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RESUMEN

El uso de antibiéticos como promotores del crecimiento en animales destinados al consumo humano
representa una practica frecuente, dentro de los antibioticos mas usados con esta finalidad se
encuentran las sulfamidas, quinolonas y tetraciclinas. Su aplicacién indiscriminada puede ocacionar
que residuos de estos persistan y puedan ocasionar problemas al consumidor (alergias, problemas
gastrointestinales, desarrollo de resistencias, entre otros), a causa de esta problematica se han
desarrollado diversas metodologias analiticas para la determinacion residuos de estos compuestos.
El analisis de estos analitos en muestras complejas, como la leche, representa un reto ya que
requiere en muchas ocasiones de varias etapas de tratamiento por lo que la preparacion de la
muestra es un punto critico en el analisis de residuos.

Dentro de la etapa de preparacion de muestras para el andlisis de residuos de antibioticos en leche
se encuentran técnicas como: precipitacion, filtracion, centrifugacion, extraccién liquido-liquido,
extraccion en fase sdlida y extraccion en fase solida dispersiva. La principal desventaja de estas
técnicas es que requieren una mayor manipulacion de la muestra lo que puede originar la perdida
del analito.

En la busqueda de nuevas opciones, la extraccion en fase sélida magnética (MSPE) ha sido bien
recibida debido a sus aplicaciones. Esta técnica se basa en la dispersion de un adsorbente
magnético en una muestra liquida. Los analitos adsorbidos sobre la superficie del adsorbente
magnético pueden ser aislados y eluidos mediante el uso de solventes apropiados. La propiedad
mas atractiva de MSPE es el aislamiento facil de los adsorbentes magnéticos de la muestra
mediante la aplicacion de un campo magnético externo, minimizando la manipulacion y el tiempo en
el tratamiento de la muestra. Por lo que la MSPE permite la separacion selectiva de compuestos
organicos como son antibiéticos que se encuentran presentes en matrices complejas.

El presente trabajo presenta alternativas de analisis basadas en el uso de MSPE acoplada a
cromatografia de liquidos de alta resolucién y electroforesis capilar, las cuales se aplican a la
determinacion de residuos de antibioticos en muestras de leche. Las metodologias propuestas son
competitivas respecto a los métodos convencionales, concluyéndose que la aplicacion de MSPE
permite disefiar metodologias robustas, precisas y exactas que dan respuesta a los limites

establecidos por las normativas internacionales.

vii
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Introduccion

1.1 Historia de los Antibiéticos

Las bacterias fueron identificadas por primera vez en 1674 por Anton Van Leeuwenhoeck, sin
embargo no se reconocié su capacidad para provocar enfermedades hasta finales del siglo XIX. Este
descubrimiento realizado por Louis Pasteur inicio la revolucion médica moderna que desencadeno a
mediados del siglo XX el desarrollo de antibioticos. En el afio 1877, Pasteur y Joubert fueron algunos
de los primeros investigadores en reconocer el potencial clinico de productos microbianos como
agentes terapéuticos. Paul Ehrlich fue el primero en formular los principios de la toxicidad selectiva,
es decir, cuando un antibiético afecta a un grupo determinado de microorganismos y establecié las
relaciones quimicas especificas entre los parasitos y medicamentos, el desarrollo de resistencia a
medicamentos en los parasitos y el papel terapéutico para combatir dicha resistencia [Chambers,
H.S. 1996; Madigan, M.T. 2000; Wyngaarden, J. 1994].

En 1908, Paul Gelmo realizd la sintesis de la primer antibidtico (antimicrobiano) denominado
sulfamida (p-amino-benceno-sulfonamida), empleada como producto intermediario en la produccion
de colorantes azo con sulfamidas, sin embargo no fue si no hasta 1930 cuando las sulfamidas se
utilizaron como agentes antimicrobianos en el tratamiento de septiceia estafilocpoccica. En 1928,
Alexander Fleming notd los efectos de la penicilina al dejar un cultivo de estafilococo mientras
vacacionaba. Fleming observd que habia crecido un microorganismo y que ademas, este estaba
atacando a las bacterias. Fleming llamé a este microorganismo penicilina. En 1941 en la llamada
‘Edad de Oro” Howard W. Florey y Ernst B. Chain aislaron una muestra del microorganismo de
Fleming y crearon un nuevo tipo de penicilina un millon de veces méas potente que la muestra
original, con ello comenzo la produccion de la penicilina y su utilizaciéon con buenos resultados en
ensayos clinicos. Simultdneamente con las penicilinas, han sido descubiertos y comercializados otro
tipo de antibiéticos, ademas de modificaciones quimicas a estos compuestos, con lo que se ha
logrado mejorar si actividad antimicrobiana [Appleton, A. 2001; Chambers, H.S. 1996; Young, L.
1994]

El numero de antibiéticos ha ido en aumento a lo largo de los ultimos afios, particularmente de
derivados de nuevas especies, o mutaciones de organismos ya anteriormente estudiados.
Actualmente existen mas de 2500 de antibiéticos registrados, pero el nimero comercializado es

relativamente menor. [Sanjurjo, M. 1997].
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1.2 Antibiéticos

Los antibidticos son sustancias quimicas producidas por diversas especies de microorganismos
(bacterias, hongos y actinomicetos) que suprimen la proliferacion de otros microorganismos
originando su destruccion.

Los antibiticos muestran diferencias notables en sus propiedades fisicas, quimicas y
farmacoldgicas, asi como en sus espectros antibacterianos y en sus mecanismos de accion. Estos
actlan a través de dos mecanismos principales: matando los microorganismos existentes (accion
bactericida), e impidiendo su reproduccion (accién bacteriostatica). El antibiético ideal interfiere en
las funciones vitales de las bacterias sin afectar a las células huésped [Booth, N.H. 1987].

En la actividad de un antibiotico se tiene que tener en cuenta:

e El que un antibiético inhiba 0 mate a una bacteria depende de la concentracion. Para la
mayoria de los antibidticos, a mayor cantidad, mayor accion litica.

o El efecto bactericida también puede depender del tiempo. En el caso de antibidticos
glucopeptidicos y B-lactamicos, es mas importante mantener constante una determinada
concentracion a lo largo del tiempo que emplear una concentracion muy elevada y un
tratamiento corto.

e Los antibidticos pueden actuar juntos de forma sinérgica, antagénica o indiferente.

1.2.1 Clasificacion de los antibioticos
Las multiples clasificaciones existentes presentan diferentes caracteristicas y se basan en distintos
criterios; por tal motivo, es dificil determinar cual es la ideal. De ellas las mas utilizadas son las que

se mencionan a continuacion.

1.2.1.1 Clasificacion por su naturaleza

Los farmacos antibacterianos se dividen en dos grupos: las drogas sintéticas o quimiotérapeuticos y
los antibidticos. Los primeros son aquellos obtenidos por sintesis en un laboratorio, mientras que los
antibioticos son elaborados por el metabolismo propio de seres vivos. Sin embargo, el uso comun a
menudo ha ampliado el termino antibiético de modo que incluya todos los antibacterianos sean o no

sean sintetizados por microorganismos [Chambers, H.S. 1996; Goodman, A. 1993].
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1.2.1.2 Clasificacion segun el efecto de accién

Segun el efecto de su accion sobre las bacterias, los antibidticos se clasifican en bacteriostaticos y

bactericidas, dependiendo si inhiben el crecimiento u originen la lisis de bacteria, respectivamente;

sin embargo esta clasificacion es bastante inexacta, pues los efectos pueden variar en funcion del

tipo de microorganismo y de la concentracion del antibiotico [Alvares, J. 2002; Booth, N.H. 1987;].

