de la en-
zima Penicilinasa BBL® con el fin de destruir dicho antibiético.
La desaparicion del pico de Penicilina G por efecto de la enzi-
ma, se utilizd para identificar el pico del antibiético en los cro-
matogramas de las muestras [19].

El método del estandar externo [23], se utilizd para de-
terminar el porcentaje de recuperacion, comparando el area
del pice en la muestra, con el area correspondiente al estandar
de referencia, aplicando la ecuacién:

Cm = Amcst/Ast

donde Cm es la concentracion de la muestra, Am es el area de
la muestra, Ast el area del estandar y Cst la concentracion del
estandar.

Para la evaluacion de la exactitud del método, se realizé
un andlisis de regresién lineal simple con el fin de determinar
la relacidon entre la concentracion de antibidtico adicionada y
concentracion de antibidtico recuperada [3, 21].
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Para la precision se realizaron seis repeticiones de una
muestra de leche con 10 pg/mL de Penicilina G. A los resulta-
dos obtenidos se les determiné la media aritmética, la desvia-
cién estandar y el coeficiente de variacién. Al mismo tiempo,
se evalud la precisidn intraensayo, que representa la variabili-
dad asociada con la instrumentacién analitica. Para ello se cal-
culd el coeficiente de variacion de tres repeticiones de ensa-
yos realizados en dos dias diferentes, en muestras de leche
con una concentracion de 15 yg/mL de Penicilina G.

En cuanto a la sensibilidad, se realizaron analisis croma-
tograficos de muestras de leche a las que se adicionaron con-
centraciones del antibiético entre 0,01 y 20 pg/mL; se conside-
ré como limite de deteccidn la concentracién por debajo de la
cual no es posible diferenciar la sefial producida por el pico del
antibidtico de la linea base.

Con la finalidad de corroborar si algunos antimicrobianos
producen interferencia en el andlisis cromatografico, se disol-
vid en una muestra de leche conteniendo 1 pg/mL de Penicili-
na G, 1 yg/mL de Novobiocina, Eritromicina, Sulfatiazol, Neo-
micina y Estreptomicina para verificar en el cromatograma pi-
cos diferentes a lo del antibiético en estudio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Optimizacion de la fase movil

La optimizacion de la fase mévil se presenta en la FIG. 1,
donde se muestra el efecto que la proporcion de la mezcla me-
tanol - buffer fosfato tiene sobre el factor de capacidad k'. Se
observa una recta inversamente proporcional al aumento del
volumen de metanol. Para la proporcion metanol- buffer fosfato
20:80 k’ alcanza un valor de 2,58. A medida que se incrementa
el volumen de metanol hasta 50, el valor de k’ se hace inferior a
2, indicando gue no ocurre retencion del antibidtico en la colum-
na, el pico eluye rapidamente y no se separa del frente del sol-
vente, tal como lo sefiala Quattrocchi y col. [23].

Esto hace necesario estudiar aquellos puntos de la recta
donde la proporcidon de metanol sea optima. Tomando en
cuenta que un aumento del volumen de metanol incrementa el
costo de la fase movil, la misma debera seleccionarse sobre
una base de la proporcion de metanol-buffer fosfato que arroje
como resultado una buena separacion de la Penicilina G del
frente del solvente, con un pico bien diferenciado, simétrico,
con un tiempo de retencién adecuado y un valor de k” ligera-
mente superior a 2 [23]. La mezcla de metanol-buffer fosfato
35:65, produjo un cromatograma con las caracteristicas sefa-
ladas, con un tiempo de retencion de 5,81 minutos, tal como
se muestra en la FIG. 2.

Dado que la Penicilina G es soluble a pH neutro, y que
el pH (Acido o bésico), reduce el tiempo de vida util del empa-
que en la columna [23], se estudid un intervalo de pH del
buffer fosfato de la fase moévil cercano a la neutralidad. En la
FIG. 3 se muestra el efecto del pH del buffer fosfato sobre el
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FIGURA 3. EFECTO DEL pH DEL BUFFER FOSFATO DE
LA FASE MOVIL SOBRE EL FACTOR DE CAPACIDAD K.

factor de capacidad k’. El anélisis de varianza no detecto dife-
rencias significativas entre los valores de k', por lo que se se-
leccioné el pH de la fase movil igual a 7,0. Este valor del pH
proporciona, a su vez, estabilidad quimica a la Penicilina G,
que se degrada a valores extremos [13].

