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DIS'lBIBUOION DE ANTIBIOTIOOS, AGKEGADOS 
EXPERIMENTALMENTE A LA LECHE, EN WS DEKIV ADOS 

CREMA, OASEJNA Y SUEBO 

Recientemente V elázquez, Pérez y Ccn
:zález (1980) realizaron la detección de 
residuos de antibióticos en la leche pasteu
rizadll que se consume en el área metro
politana del D.F. Estos autores encontraron 
que todas las muestras anellzadas conte
nían por lo menos uno de los tre! antihió
tioos· en estudio, Penicilina, Estreptomicina 
y Tetraciclina, Jo que constituye un peligro 
potencial para Ja 5alud pública, ya que 
puede oca5ionar sensibilidades y reaccio
nes alérgicas, además de la aparición de 
cepas patógenas resistente-s a los antibióti
cos. De aquf surgió la idea de hacer un 
muestreo semejante de los ~erivados de )a 
leche : crema, mantequilla y queso. 

El objetivo de este trabajo fue conocer 
de qué manera ee distribuye en estos deri
vados el antibiótico contenido en 111 leche, 
agregado experimentahnente, como paso 
previo al mueatreo que ee propone realizar. 

Se trabajó con leche libre de antibióti
COil, obtenida de vacas no tratadu con an
tibióticos y anali28da previamente por las 
m~as técnicas que se siguieron en este 
tJ:aba jo, y que más adelante se describen, a 
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la que se agregaron por cado 100 ml de 
leche: 

1) lO Ul de Penicilina G Procaina 
(0.1 UI/ml) 

2) l OO mg de Estreptomicina 
(1.0 mg/ mJ) 

3) 40 mg de Tetraciclina 
(0.4 mg/ml) 

Para la separación de las fracciones ere· 
me., caseína y suero, se empleó el siguiente 
procedimiento : 

CREMA: Se cenlrifugaron 100 ml de 
leche medida y pesada en frasco de centrí
fuga tarado, a 4 000 rpm durante 20 mi
nutos, a 4C, se decantó la leche descremada 
y se pesó la crema en el frasco tarado. 

CASEINA: La leche descremada se de
cantó en frasco de centrifuga tamdo, se 
pesó y se le agregaron 4 rol de agua des
tilada que contenían 15 mg de cuajo y 
0.05 ml de CaCh al 1% (Kosikowski y 
Mocquot. 1958). Se dejó el frasco en baño 
maría a 37C durante 2 horas. Se dejó en· 
friar 15 minutos a la temperatura ambiente 
y se cortó la cuajada; se centrifugó a 
3 000 rpm durante lO minutos, a 4C. Se 
decantó el suero en un vaso tarado; se 
pe8Ó la caseína en el frasco tarado en el 
que se cuajó. 

SUERO: Se pesú. 

La preparación de las diferentes f raccio
nes obtenidas de la leche para Ja valora-
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cióo de Joe residuot! de antibióticos que con
tenían, se hizo siguiendo la metodología 
des::rita por Kramer et td. (1968) : 

l. Preparación de la crema para determi
nar su contenido de: 

a) Penicilina. A la crema pe!ada se le 
agregó dos veces su peso de solución amor· 
tiguadora Je "fosfatos ~9 1, al 1%. con pH 
6.0 y se homogeneizó la me2cla (Factor de 
dilución, F = 3). 

b) Estreptomicina. A la crema pesada 
se le agregó doa veces 11u peso de 110lución 
amortiguadora de fosfatos N9 3, O.l M, de 
pH 8.0 y se homogenei:zó la me:zcla (Fac
tor de dilución, F = 3) . 

e) Tetraciclina. A la crema peuda se 
le agre!Ó 2 veces su peso de 110lución amor
tiguadora de fosfatos N9 4, 0.1 M, de pH 
1.5 y se homogeneizó la me:zcla (Factor de 
dilución, F = 3). 

11. Preparución de la caseina para detrr
minar eu contenido de: 

a) Penicilina. Se pe!!Ó una allcuota de 
5 g de caseina y se le agregaron 20 g de 
solución amortiguadora de fosfatos N' 1 al 
1% de pH 6.0, se molió el material en mor
tero estéril y se centrifugó a 3 000 rpm du
rante JO minutos; se empleó el sobrena
dante para el análisis (}'actor de dilución, 
F = 5). 

b) Eatreptomicina. A una alícuota de 
5 g de cudna se le agregaron 20 g de I!U· 

lución amortiguadora de fosfatos N' 3. 
0.1 M, de pH 8.0; el material se molió en 
mortero estéril y ae centrifugó a 3 000 rpm 
durante lO minuto11; se empleó el sobrena
dante para el análisis (Factor de dil11ción, 
F = 5). 