1.2.1.3 Clasificacion segun el mecanismo de accion

Los antibidticos se pueden clasificar, en funcién de la via que utilizan para actuar sobre los

microorganismos [Goodman, A. 1993]. De este modo encontramos:

Inhibidores de la sintesis de la pared celular: Las bacterias son microorganismos muy
complejos que al entrar en contacto con los tejidos de los mamiferos necesitan mantener su
integridad, para lo cual, han desarrollado una pared celular rigida. La inhibicién de la sintesis
de la pared bacteriana generalmente tiene un efecto bactericida. La pared de las bacterias
estd constituida por una estructura denominada peptidoglicano, cuya sintesis se divide en
tres etapas principales, cada una de éstas es inhibida por un grupo de antibiéticos diferente.
Los antibiéticos que entran en este grupo son las penicilinas, cefalosporinas, glicopéptidos,
fosfonatos, tercoplaninas y bacitracina.

Modificadores de la funcién de la membrana celular: Compuestos que actiian de modo
indirecto sobre la membrana celular del microorganismo afectado su permeabilidad y
permitiendo la fuga de compuestos intracelulares. La membrana citoplasmica es
fundamental para la regulacién del medio intracelular de la bacteria. Esta membrana tiene
una estructura particular en las bacterias y puede lesionarse por algunos productos, de esta
forma, se obtiene una actividad antimicrobiana selectiva. Los antibioticos que entran en este
grupo son polimixinas, colistinas, anfotricina C.

Inhibidores de la sintesis proteica: dentro de este grupo de antibiéticos, se dividen en
aquellos que actuan alterando la funcionalidad de las subunidades ribosémicas 30S, como
aminoglucdsidos, aminociclitoles y tetraciclinas, y aquellos que actian sobre la subunidad
50S, como macrolitos, lincosamidas y amfenicoles causando una inhibicién reversible de la
sintesis proteica y aquellos que se unen a la subunidad 30S alterando la sintesis proteica y

dando lugar a la muerte celular.
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¢ Inhibidores de la sintesis o funcion de los acidos nucleidos: Estos pueden actuar
mediante tres mecanismos: interfiriendo la replicacién de ADN, impidiendo la transcripcion o
inhibiendo la sintesis de metabolitos esenciales. Entre estos farmacos se encuentran las
quinolonas y rifamicinas.

o Antibiéticos que antagonizan rutas metabdlicas: Por ejemplo, farmacos que interfieren

en la sintesis del &cido folico como sulfamidas y trimetropimas.

En la Figura 1.1 se muestran los lugares de accion de los diferentes tipos de antibidticos [Lehninger,
A.L. 1995].

Sintesis de la pared celular Replicacion del ADN
Clicloserina | Quinolonas
Bacitracina Nitroimidazoles

B-Lactamicos |
Glucopéptidog

ARN-Polimerasa
ADN-Dependiente
Rifamicinas

Metabolismo del
Acido Félico

Trimetropim
Sulfamidas

Sulfonas . . .
Sintesis de proteinas

50S y 30S

Aminoglucdsidos
Macrdlidos
Lincosamidas
Estreptograminas

(Ac. p-aminobenzoico)

Membrana Pared celular '-?-‘gtffanclii?ilﬁzs
Citoplasmica Moo
Polimixinas upirocinas

Figura 1.1. Mecanismos de accion de los diferentes antibiéticos.
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1.3 Empleo de antibiéticos en veterinaria

Los antibidticos se empezaron a utilizar en veterinaria poco después de su aplicacion en medicina
humana. Hoy en dia la gran variedad de antibioticos existentes permiten el tratamiento de
enfermedades infecciosas que afectan tanto a animales de comparia como a los destinados al
consumo humano, permitiendo mantener la salud de la poblacién.

El empleo de antibidticos en animales de compafiia tiene fines terapéuticos y profilacticos, mientras
que en animales productores de alimentos también se pueden utilizar como promotores del
crecimiento afiadiéndolos en dosis subterapéuticas durante periodos de tiempo prolongados
[Madrigal, C.U. 2000].

1.4 Utilizacion de antibiéticos como promotores de crecimiento

Los antibidticos se utilizan ampliamente como aditivos en el alimento y el agua en animales
destinados a la produccion de alimentos. La adicion de antibiéticos en alimentos en pequefias dosis
aumenta el ritmo de crecimiento del animal. Se creé que la forma en que promueven el crecimiento
se debe a la eliminacion de organismos causantes de infecciones subclinicas, a la reduccién de
sustancias toxicas que retardan el crecimiento como el amoniaco, y a la menor destruccion y
competencia por nutrientes en el tracto gastrointestinal por parte de los microorganismos. Como
consecuencia existe una mayor capacidad de adaptacion de los animales a los cambios de
alimentacion y a la administracion de enfermedades causadas por el transporte y los cambios de
medio ambiente, con lo cual se logran mayores ganancias de peso con menor cantidad de alimento
consumido en menores periodos de tiempo [Dibner, J.J. 2005; Eyssen, H. 1963].

El aumento en el crecimiento se describe como una interaccion compleja de factores nutritivos,
fisiolégicos, microbianos y patoldgicos. Esta respuesta es distinta para cada especie animal ain y
cuando pertenezcan a la misma especie, es distinta segun la raza, la edad de los animales, las
condiciones ambientales o el tipo de alimentacion. El indice de conversion del alimento y el indice de
crecimiento suelen aumentar conforme aumenta la dosis del antibiético. Sin embargo el efecto de los
antibidticos es mas notorio cuando se presentan casos de poca higiene, ya que los antibidticos

actuan frente a agentes infecciosos.
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No obstante, es posible diferenciar el efecto estimulante del crecimiento ejercido por los antibioticos
del efecto que tienen como preventivos de enfermedades, sobre todo cuando se trata de antibidticos
que no se absorben en el intestino [Dibner 2005; Eyssen, H. 1963; Visek, W.J. 1978].

De manera simultanea el empleo de antibi6ticos en zootecnia origina ventajas medioambientales, ya
que una mayor productividad permite una reduccion significativa del nimero de animales necesarios
para alimentar una determinada poblacion. Un menor nimero de animales implica una menor carga
para el medio ambiente como resultado menor produccion de metano y menores concentraciones de
nitrogeno y de fosforo en el estiércol y por tanto menor contaminacién en agua.

Sin embargo la utilizacion de antibiéticos como aditivos en alimentos de consumo animal, como
promotores de crecimiento, puede originar varios inconvenientes. Pueden inducir la resistencia a los
antibioticos en los microorganismos, tanto en bacterias que producen infecciones zoonosicas como
en las bacterias patdgenas que actian como reservorios de plasmidos para las bacterias dotadas de
mayor grado de virulencia, dejando residuos de antibioticos en alimentos producidos por dichos

aniamles [Visek, W.J. 1978].

Con el fin de evitar problemas de induccién de resistencias o de residuos en los alimentos, algunas
autoridades sanitarias tanto internacionales como de diversos paises han establecido listas de
antibioticos (Tabla 1.1) que pueden ser utilizados como aditivos en la alimentacion animal [B.O.E
1988; Butaye, P. 2003; Ortega, E. 1988; Walton, J.R. 1983].

Tabla 1.1. Antibiéticos admitidos como aditivos en animales destinados al consumo.