De igual forma, se estudio el efecto de la concentracion
del buffer fosfato sobre k'. El analisis de varianza, no detecto
diferencias significativas, por lo que se utilizo el buffer de me-
nor concentracién, evitando ademas, la precipitacion de sales
de potasio en las tuberias del cromatégrafo. El fosfato es muy
utilizado en cromatografia liquida de fase reversa como consti-
tuyente de la fase movil, en forma de sal sodica o potasica, de-
bido a su escasa absorcién en longitudes de onda corta [23].

En la FIG. 4 se presentan los cromatogramas de una
muestra de leche con 10 pg/mL de Penicilina G a longitudes
de onda entre 200 y 230 nm con intervalo de 10 nm, que cons-
tituye una banda de absorcién del antibidtico, como lo sefala
Boison [4]. Los andlisis se realizaron en las condiciones prees-
tablecidas de la fase mévil metanol-buffer fosfato 0,01 M pH 7
y con una proporcién 35:65 y velocidad de flujo de 1,2 mL/min.

Se observa en todos los cromatogramas la aparicion de
un pico en el tiempo de 5,8 min. Sin embargo en el cromato-
grama a 200 nm, con una linea base estable, la selectividad
fue muy pobre, con una escasa absorbancia por parte de la
Penicilina G. Estos resultados son contrarios a los reportados
por Boison [4], que sehalan que a esa longitud de onda se pro-
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FIGURA 4. CROMATOGRAMA DE LECHE CON PENICILINA G A DIFERENES LONGITUDES DE ONDA:
200 (1), 210 (2), 220 (3) Y 230 nm (4).

duce la maxima absorbancia de este antibidtico. Se observa-
ron varios picos debido a que muchos compuestos absorben
a esta longitud de onda, por lo cual no fue posible identificar
con precision el pico del analito estudiado en este trabajo.
De igual manera se observa que los picos interferentes se
presentan a 210 nm, con una linea base inestable. En los
cromatogramas a 220 y 230 nm la linea base es mas esta-
ble; dejan de aparecer picos interferentes, siendo 230 nm la
longitud de onda donde se observd una buena selectividad
de la absorbancia, con un pico bastante simétrico que parte
de la linea base, a un tiempo de retencién de 5,807 min. To-
das estas razones indujeron a que 230 nm se seleccionara
como la longitud de onda a la que se observo la maxima ab-
sorbancia.

Extraccién de la Penicilina G

Una de las dificultades que se presenta en la determina-
cion analitica de cualquier antibidtico en leche por HPLC es su
extraccion, por su tendencia a formar complejos con las protei-
nas, particularmente con la alblimina y la globulina [22]. La for-
macién de estos complejos puede disminuir el porcentaje de
recuperacion del antibiético. Mediante la desproteinizacion de
la leche, las proteinas se separan y se agregan por accion de
solventes organicos, entre los que estan el cloruro de metileno
[11], el tungstato de sodio [5] y el acetonitrilo [19, 26], los que
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agregados en una solucién acuosa, disminuyen la solubilidad
de las proteinas e inducen su precipitacion.

El andlisis del contenido de antibidticos, debe tomar en
cuenta que la leche constituye una matriz biolégica compleja,
conformada por proteinas, carbohidratos, acidos grasos, que
ademds de afectar la separacién de los compuestos de inte-
rés, puede reducir considerablemente la vida util de la colum-
na y dafar inyectores, bombas y detectores. La presencia de
algunas de estas sustancias en el extracto final usualmente
tiene efectos dafinos en los componentes cromatogréaficos, in-
crementan el ruido de la linea base y hacen imposible determi-
nar niveles traza de una droga. Por ello el filtrado debe tener
pocas sustancias interferentes o estar libre de ellas.

En la FIG. 5 se muestran los cromatogramas de los dife-
rentes tratamientos de extraccién aplicados a la leche conte-
niendo 5 ug/mL de Penicilina G. Al ensayar las técnicas utiliza-
das por Moats y por Straub y Voyksner [19, 26], que proponen
una mezcla de agua-acetonitrilo, se produjo un sobrenadante
turbio, aunque fue convenientemente filtrado. En los cromato-
gramas de este extracto se observaron varios picos interferen-
tes, que dificultaron la identificacion de la Penicilina G (Croma-
tograma 1).

Moats y Leskinen [18], ensayaron el fosfato diacido
de amonio, pH 4,6 y metanol para la extraccién de Novo-
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FIGURA 5. CROMATOGRAMAS DE LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS DE EXTRACCION APLICADOS A UNA
MUESTRA DE LECHE CON 5 ug/mL DE PENICILINA G:
AGUA-ACETONITRILO (CROMATOGRAMA 1), FOSFATO
DIACIDO DE AMONIO-METANOL (CROMATOGRAMA 2).

siocina en leche, obteniendo, ademas de una buena extrac-
-ién, filtrados con menos impurezas. Segun estos autores, el
fasfato diacido de amonio, aproxima a las proteinas a su punto
soeléctrico, produciendo su precipitacion e igualmente contri-
suye a la eliminacion de compuestos interferentes.