e) Tetraciclina. A una alícuota de 5 g 
de caseíuu ae le agregaron 20 g de t10lución 
amortiguadora de fosfatos N~ 4. 0.1 M. de 
pH 4.5; el material se molió en mortero y 
se centrifugó a 3 000 rpm durante 10 mi
nutos. Se empleó el sobrenadante para el 
análisis (Factor de dilución, F = 5). 
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li L PrP-paración del suero para determi
nar su contenido de: 

a) Penicilina. Se empleó el suero ein 
modificación. 

b) Estreptomicina. En una alícuota clcl 
suero se ajustó el pH a 8.0, con solución 
!N de NaOH (se consideró la muestra sin 
di1ución debido al poco volumen emplea
do de NaOH ) . 

e) Tetrocielino. A una alícuota de 5 ~ 
de suero ee le agrcraron 10 g de solución 
amortiguadora de fosfatos N• 4., 0.1 M, de 
pH 4.5; se homogeneizó la mezclo (Factor 
de dilución, F = 3). 

w formulaciones de las soluciones amor· 
tiguadoras de fosfatos se encuentran en 
Kramer d 61. (1968) . 
~ análisis de residuos de antibióticos 

St" efectuaron r.on la~ técnica!! microbioló
gicas de cilindro en placa establecidu en 
este laboratorio, basadas en la descripción 
de Kramer et al. (1968) . Se hicieron 40 
repeticiones por cada antibiótico. 

A continuación se resumen las técnicas 
microbiológicas de cilindro en placa para 
el análisis de residuos de los antibióticos 
Penicilina, Estreptomicina y Tetraciclina 
.. mpleadas en este trahajo. 

J. Penicilina. En caja Petri de 100 X 
20 mm se vaciaron 10 ml de medio 
base N'~ l. de pH 6.6, mantenido 
flúido en baño maría a 48·50C; se 
dejó solidiJicar eJ medio y se agre· 
garon 4 ml de medio inóculo de Sor
cifuz lutPa ATCC-9341, mantenido 
flúido ~n bañ o maría a 48-SOC. Se 
colocaron 6 cilindros equidistantes en 
un radio de 2.8 cm. En trea cilin
dros alternos se vaciaron 250 ml de 
solución estándar de referencia de Pe
nir.ilina, con 0.05 UJjmJ; en los 3 
cilindros alternos restantes se vat.ill· 
ron 250 ml de la muestra prepara
da. Se incubó a 30C dursnte 18 ho. 
ras y 11e midió el diámetro de las 
zonas de inhibición. 

II. Estreptomicina. En caja Petri de 100 
X20 mm se vaciaron 10 ml de medio 

TÉCNICA PBCUAJllA 



base !'\? 34, de pH 8.l'- mantenido 
flúido en baño maría a 48-50C; 
se dejó solidificar el medio y se agre
garon 4 ml de medio inooulo de Bo· 
cillus &u.btilis ATCC-6633, manteni
do fluido en baño maría a 48-SOC. 
Se colocaron ó cülndros equidistan· 
tes en un radio de 2.8 cm. En 3 ci· 
lindros alternos se vaciaron 250 ml 
de solución estándar de referencia de
Estreptomicina en leche, con 0.5 mg/ 
ml ; en los 3 cilindros alternos re~
tantes se vaciaron 250 ml de la mues· 
tra preparada. Se incubó a 3í C du· 
rante 18 horas y se nüdió el diáme· 
tro de las zonas de inhibición. 

lU. Tetnciclina. En c:a¡a de l00X2() mm 
se vaciaron 10 ml de medio base Nq 
8, de pH 5.8, mantenido flúido en 
baño marÚl a 4.8-SOC; se dejó 80· 

lidiiicar y se agregaron 4 ml de me
dio inóculo de Bacillw cereru mycoi
des ATCC-11778, mantenido fiúido 

en balio maria K 48-SOC. Se colo· 
c:aron 6 cilindros equidistantes en un 
radio de 2.8 cm. En 3 cilindros al
ternos se vaciaron 250 ml de flolución 
estándar de referencia de Tetracic)i. 
na, con 0.2 mg/ ml ; en los 3 cilin· 
dros altemos restantes se vaciaron 
250 ml de la muestra preparada. Se 
incubó a 30C durante 18 horas y 
se midió el diámetro de las zonas de 
inhibición. 

Las formulaciones de 106 medios de <lul
tivo se encuent ran en Kramer el al. ( 1968) . 