Antibidtico Animal Productor
Bacitracina de zinc Aves, Ternera, Cordero, Cerdo
Espiramicina Aves, Ternero, Cordero, Cerdo
Virginiamicina Aves, Ternero, Cordero, Cerdo, Ganado vacuno
Flavofosfolipol Aves, Ternero, Cordero, Cerdo, Ganado vacuno
Fosfato de tilosina Cerdo
Monensina sodica Ganado vacuno
Avoparcina -
Sanilomicina sodica Cerdo
Avilamicina Aves, Cerdo
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1.5 Utilizacion de antibidticos con fines profilacticos y terapéuticos

La produccion animal a gran escala ha favorecido el desarrollo de productos que protegen la salud
de los animales. Por razones economicas y medioambientales, muchas formas de produccion animal
suponen un gran numero de animales en un espacio reducido. En esta situacion, las infecciones
subclinicas pueden dafar seriamente la productividad de la explotacién, ya que en un momento
dado, pueden alcanzar proporciones clinicas y afectar rapidamente a todos los animales.

Sin embargo, el tratamiento de manera individual para cada animal es practicamente imposible; es
por ello que es de importancia la adicién de antibidticos y otros medicamentos al alimento del animal,
para prevenir enfermedades. Tras la administracién de antibiéticos en veterinaria, es necesario
respetar un plazo de espera o periodo de supresion antes de utilizar todo producto de consumo
proveniente del animal como la carne, leche, huevos o cualquier producto de origen animal, para
que el antibidtico haya sido eliminado totalmente y no queden residuos o que estos se encuentren
por debajo de un limite maximo admisible [Chambers, H.S. 1996; Madrigal, C.U. 2009; Walton, J.R.
1983].

1.6 Residuos de antibi6ticos en alimentos de origen animal: problematica y legislacion

La utilizacién de antibidticos en animales destinados al consumo humano proporciona innegables
ventajas, ya que permite una mejora en la produccidn. Los beneficios alcanzan al consumidor, que
encuentra disponibles con mayor facilidad proteinas de origen animal. Sin embargo, existe la
posibilidad de que residuos de dichos compuestos (0 sus metabdlitos) persistan en el animal y por
tanto pasen a la cadena de alimentacion humana, originando una serie de riesgos que implican
problemas de indole sanitaria (toxicidad y aparicion de resistencias), problemas tecnoldgicos y
analiticos.

El consumo de alimentos de origen animal que contiene residuos de antibiéticos puede producir los
mismos efectos perjudiciales que si los antibiéticos se administraran de forma directa en una dosis
equivalente. Los efectos toxicos en general son poco probables, ya que los residuos se encuentran
en los alimentos en pequefias cantidades, pero en ciertos individuos pueden producir reacciones
alérgicas.

Uno de los principales efectos desde un punto de vista sanitario es el desarrollo de resistencias
bacterianas, la cual se puede extender de un microorganismo a otro pasando de los animales al

hombre.
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La ruta principal por la que pueden transmitirse las bacterias resistentes de los animales al hombre
es el contacto directo con los animales que se encuentran en tratamiento con algun tipo de
antibiotico o el consumo de alimentos de origen animal que contenga residuos de los mismos.

Otra via de transmisién de mayor importancia es el consumo o manipulacion de productos de origen
animal tal y como son: leche, huevos y carne, las cuales pueden contener flora resistente a
antibioticos. La leche generalmente se pausteriza y aunque es poco probable que contenga
bacterias resistentes, sin embargo puede contener residuos de antibiéticos como resultado de la
exposicion a tratamientos terapéuticos o al empleo de los mismos con fines de promotores del
crecimiento [Dibner, J.J. 2005; Errecalde, J.0. 2005; Vipin, K.A. 1992].

1.7 Antibidticos en Leche

El uso de medicamentos veterinarios, y concretamente aquellos de tipo antiinfeccioso, representa
una practica muy frecuente en la crianza y explotacion de ganado, que resulta necesaria para el
mantenimiento de un nivel productivo econdmico.

Actualmente, existe una gran variedad de antibiéticos empleados en el tratamiento de enfermedades
que afectan, tanto a los animales con fines de compafiia como a los destinados a la produccion de
alimentos para consumo humano. Los antibi6ticos se emplean en la industria ganadera de forma
terapéutica, profilactica y como promotores del crecimiento, como el uso de antibidticos en el
tratamiento de la mastitis de las vacas lecheras. En el caso del ganado lechero, el tratamiento de
estos animales se lleva a cabo con agentes antimicrobianos que presentan efectos positivos que se
contrarrestan con el hecho de que pueden aparecer residuos de estos antibiéticos en muestras de
leche, incluso varios dias después de finalizar el tratamiento [Shahani, K.M. 1986].

La presencia de estas sustancias antimicrobianas en leche puede originar ciertas consecuencias
desde el punto de vista toxicoldgico y tecnoldgico. Es por ello que los programas de control se
dedican a controlar la presencia de residuos de estas sustancias antimicrobianas, ya que influyen
directamente en la calidad del mismo [Mol, H. 1975].

El control de la presencia de residuos de antibidticos en la leche se encuentra regulado por
normativas internacionales que establecen la deteccion de residuos de antibidticos empleados con
fines veterinarios en productos de origen animal destinados al consumo humano. Ademas se
especifica que la leche destinada al consumo humano no ha de presentar residuos de antibi6ticos
por encima de los Limites Maximos de Residuos permitidos (LMRs) [Food and Drug Administration
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Reg. 207 1998; Commission Regulation (EU) No. 281/96 1999; Commission Regulation (EU) No
508/99 1999; Commission Regulation (EU) No 37/2010 2010].

Para establecer un control de residuos de antibioticos es necesario conocer la causa de su
presencia en la leche y cuales son las sustancias que se emplean con mayor frecuencia, ya que el
uso de estos puede variar entre distintas zonas. Adicionalmente se debe tener conocimiento de otros
factores que puedan influenciar las caracteristicas de los métodos empleados en su deteccion.

La leche es un producto de alto consumo con un elevado valor nutritivo es considerado un alimento
de gran importancia. Por este motivo se han desarrollado diversos procesos para su control
higiénico-sanitario [Shahani, K.M. 1986].

Algunos antibioticos como las tetraciclinas, quinolonas, sulfamidas, penicilinas, estreptomicina, son
usados en el tratamiento de enfermedades infecciosas asi como para mejorar el rendimiento
productivo del ganado, lo que ha provocado su aplicacién indiscriminada. Sin embargo residuos de
estos antibiéticos pueden inhibir el desarrollo de la flora microbiana que ha podido contaminar un
alimento, de esta forma cuando se realiza un andlisis bacteriolégico puede pasar desapercibida la
presencia de agentes patdgenos; debido a ello se podria permitir la comercializacion de un alimento
potencialmente peligroso o de mala calidad bacteriologica, cuyos agentes patdgenos se desarrollan
una vez que la manipulacién del efecto inhibidor de los antibiticos se haya disipado [Sawant, A.A.
2005; Zwald, A.G. 2004].

Todos estos problemas han ocasionado que ciertas instituciones como en la Unién Europea, Codex
alimentarious y la Food and Drug Administration (FDA) hayan establecido normativas necesarias
para garantizar la seguridad, eficacia y calidad de todos los alimentos de origen animal destinados al
consumo humano [Codex Alimentarius ALINORM 89/31, Appendix VI 1989; Food and Drug
Administration Reg. 207 1998; Commission Regulation (EU) No. 281/96 1999; Commission
Regulation (EU) No 508/99 1999; Commission Regulation (EU) No 37/2010 2010].