En el cromatograma 2, FIG. 5, se observa la inexistencia
de interferencias; el antibiético aparece como un pico bien di-
farenciado, con una linea base estable, en un tiempo de reten-
~ién de 5,8 min. Se considerd entonces, que el fosfato diacido
de amonio y el metanol son apropiados para desproteinizar la
=che y realizar la extraccion de Penicilina G.

Validacion del método

Especificidad del analisis: La FIG. 6, cromatograma 1,
orresponde a la muestra de leche libre de Penicilina G; sola-
mente se observa el pico del frente del solvente. En la misma
“gura, los cromatogramas 2 y 3 pertenecen a una muestra de
=che conteniendo con 5 pg/mL de Penicilina G y un estandar
iz 10 pg/mL de Penicilina G, respectivamente. En ambos

cromatogramas el pico del antibidtico aparece bien diferencia-
do, separado del frente del solvente con un tiempo de reten-
cién cercano a 5,81 min. El tiempo de retencién del pico de la
muestra coincide con el estandar de referencia, con lo que se
logré la identificacion del antibidtico.

En el cromatograma 4 de la leche con 5 pg/mL de Peni-
cilina G pero mezclada con penicilinasa, se observa que el
pico del antibidtico que eluye a los 5,81 min, desaparecié por
la accién de la enzima sobre el anillo B-lactdmico que origina
pérdida de actividad del antibidtico [12]. Se puede concluir en-
tonces, que la metodologia aplicada tiene buena especificidad
para la Penicilina G.

Porcentaje de recuperacion: La TABLA Il contiene los
resultados del porcentaje de recuperacion del método propues-
to; se abtuvo un promedio de 87,06%. Algunos autores han re-
portado porcentajes de recuperacién entre 82,9% y 87% [28,
11], que son ligeramente inferiores a los valores obtenidos en
esta investigacion. En muestras bioldgicas complejas, como la
leche, es dificil lograr la recuperacion total del antibiético; se ha
reportado que un porcentaje de recuperacion mayor de 80% es
aceptable [5]. Sélo en aguellos métodos que utilizan la evapora-
cién para la concentracion del extracto, se ha logrado obtener
porcentajes de recuperacion de hasta 92% [19]. Al realizar una
evaporacion al vacio a 50°C, se observé degradacién de la Pe-
nicilina, por lo que se desistié su utilizacion.

Exactitud del método: En la FIG. 7 se muestran los re-
sultados del andlisis de regresion y correlacion. La recta obte-
nida no parte del origen; al mismo tiempo se observa una pen-
diente de 0,9935 que al someterla a un analisis de T de Stu-
dent para comparacion de medias [21] se evidencia la inexis-
tencia de diferencias significativas. Se interpreta, por consi-
guiente, que los valores de la Penicilina G adicionada se co-
rresponden con los valores de Penicilina G recuperada, por lo
que se concluye que el método aplicado es exacto.

Precisién: En la TABLA Il se presentan los resultados
obtenidos al inyectar el extracto proveniente de una muestra
de leche con 10 pg/mL de Penicilina G, a la cual se le realiza-
ron 6 replicaciones.

Se observa que la medida de la tendencia central co-
rresponde a 7,64, con una desviacion estandar de + 0,38. El
valor de la desviacion estandar obtenido es ligeramente infe-
rior al reportado por algunos autores, gque ha oscilado entre
+ 0,4y 0,7 [11]. El coeficiente de variacion de 4,99 es seme-
jante al reportado por otras fuentes (1,17-4,98) [11, 28]. Asi-
mismo, en la TABLA IV se muestra la precision intragnsayo: el
efecto de la variabilidad asociada a la instrumentacion analiti-
ca es muy bajo.