Los resultados !!e presentan en el Cua· 
dro 1, en el que se expresan el valor medio 
de 40 repeticiones en Ul /ml y en m!fm\ 
y el error estándar¡ estos mismos valo
res en %, la razón porcentual entre el por· 
ciento de antibiótico valorado y el porcien· 
to de la fracción de la leche en que fue 
valorado; en la última columna está la 
recuperación total de cada antibiótico, in· 

CUADRO 1 

Dlltrtboel6n de l'enlclllaa., F4treptmnlellla 7 T etraclelllla e11 cftlllla, -iDa. y anero 
provenientes de leche adicionad& por ~~epa1'1Uio oon 10 Ul de Penlc-JIIIIA, lOO mg 

de Estrept Gmi,!!IJI& y 40 ID&' de Tetraclcllll& por 100 ml 

C r e•• a Ca a e[ a a S u ero 
L. ... per..o6a 

P rom.l F .... DI' Eot. ...... .l E,....l!at. Proaa.l F.NO<Lt. teta! 

Penicilina UI/ ml 0.134 0.04 0.24 0.06 0.07 0.03 
% 8.72 2.24 41. 17 3.16 50. U 4.88 100.02 
% Penicilina 

% Fracc. leche 1.22 2.21 0.72 

Estreptomicina Mg/ ml 1.40 0.21 2.-42 0.39 0 .61 0.11 

% 8.47 3.00 38.55 12.30 49.39 5.58 96.41 
% Estreptomicina 

% Fracc. leche 1.42 2.50 0.64 

Tetracidina Mg/ml 0.75 0 .41 1. 75 1.68 0 .~ 0 . 16 

% 10 .66 2.43 45.64 11.05 43.74 9.86 100.04 
% Tetraciclina 

% Fracc. leche 1.68 2 .87 0 .56 

• PromecUo de 40 repeUclunea. 
La crema conatit~6 el 6.1"1~. la. ca.aetn& el 1$.~ y el s¡ero el Tr.lMI~. en prome4lo ._la 
leche. 
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tegrado por la suma de la recuperación del 
antibiótico en cada fracción de la leche. 

La proporción promedio de cada. frac· 
ción de ·la leche en el total de 120 separa· 
ciones ·fue la siguiente: crema, 6.17%; ca
seína, 16.49%; suero, 77.28%. 
. Las observaciones sobresalientes en este 
cuadro de _resultados son: 

La recupero.ción de Penicilina y Tetra· 
ciclina fue casi 100%, la recuperación de 
Estreptomicina fue casi 96%. 

Considerando la razón porcentual del 
porcentaje de antibiótico valorado entre el 
porcentaje de la fracción de la leche· en que 
se valoró, se puede notar que aproximada. 
mente la mitad de cada antibiótico es re. 
tenido por la caseína, en tanto que apro:xi. 
madamente la tercera parte había quedado 
en la crema. Probablemente la caseína re· 
tiene mayor cantidad de antibióticos por la 
dificultad de ellos para ealir de la estruc· 
tura molecular de la caseína. 

Por los resolLados ·obtenidos resiilta el 
interés que tiene muestrear los derivados 
de la leche: crema, DJanlequilla y quesos, 
para estal:>l~r la proporción ele residuot' 
de antibióticos que contienen, como primer 
paso para que se llegue a ejercer mejor con· 
lrol sobre estos productos. 

Summary 

ln order \() evaluate Penicillin, Strep· 
loruycin and Tetracydine residues in dairy 
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products such as ca·eam, butter and cheese, 
a preliminar partition experiment waa car· 
ried out. The purpose of thi11 first .etep was 
to íind out b()w tnuch of each added an
tibiotic to milk remains in cream, casein 
and whey. 

Milk cream wa.~ obtained by centrifuga· 
tion, ca.'iein was obtained by coagulation 
with rennet and CaCI2 at 37C for 2 hrs. 
éentrifltgéd, decanted and welghted. Deea.n
tation and weigbt were used for whey. 

Microbiological cilinder plate methods 
were carried out in the evaluntion of Peni
cillin, Streptomycin and Tctracycline. 40 
repetitions for eacb antibiotic were made. 

Results are presented in Tahle 1 showing 
mean values in lU/ml, Ug/ml and percen
tage. 

Antibiotic residues rntc (% ) on milk 
fraction (%) and total rccu.E'eration o{ 
each antibiotic also appear in Tahle l. 

Mean proportión of the different milk 
fractions an: mentioned accordiug to 120 
5eparations each: 6.17% cream, 16.49% 

"caseiu and 77.28% whey. 
From th~e data the authors oonclude 

that .Penícillin, Streptomycin and Tetracy
cline· were recuperated almoet totally 
(100%) from the three &eparated fractions 
of milk for eacb antibiotic. 

In gen~ral, ca.-;ein relained almost ha}f 
the total of antibíotic added while cream 
bad retained one third of the added an· 
tibiotic. 
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