Desde el punto de vista de la quimica analitica, el analisis de estos analitos representa un reto ya
que la matriz de trabajo es compleja y se requiere en muchas ocasiones de varias etapas durante el
tratamiento de las mismas como la precipitacion de proteinas y la pre-concentracion. De forma
paralela el uso de técnicas de separacion y andlisis son la alternativa mas utilizada para éste fin, sin

embargo la etapa de la preparacion de la muestra es el punto critico en el analisis de residuos.
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1.8 Preparacion de muestras

El desarrollo de una metodologia analitica para la determinacion de residuos de antibidticos en
muestras de alimentos de origen animal se encuentra influenciado por una serie de etapas
independientes, sin embargo una de las etapas de importancia en un proceso analitico resulta ser la
preparacion de muestras la cual puede repercutir directamente en el resultado analitico. Esta etapa
se basa en la obtencién de una muestra adecuada para su analisis a partir de una muestra real, la
cual consiste en disminuir la concentracion de las sustancias encontradas en muestras de alimentos
de origen animal con excepcion del analito. Una tipica preparacion de muestras implica
principalmente de un cambio en el entorno quimico de la muestra, en el conocimiento de las
propiedades fisicas y quimicas de las especies, asi como de la concentracion del analito, la cantidad
de muestra y la deteccion del sistema [Avila, M. 2001: Chena, Y. 2008; Delgado-Zamarrefio, M.M.
2012; Moats, W.A. 1995].

Cuando se emplean sistemas de deteccion fisicoquimicos, es necesario realizar un procedimiento de
limpieza exhaustivo y extraccion para separar los compuestos de interés de sustancias que se
encuentran presentes dentro de la matriz antes de su deteccion.

La etapa de limpieza puede no ser necesaria en el caso de los analisis microbiolégicos e
inmunoquimicos, ya que para ello solo es necesaria la homogenizacién de la muestra en medio
acuoso para su analisis. Los sistemas de deteccion son usualmente independientes del tamafio de la
muestra, ya que en muchos casos es suficiente una gota o una pequefa porcion de tejido para llevar
a cabo un anélisis.

En la etapa de preparacion de muestra se incluyen todas las técnicas que involucran la manipulacién
de la muestra para la separacion de los analitos de la matriz analitica, su aislamiento libre de
interferencia que pueda encontrarse presente en la matriz antes de su identificacion y cuantificacion.
Los meétodos de preparacion de muestras de leche durante el desarrollo de una metodologia
analitica para la determinacion de residuos de antibioticos pueden ser variados. La eleccion de las
etapas depende de las caracteristicas fisico-quimicas que presenta cada especie de
antimicrobianos. La etapa de pretratamiento incluye procedimientos como: precipitacion, filtracion,
centrifugacién, mientras que la etapa de pre-concentracion involucra sistemas de extraccién liquido-
liquido (LLE), extraccion en fase sélida (SPE) y extraccion en fase sélida dispersiva (DSPE)
[Botsoglou, N.A. 2001; Ridgway, K. 2007; Santos, S.M. 2007; Zhang, Y. 2013].
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La leche es un alimento complejo en su composicién, desde un punto de vista fisico-quimico, es un
sistema coloidal constituido por una solucion acuosa que contiene principalmente lactosa, sales y
otros elementos en estado de disolucion; las proteinas que la conforman se encuentran en un estado
de suspensidn, mientras que las grasas se encuentran emulsificadas. Dependiente de las
caracteristicas de los analitos, éstos pueden formar parte de la fase acuosa o de la fase lipidica.
Adicionalmente la interaccion de los mismos con las proteinas condiciona el uso de etapas
adicionales en el pretratamiento, lo que se relaciona con la constante de afinidad analito-proteina
[McCarthy, O.J. 2002; Park, Y.K. 2007; Raynal-Ljutovac, K. 2008; Singh, H. 2011].

Uno de los procedimientos mas utilizados en el analisis de leches incluye la precipitacion de
proteinas disminuyendo el valor del pH o adicionando disolventes organicos como metanol o
acetonitrilo. En el caso de analitos hidrosolubles se aisla la fase liquida para su tratamiento, mientras
que para el caso de analitos liposolubles se analiza la fase sélida. La separacién de ambas fases se
realiza de manera convencional mediante filtracion o centrifugacion, siendo la Ultima la mas utilizada
debido a que se obtienen mejores recuperaciones en el analisis de trazas. [Park, Y.K. 2007; Singh,
H. 2011]

Debido a que en el presente proyecto se analizan antibidticos hidrosolubles, a continuaciéon se
presentan las técnicas de preconcentracién mas utilizadas en el analisis de estos analitos en

muestras de leche.

1.8.1 Extraccion liquido-liquido (LLE)

La LLE es uno de los procedimientos mas empleados en el pretratamiento de muestras. Esta técnica
se basa en el reparto del analito entre dos solventes inmiscibles: uno de los liquidos es un solvente
acuoso (suero lacteo) mientras que el otro es un solvente organico. La LLE es considerada una
técnica relativamente rapida, simple y flexible ya que se puede aplicar a diversos tipos de matrices,
desde componentes con una elevada polaridad hasta no polares y puede presentar un asilamiento
selectivo [Koltho, .M. 1969; Valcarcel, M. 1988].

En LLE a menudo se aplica para aislar los analitos de interés en un solvente organico y
posteriormente se preconcentran las sustancias extraidas mediante la evaporacion del solvente. Sin
embargo si se emplean técnicas como cromatografia en fase inversa para su analisis, los analitos
requieren una etapa de cambio de fase para poder ser inyectados a la fase polar que fluye a través
de la columna cromatografica [Valcarcel, M. 1988].
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Los métodos oficiales establecen el solvente de extraccion adecuado para un determinado analito,
en el caso principalmente del analisis de residuos de antibiéticos generalmente se utilizan solventes
no polares como hexano, diclorometano, acetato de etilo, cloroformo o mezclas de ellos; en algunos
casos se requiere del control de pH en la fase acuosa cuando los analitos presentan propiedades
acido-base. Algunos solventes organicos con bajo peso molecular como: alcoholes, cetonas,
aldehidos y acetonitrilo resultan ser inadecuados en una LLE debido a que son miscibles en la fase
acuosa.

Existen diversas maneras de hacer mas selectivas las LLE entre las cuales destacan: la adicion de

sales inorganicas, el pH de la fase acuosa y la formacién de pares iénicos [Horwitz, W. 2005].

1.8.2 Extraccion en fase solida (SPE)
La SPE es una técnica desarrollada a mediados de los afios 70 como alternativa a la LLE. Hoy en
dia es la técnica de preparacién de muestra mas utilizada. Con la SPE se consigue concentrar y
purificar los analitos mediante su retencién en una fase sélida o una fase liquida inmovilizada sobre
un adsorbente solido, para su posterior elucién mediante la adiciéon de un solvente adecuado [Fritz,
J.S. 2000; Liska, 1. 2000; Wachob, G.D. 1983]. La SPE ofrece una serie de ventajas relevantes sobre
las técnicas de extraccion convencionales entre las que se destacan:

e Baja manipulacién de la muestra

e Técnica relativamente rapida

e Elevada eficiencia de concentracién

e Menor consumo de solventes en comparacion con LLE

e Ausencia de emulsiones

e Posibilidad de automatizacion

o Versatilidad en el tipo de adsorbentes utilizados

El adsorbente de extraccion en SPE esta dispuesto en tres posibles formas: en forma de discos,
cartuchos vy jeringas (Figura 1.2). El primero se utiliza principalmente para concentrar grandes
volumenes de muestras (2 a 4 1), permitiendo flujos de paso del liquido muy elevados debido a la
escasa resistencia al paso de muestra que poseen, mientras que los cartuchos y jeringas pueden ser

facilmente integrados en sistemas en linea, generalmente cromatografia de liquidos.
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De este modo, la manipulacion de la muestra es minima, aunque los volumenes concentrados son

inferiores a los empleados en las aplicaciones fuera de linea.