Sensibilidad: La menor concentracién de Penicilina G
detectada fue 0,1 pg/mL, este valor estd por debajo del limite
méximo permisible establecido por la OMS de 0,2 pg/mL [6].
en alimentos destinados al consumo humano. Otras fuentes
[11, 19], han reportado limites de deteccién mas bajos, sin em-
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FIGURA 6. ESPECIFICIDAD DEL ANALISIS. MUESTRA DE LECHE LIBRE DE PENICILINA G (CROMATOGRAMA 1);
MUESTRA DE LECHE CON 5 pg/mL DE PENICILINA G (CROMATOGRAMA 2); ESTANDAR DE 10 ug/mL DE PENICILINA G
(CROMATOGRAMA 3); MUESTRA DE LECHE CON 5 pg/mL DE PENICILINA G ADICIONADA DE PENICILINASA

(CROMATOGRAMA 4).
TABLA NI )
PORCENTAJE DE RECUPERACION DEL METODO PROPUESTO
Concentracion Concentracién recuperada (pg/mL) X +5 Porcentaje de
adicionada (ug/mL) ] . Recuperacion
20,00 19,16 19,36 19,18 19,23 0,110 96,16
15,00 13,07 13,22 12,91 13,07 0,155 87,11
10,00 9,00 8,03 9,79 8,94 0,881 89,40
1,00 0,80 0,80 0,88 0,83 0,046 83,00
0,10 0,09 0,07 0,08 0,08 0,01 80,00
. TABLA il
PRECISION INTERENSAYO DEL METODO PARA PENICILINA G
Concentracion adicionada Concentracion % +8 Coeficiente de variacion
{pg/mL) recuperada (ug/mL) -
10,00 8,09
10,00 8,13
10,00 7,25 7,64 0,38 4,99
10,00 7,58
10,00 7,33
10,00 7.46
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TABLA IV
PRECISION INTRAENSAYO DEL METODO EN MUESTRA DE LECHE CON 15 pg/mL DE PENICILINA G

Ensayo

Concentracién recuperada (ug/mL) X +5

1 13,07 13,22
2 12,98 13,51

12,91 13,06 0,155
12,80 12,98 0,175

Variabilidad Intraensayo: 0,43%.
20

Y=-0,219+0,9935X

—_ s
(=] w

Concentracion de Penicilina G recuperada
[%2]

0 5 10 15 20

Concentracion de Penicilina G adicionada

FIGURA 7. ANALISIS DE REGRESION Y CORRELACION
DEL METODO PROPUESTO PARA PENICILINA G.

bargo consumen un tiempo de analisis prolongado. En la pre-
sente investigacion, el tiempo de andlisis fue de una a dos ho-
-zs, lo que constituye una ventaja para establecer criterios ra-
oidos de aceptacion o rechazo de leche en una planta recepto-
2. si los niveles del antibidtico se encuentran por encima de
25 normas.

Sustancias interferentes: En la FIG. 8 se presenta el
cromatograma de la muestra de leche con Penicilina G a la
Jue se adicionaron varios antimicrobianos. Ninguno de los an-
=microbianos adicionados causaron interferencia. Este hecho
=5 de particular importancia, cuando se trata de muestras que
ontienen mas de un inhibidor microbiano, hecho que ha sido
—=portado en otros paises [7]. En Venezuela no se cuenta con
~vestigaciones que puedan demostrar si suceden estas cir-
—unstancias, pero debido a la elevada incidencia de antibidti-
=os reportadas en el estado Zulia [9, 10, 24], la leche obtenida
2= la mezcla de varios productores, pudiera contener méas de
.~ antibidtico.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos permiten llegar a las siguientes
monclusiones:

Las modificaciones y adaptaciones realizadas para la
z=s=rminacién de Penicilina G en leche cruda son altamente

11,287

— 0,811

5862 PENICILINA G

2103

| P - Y-

FIGURA 8. CROMATOGRAMA DE UNA MUESTRA DE LE-
CHE CON PENICILINA G A LA QUE SE ADICIONARON VA-
RIOS ANTIMICROBIANOS: NOVOBIOCINA, ERITROMICI-
NA, SULFATIAZOL, NEOMICINA Y ESTREPTOMICINA.

recomendadas dado que permiten una buena exactitud, preci-
sién en el andlisis y sensibilidad de la técnica para detectar los
niveles maximos permitidos de antibiéticos en el ambito inter-
nacional.

La técnica desarrollada en este trabajo representa un mé-
todo sencillo, si se confronta con la mayoria de las técnicas pro-
puestas por otros investigadores, ya que utiliza un equipo cro-
matogréfico basico, con reactivos quimicos facilmente disponi-
bles en el laboratorio.

Entre las principales ventajas del método propuesto des-
taca la obtencion de resultados en un lapso de tiempo de una
a dos horas.
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Debido a la amplia y extendida utilizacién en el pais de
antibidticos en el tratamiento de infecciones en el ganado bovi-
no vy la elevada incidencia de antibioticos en leche cruda y pro-
cesada reportada en la regién zuliana, principal productora de
leche en Venezuela, se hace necesario establecer un progra-
ma de monitoreo de residuos de antibidticos en leche.
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