Figura 1.2. Formas de SPE: Jeringa, cartuchos y discos.

El proceso de concentracién de la muestra en SPE consta de las siguientes etapas basicas (Figura.
1.3): a) acondicionamiento de la fase estacionaria, b) paso de la muestra a través del material

adsorbente, c¢) lavado y d) elucion.

Pasode Lavado Elucién de
Acondicionamiento  muestra de los
columna compuestos

[ ] (
Eliminacion Analito
de
Interferentes

Figura 1.3. Esquema de preparacién de muestras mediante SPE.

Los cartuchos de SPE son fabricados de polipropileno o polietileno con la finalidad de eliminar la
adsorcion irreversible de los analitos en su superficie, son rellenos con particulas porosas con un

didmetro de 40 um.
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Las mas comunes son las de silices enlazadas, polimeros de tipo estireno-divinilbenceno, carbdn
grafitado, silicato de magnesio, silica gel y oxidos de aluminio (Tabla 1.2) [Hennion, M.C. 2000;
Leon-Gonzalez, M.D. 2000; Liska, 1. 2000; Poole, C.F. 2000].

Tabla 1.2. Adsorbentes mas comunes en SPE.

Adsorbente Tipo de fase Estructura
Octadecilsilano (C1s) Inversa -Si-(CH2)17-CHs
Octilsilano (Cs) Inversa -Si-(CH2)7-CHs
Fenilsilano Inversa -Si-Ph
Silice Normal -Si-OH
Cianopropil Normal -Si-(CH2)3-CN
Diolsilano Normal -Si-(CH2)4-CHOH-CH20H
SCX Intercambio I6nico -Si-(CH2)3-SO3
SAX Intercambio I6nico -Si-(CH2)3-N*CHs
CBA Intercambio l6nico -Si-(CH2)3-CO0O-
Amberlita XAD-2 Polimérica Poliestireno-divinilbenceno
Bond Elut ENV+ Polimérica Poliestireno-divinilbenceno
Isolute ENV* Polimérica Poliestireno-divinilbenceno
Oasis HLB Polimérica Divinilbenceno-vinilpirrolidona

Hoy en dia existen una gran cantidad de adsorbentes con caracteristicas polares, no polares o
intercambio i6nico; estos son disefiados para ser empleados en fase normal, fase inversa e
intercambio ionico respectivamente. La SPE permite un alto grado de selectividad a través del uso
de adsorbentes adecuados o con una apropiada combinacion de una serie de ellos, los cuales por
sus caracteristicas mejoran la selectividad de la extraccién [Fritz, J.S. 1999; Pesek, J.J. 2000;
Pichon, V. 1996; Poole, C.F: 2000; Thurman, E.M. 1998].

Dentro de las aplicaciones encontradas para los analitos estudiados, la SPE es una de las técnicas
de pre-concentracion de muestras de mayor empleo en la actualidad. Por ejemplo en la pre-
concentracion de antibioticos en alimentos, los cartuchos mas empleados son silices funcionalizadas
y materiales poliméricos (C18, Oasis HLB) [Tang, Q. 2009; Vera-Candioti, L. 2010; Zhou, J. 2009].
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Sin embargo, en afios recientes se han empleado adsorbentes con caracteristicas de polaridad
mixta (Oasis MAX-MCX) para la extraccion conjunta de ciertos antibioticos. Los solventes
comunmente usados en la elucion de estos analitos son acetato de etilo, acetona, metanol y
acetonitrilo [Lara, F.J. 2006; Koesukwiwat, U. 2007].

El uso de algunas de estas técnicas usualmente requieren del empleo de solventes tdxicos e
inflamables, asi mismo en muchos casos se requieren del uso de grandes volumenes de solventes y
por tanto: suelen ser costosos, conllevan a una extensa manipulacion de la muestra ya que son
métodos de extraccion laboriosos lo cual puede originar la perdida de los analitos de interés. Durante
los ultimos afios se han desarrollado alternativas de extraccion y limpieza que permitan una mayor
interaccion entre la fase solida y la muestra, con la finalidad de incrementar la precisién y exactitud

del método asi como en su rendimiento [Hyun-hee, C. 2009; Wang, L. 2012)].

1.8.3 Extraccion en fase sélida dispersiva (DSPE)

La extraccion en fase sélida magnética (DPSE) ha sido una técnica novedosa desde su aparicion en
el afio de 1989. Esta técnica ha sido aplicada en la preparaciéon y extraccion de residuos de
sustancias quimicas en matrices complejas como son algunos alimentos. La DSPE consiste en la
adicion de un adsorbente sélido (silice y polimeros) de manera directa a la muestra liquida, para
posteriormente dispersarlo mediante agitacion de la mezcla. Esta metodologia favorece el contacto
entre el adsorbente y los analitos de interés [Fagerquist, C.K. 2005; Posyniak, A. 2005; Plossl, F.
2006].

El adsorbente empleado es derivatizado previamente produciendo la unién de una fase organica en
la superficie del adsorbente con grupos alquilicos. Dicho proceso favorece un incremento en la
afinidad entre el adsorbente y los analitos de interés proporcionando un mayor rendimiento en la
extraccion de los mismos y un menor tiempo de tratamiento. Posteriormente a la etapa de extraccion
se lleva a cabo la separacion de la fase sélida presente en dicha suspension por lo que se requiere
de una etapa adicional como una filtracion o centrifugacién. El sedimento separado de la fase liquida
es tratado con un solvente adecuado para eluir los analitos retenidos [Chafer-Pericas, C. 2013; Diez,
C. 2006; Silva, C.L. 2012].

El uso de la DSPE posee la ventaja de ser considerado como un método de extraccion y limpieza a
microescala. La DSPE permite disminuir los limites de deteccion (LOD), emplear una menor cantidad

de disolventes organicos durante el tratamiento de la muestra, minimizando costos en el tratamiento
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de muestras comparando con otras técnicas clasicas como son LLE y SPE [Diez, C. 2006; Posyniak,
A. 2005; Silva, C.L. 2012].

La principal desventaja de la DSPE es el aislamiento de la fase sélida, sin embargo recientemente
se han evaluado el uso de adsorbentes compuestos que mejoren la separacion entre ambas fases.
El uso de adsorbentes paramagnéticos ha permitido mejorar el aislamiento de la fase solida
mediante la aplicacién de un campo magnético externo, dando lugar a una nueva variante de DSPE

denominada extraccion en fase solida magnética (MSPE).

1.8.4 Extraccion en fase sélida magnética (MSPE)

La Extraccién en fase sélida magnética (MSPE) es una de las técnicas de extraccion con mas
desarrollo en los ultimos afios. Su origen surge a partir de la combinacién de la extraccion en fase
solida dispersiva y las separaciones magnéticas; fue descrita por primera ocasién por Safarikova en
1999, donde desarrollé el aislamiento de colorantes organicos mediante el empleo de un adsorbente
de ftalocianina de cobre unida a magnetita silanizada y carb6n vegetal magnetico [Safarikova, M.
1999]. A partir de este reporte se han disefiado nuevas metodologias de separacion aplicadas a la
determinacion de diversos analitos en muestras complejas [Safarik, 1. 1999; Safarik, |. 2006].

La principal ventaja de esta técnica es que los adsorbentes empleados son dispersados en la
muestra, favoreciendo el contacto entre los analitos y la fase sélida. Los adsorbentes utilizados
mediante MSPE son diversos y con caracteristicas mas especificas que otras técnicas como SPE y
DSPE. Adicionalmente éstos pueden ser aislados de la matriz analitica con mayor facilidad sin
originar alguna pérdida del analito y ser reutilizados para anélisis posteriores, haciendo de la MSPE
una técnica robusta que permite disminuir el tiempo de tratamiento de la muestra [Safarikova, M.
1999; Aguilar-Arteaga, K. 2010; Sasaki, T. 2011].

En afios recientes, la MSPE se ha enfocado al desarrollo de adsorbentes que posean propiedades
magnéticas con la finalidad de ayudar en la preconcentracion de diversos analitos. La mayoria de
estos adsorbentes magnéticos combinan elevadas superficies de contacto, por lo que estos pueden
ser aislados facilmente de la matriz analitica mediante la aplicaciéon de un campo magnético externo

asi como su empleo en volumenes elevados de muestra.
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De manera general, los adsorbentes empleados en MSPE se encuentran compuestos por dos fases.
Una fase magnética compuesta principalmente por minerales de hierro u dxidos de hierro como
magnetita (Fe3Os), maghemita (y-Fe203) y una segunda fase formada por diversos materiales, entre
los cuales se encuentran polimeros organicos, inorganicos y otros oxidos metalicos. Los materiales
que se han aplicado principalmente son silices modificadas (C1s, Cs y grupos fenilo), polimeros
molecularmente impresos y recientemente nanotubos de carbono y grafeno [Aguilar-Arteaga, K.
2010; Meng, J. 2011; Sasaki, T. 2011; Tang, H. 2012; Zhang, X. 2011].

Los adsorbentes més utilizados son los derivados de silices funcionalizadas, la preparacion del
adsorbente magnético se realiza de manera convencional a través de la polimerizacion de
monomeros funcionalizados de silicio en presencia de monémeros entrecruzantes y la fase
magnética. La cadena alquilica presente en el monémero es la encargada de la interaccidn con los
analitos contenidos en la muestra y por tanto contribuyen en el proceso de una extraccion selectiva.
Las interacciones principales involucran la biocompatibilidad, fisisorcion, quimisorcién y
reconocimiento de forma [Zhang, X. 2011; Aguilar-Arteaga, K. 2010].

Las fases presentes en los adsorbentes magnéticos pueden presentar diversas formas, entre la cual
se destacan la tipo core-shell como la morfologia més frecuente, esta se caracteriza porque su
centro es formado por la fase magnética, mientras que el recubrimiento esta compuesto por
mondmeros polimerizados de diferente naturaleza u otros materiales. Sin embargo la morfologia que
presentan dichos adsorbentes se puede ver influenciado por el método de sintesis empleado, tiempo
de reaccion, temperatura del sistema, catalizador, asi como la calidad de los reactivos empleados
[Dodi, G. 2012; Hong, R.Y. 2008; Yi-Ran, C. 2011].

Usualmente el empleo de diversas metodologias de extraccion y limpieza en la obtencién de
antibioticos en muestras de alimentos como LLE, SPE y DSPE requieren de técnicas adicionales
como filtracién o centrifugaciéon que pueden originar una pérdida de del analito y por consiguiente
una disminucién de la precision y exactitud del método. Es por ello que el uso de los sélidos
magnéticos es una alternativa para el aislamiento y la preconcentraciéon de diferentes especies
quimicas. Las etapas basicas del uso de la MSPE involucran la a) activacion, b) extraccion, c)
aislamiento-lavado y d y e) elucién, las cuales se representan en la Figura. 1.4,
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Figura 1.4. Etapas basicas de la MSPE. a) activacion, b) extraccién, ¢) aislamiento-lavado, d y e) elucién.

La MSPE ha demostrado una serie de ventajas tales como: disminucion del tiempo de tratamiento de
la muestra, disminucion del uso de solventes, asi como el facil manejo de muestras de alto volumen.
La metodologia ha sido aplicada al analisis de contaminantes organicos, antibioticos, anti-
inflamatorios, pesticidas asi como en el aislamiento de células que estan presentes en diferentes
matrices [Aguilar-Arteaga, K. 2010; Meng, J. 2011; Safarik, |. 2002; Zhang, X. 2011].

Una vez elegida la técnica de tratamiento de la muestra, se debe seleccionar la técnica de analisis.
Para el analisis de varias especies se utiliza de manera convencional técnicas de separacion
instrumentales como cromatografia de gases (GC), cromatografia de liquidos de alta resolucién
(HPLC) y electroforesis capilar (CE). Las caracteristicas de los antibioticos limitan su aplicacién a las
dos Ultimas, por lo que el presente trabajo pretende evaluar la combinacion de la MSPE con HPLC y
CE en el andlisis de residuos de antibidticos en muestras de leche. El disefio de dichas

metodologias contribuye al desarrollo de estrategias de analisis de residuos en muestras complejas.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL
Aplicar la extraccion en fase sélida magnética acopladaa sistemas de separacidn instrumentales

para el analisis de residuos de antibioticos en leche

Objetivos especificos

1. Desarrollar un sistema de analisis de Sulfamidas en leche mediante la combinacion de
extraccion en fase solida magnética y cromatografia de liquidos de alta resolucion.

2. Desarrollar un sistema de analisis de Quinolonas en leche mediante la combinacién de
extraccion en fase sélida magnética y electroforesis capilar de zona.

3. Desarrollar un sistema de anélisis de Tetraciclinas en leche mediante la combinacion de
extraccion en fase sdlida magnética con electroforesis capilar de zona y cromatografia de

liquidos de alta resolucién.
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Sulfamidas

3.1 Historia de Sulfamidas

Uno de los primeros antibioticos utilizados en medicina humana y medicina veterinaria para el
tratamiento de las infecciones bacterianas fue la familia de las sulfamidas (SAs). La primera
sulfamida fue sintetizada por Paul Gelmo en el afio de 1908 denominada p-amino-benceno-
sulfonamida. Poco tiempo después la I.G. Farbenindustrie como parte de una investigacion en el
desarrollo de colorantes, emple6 este compuesto como producto intermediario en la produccion de
colorantes azo con sulfamidas y grupos sustituidos de acidos sulfamidicos para encontrar un
colorante capaz de tefiir selectivamente las células bacterianas [Geissman, C.A. 1973; Parra-
Salgado, J. 2002]. Sin embargo no fue hasta en 1930 cuando las sulfamidas se utilizaron como
agentes quimioterapéuticos cuando Mietzsch completo los trabajos de sintesis de una sustancia
denominada Atebrin, predecesora del Protosil el cual habia sido descubierto en el afio de 1923 por
Foerster de Dusseldorf, trabajando en la produccién de colorantes empleando derivados de
benceno, a partir de los cuales elabord un colorante rojo (Prontosil), el cual utilizo diez afios después
en un lactante de 10 meses de vida con septiceia estafilocpoccica, en quien se logré su curacion
[Vicente, D. 2010].

Sin embargo, no se prestd gran atencion a estos procesos en la quimioterapia hasta que otros
investigadores se interesaron en ésta molécula. No fue sino hasta en 1934 cuando Gerhard Domagk
(director de investigacion de la I.G. Farbenindustrie) baséndose en las investigaciones de Klarer y
Mietzsch quienes habian estudiado la actividad del Prontosil (clorohidrato de 4-sulfamida-2",4 -
diaminoazobenzol), contra estreptococos. Los experimentos demostraron que el Prontosil ejercia
una importante accién destructiva sobre estreptococos (especificamente contra el hemolitico) y
estafilococos en tejidos animales en un plazo breve.

Domagk sugirié que esta sustancia no era bactericida, sino que atenuaba la actividad bacteriana
permitiendo actuar a los mecanismos inmunolégicos por lo que se le atribuyd haber descubierto el
valor quimioterapéutico de este farmaco, por lo que en 1935 se llevaron a cabo diversas
investigaciones que confirmaron la especificidad del Prontosil sobre enfermedades como: neumonia,
meningitis, gonorrea, tromboflebitis, artritis, infecciones urinarias, entre otras infecciones producidas
por los estreptococos in vivo, siendo completamente inocuo fuera del cuerpo [Domagk, G. 1935;
Parra-Salgado, J. 2002].
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De igual manera en 1935 algunos investigadores franceses (Tréfouel, Bovet, Fourneau) llegaron a la
conclusién de que quiza la actividad de este compuesto no tenia nada que ver con sus propiedades
como colorantes, sino que podia ser resultado de su conversion en p-aminobencensulfonamida

(sulfanilamida) por reduccion:

NH,
NH,
reduccion
HoN N==N SO,NH, ———>
in vivo

SO,NH,
Sulfanilamida

Este razonamiento condujo al ensayo de la sulfanilamida y permitié confirmar la hipotesis de que
esta era la sustancia activa. A partir de ese momento la atencién que se habia dedicado a los azo-
colorantes, se dirigié al estudio de sulfanilamidas sustituidas [Geissman, T.A: 1973; Korolcovas, A.
1983].

La sulfanilamida fue el origen de toda gran variedad de derivados. En 1938 se conocid la
sulfapiridina, con un mayor espectro de actividad, e indicada en el tratamiento de neumonias,
meningitis e infecciones estafilocdcicas, pero presenté efectos adversos y fue rechazada. En 1940
surgieron nuevos farmacos como sulfatiazol (STZ), sulfacetamida (SAM), sulfadiazina (SDZ), y
sulfametazina (SMZ), muchos de los cuales aparecieron ante la necesidad de salvar vidas durante la
Segunda Guerra Mundial. La SDZ inducida en 1941 fue ampliamente utilizada por su escasa
toxicidad. En afios anteriores al surgimiento de las penicilinas, las sulfamidas fueron los agentes
fundamentales de la quimioterapia antibacteriana, evitando millones de muertes. Actualmente existe
una extensa lista de tales compuestos se aplican en medicina como agentes antibacterianos

efectivos contra una gran variedad de enfermedades de origen bacteriano [Garcia-Rodriguez, J.A].
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3.2 Clasificacion

La clasificacion de las SAs puede presentarse mediante diversos criterios tales como su espectro de
actividad, la duracion de su accion, uso terapéutico y estructura quimica. Segun este ultimo criterio,
existen numerosos compuestos derivados de las sustituciones de un atomo de hidrogeno en el
nitrégeno del grupo anilico (N1) y en el nitrdgeno del grupo sulfamidico (N2) o en ambos a la vez
(Figura 3.1).

(0]
. I/
H/ |C|) \H
Derivados Ni-Rz N2-R1
p-aminobencensulfamida H H
Heterociclos Aromaticos H Heterociclos Aromaticos
R R
Derivados tipo azoico R3-N=Nj- H

Figura 3.1. Estructuras Quimicas derivados de sulfamidas.

Sin embargo cuando la clasificacion se hace desde el punto de vista de su aplicacion terapéutica,
existen SAs sistematicas, intestinales, urinarias, oftalmoldgicas y de usos especiales. Por ultimo, sus
caracteristicas farmacocinéticas permiten distinguir entre SAs de eliminacion rapida, media, lenta y

ultralenta.

3.3 Propiedades Fisicoquimicas

La mayoria de las SAs por lo general se presentan en forma de sdlidos cristalinos, blancos o
amarillentos, de sabor amargo. La mayoria son poco solubles en agua, sin embargo estas suelen ser
solubles en disolventes organicos polares como etanol, acetona y N-N'-dimetilformamida e
insolubles en disolventes no polares como cloroformo y dietileter. Son sustancias de naturaleza
anfotera ya que mientras el grupo amino les confiere un caracter basico, el grupo sulfonamido

(SO2NH,) les otorga caracteristicas acidas [Botsoglou , N.A. 2001].
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La existencia de diversos grados de ionizacion para las SAs se relacionan con sus constantes de
disociacion acidas (pKa) (Figura 3.2). Los valores de pKa de las SAs en solucién acuosa son de 1.49
y 7.12. Para una sulfamida, el valor de la constante de disociacion &cido-base influye sobre su
actividad quimioterapéutica, que sera maxima en aquellas con valores de pKa comprendidos entre
6.0 y 7.5 No obstante, esta hipotesis no es aplicable a todos estos farmacos, dado que muchos de
ellos poseen una gran actividad encontrandose su pKa fuera del intervalo. También la actividad se
ha relacionado con su capacidad de combinacion con las proteinas plasmaticas por fuerzas de tipo
hidréfobo y de atraccion iénica, aunque es la parte sin combinar la importante desde el punto de
vista de actividad [Korolkovas, A. 1983; Sanli, S. 2009].

H
——N——R —— —N——R + H+

O—wn——0
O—wn——0~0

— N—R —N—R + H

i=l
~
&
N

g
o3

(o]
(o]

Figura 3.2. Grados de ionizacion para Sulfamidas.

La estructura minima para que una sulfamida presente actividad antimicrobiana se puede resumir en
la propia sulfanilamida. EI grupo p-NH2 (N2) es esencial y puede sustituirse Unicamente por radicales
que se trasformen en un grupo amino libre. La acetilacion de este grupo produce la perdida de la
actividad antimicrobiana. EL grupo -SO- no es esencial en si, pero la caracteristica importante es
que el azufre esta ligado directamente al anillo bencénico. Las sustituciones en este grupo modifican
las caracteristicas farmacocinéticas, pero no la actividad antibacteriana. Las sustituciones en el
grupo amida (N+1) origina efectos variables en la actividad antibacteriana de la molécula. No obstante,
la sustitucion del nacleo aromatico heterociclico en N1 genera compuestos con actividad mayor
[Goodman, A. 1993].
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En cuanto a su actividad antimicrobiana, son consideradas como compuestos de amplio espectro de
actividad en la mayoria abarca microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos, aunque
actualmente abundan cepas bacterianas que han desarrollado mecanismos de resistencia como
resultado de los més de cincuenta afios de uso.

Las SAs se metabolizan principalmente en el higado, aunque también se dan procesos de
transformacion en otros organos. Las reacciones mayoritarias que tienen lugar son la N-acetilacion,
glucuronidacién e hidrocilacion. La acetilacion transforma la sulfamida en un compuesto mas toxico e
inactivo; la glucuronidacion también la inactiva, pero reduce su toxicidad por su mayor solubilidad
[Botsoglou, N.A. 2001].

3.4 Mecanismo de Accion

Las SAs presentan accion bacteriostatica al actuar sobre bacterias en fase de crecimiento, como
antimetabolitos por inhibicidn competitiva en la sintesis de acido félico. Las SAs son analogos
estructurales competitivos del acido p-aminobenzoico (PABA), impiden que la bacteria utilice de
manera normal el PABA en la sintesis del acido félico (acido pteroilglutamico) e inhiben la
incorporacion de este a la pteridina, para formar el acido tetrahidropteroico, presentando una gran
afinidad por la tetrahidropteroico-sintetasa. La consecuencia de esta alteracion de la sintesis de
acido félico es una disminucion de nucleétidos, con inhibicién del crecimiento bacteriano [Fildes, P.A.
1940; Vicente, D. 2010; Woods, D.D. 1940].

Son quimioterapéuticos de amplio espectro de actividad frente a cepas de bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas, e inhiben las enzimas responsables de la condensacion del pirofosfato de la 2-
amino-4-oxo-6-hidrocimetildihidropteridina, con el acido p-aminobenzoico (PABA).

Su efecto antimicrobiano para el PABA, compite por las mismas enzimas responsables de la sintesis
del &cido folico, o bien la disminucién de la sensibilidad de estas enzimas por la sulfamida, son los
mecanismos a los que se debe la resistencia de los microorganismos a estos farmacos. Estos
mecanismos condicionan resistencia cruzada entre todas las SAs, pero no con el resto de
antibioticos y quimioterapéuticos [Eliopoulus, G.M. 2001; Karpanoja, P. 2008].

Hoy en dia la gran variedad de SAs existentes permiten el tratamiento de enfermedades infecciosas
permitiendo mantener los niveles de salud. Sin embargo el empleo de SAs ademas de sus
propiedades terapéuticas y profilacticas, en animales productores de alimentos estos son

implementados como promotores de crecimiento en periodos de tiempo prolongados.
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La determinacién de residuos de SAs en productos de origen animal ha sido el principal objetivo en
el desarrollo de estudios analiticos empleando diversas técnicas instrumentales entre las que se
destacan los inmunoensayos, métodos espectrofotométricos, técnicas de separacion como
cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) con deteccidn ultravioleta y su acoplamiento con

espectroscopia de masas (MS) y electroforesis capilar (CE).

3.5 Métodos de analisis para la determinacion de sulfamidas

3.5.1 Métodos espectrofotométricos

Las SAs son compuestos que pueden ser determinados cuantitativamente mediante técnicas
espectrofotometricas basadas en la formaciéon de compuestos cromoéforos. Uno de los métodos
desarrollados en el andlisis de SAs. El método se basa en la formacion de un complejo SAs-7,7,8,8-
tetracianoquinodimetano a pH 9.0-9.5 originando productos de color azul presentando un méximo a
578 nm. El método fue aplicado en la determinacion de benzo-SAs en formulaciones farmacéuticas,
alcanzando limites de deteccion en el orden de mg ml-* [Am, M. 1998].

Uno de los métodos espectrofotométricos desarrollados en el analisis de SAs se ha empleado en la
determinacion de SAs en algunos farmacos. El método se basa en la diazotizacion de seis diferentes
derivados de SAs y su acoplamiento con 8-hidroxiquinolina en medio basico para dar un cromaéforo
color rojo con un maximo de absorcion a 500 nm. Los limites de cuantificaciéon (LOQ) y limites de
deteccion (LOD) se encuentran en el orden de 0.11-0.18 y 0.03-0.05 mg ml, respectivamente. El
método es aplicado en la determinacién de SAs en formulaciones farmacéuticas [Nagaraja, P. 2007].
Una de las estrategias para la determinacion espectrofotométricamente de SAs en formulaciones
farmacéuticas y en fluidos biolégicos se basa en el acoplamiento de diazo-SAs con floroglucinol en
un medio acido produciendo un cromaéforo color amarillo con un maximo de absorcion a 420 nm

permitiendo alcanzar concentraciones en el orden de mg ml-' [Upadhyay, K. 2012].
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3.5.2 Métodos electroanaliticos

El desarrollo de metodologias de deteccion de residuos de SAs ha motivado diversos estudios
electroquimicos para esta clase de compuestos. De acuerdo a este desarrollo se ha descrito el uso
de electrodos de grafito en el analisis de SAs en muestras de leche. El método se basa en la medida
de la sefial de oxidacion de las SAs mediante amperometria, alcanzando limites de deteccion en el
orden de umol I! [Diez, R. 2008].

Recientemente se ha descrito el empleo de electrodos de grafito modificados con adsorbentes
magnéticos donde se inmoviliza un anticuerpo (anti-sulfamida). El método permite cuantificar SAs en
muestras complejas como leche con base en una reaccion inmunoldgica selectiva. El método se
aplico al analisis de SAs en leche provenientes de diferentes marcas encontrando concentraciones
en la muestra en el orden de 0.74-2.04 mmol I' [Zacco, E. 2007]. Siguiendo la misma tendencia se
han empleado electrodos serigrafiados para la deteccién amperométrica de residuos de SAs en
muestras de leche. El anticuerpo es inmovilizado covalentemente al acido 4-aminobenzoico,
depositado en la superficie del electrodo. Le metodologia desarrollada muestra niveles de deteccion

en el orden de los pg I en la determinacidn de 6 SAs en muestras de leche [Conzuelo, F. 2012].

3.5.3 Electroforesis capilar

La técnica de electroforesis capilar (CE) ha sido una de las técnicas de mayor uso en la actualizad
en el analisis de farmacos, entre los cuales se destaca la determinacion de SAs en muestras
complejas como leche, carne, pollo y agua, debido a que se le considera como una técnica eficiente,
de alta resolucion, automatizada, compatible con diversos detectores, y bajo consumo de solventes.
La CE es un método muy sensible que determina diversos tipos de SAs generalmente se utilizan
electrolitos soporte que contienen iones fosfato, acido bérico-alcohol polivinilico, acetato de amonio-
acido formico. Los voltajes de separacién y sus longitudes de deteccion son variados. Entre los
sistemas de deteccién mas reportados en el analisis de SAs se encuentran detectores: ultravioleta-
visible (UV-Vis), espectroscopia de masas (MS), y fluorescencia (FL). La Tabla 3.1 muestra ejemplos

de la aplicacion a diversas muestras.
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Tabla 3.1. Determinacion de sulfamidas en leche mediante CE.

. Método Limite de .
Detector Condiciones CE N N Referencia
Extraccion deteccion
Voltaje separacion: 25 .
SPE: Oasis _
MS kV Ming-Ren,
. HLB, Sep-pak 5-10 ug Kg*
Carne Buffer: fosfato de sodio . S.F. 2003
alumina
35 mM pH 6.5
Voltaje separacion: 30 Precipitacion,
Kv Centrifugacion,
FL (404 nm) . . o Wang, L.
Buffer: acido borico derivatizacién de 0.2-2.3 g I
Leche o 2012
5mM-polivinil alcohol 1% SAs con
(W/v) fluorescamina
. Voltaje separacion: 25 . N
UV-Vis W Microextraccion
(270 nm) polimérica 3.49-16.7ng g1 Li, T. 2008
Buffer: fosfatos (HPO42-, o
Pollo monolitica
H3PO4) 100 mM pH 7.3
Voltaje de separacion: g
Extraccion por
25kV. o
MS liquidos
Buffer: acetato de . 12.5 ug Kg! Font, G. 2007
Carne o . presurizados,
amonio-acido férmico 50 .
SPE: Oasis HLB
mM pH 4.5
. Voltaje separacion: 25
UV-Vis
kV . Lara, F.J.
(264 nm) SPE: QOasis HLB 0.3-0.6 ug I*
Buffer: NaxHPOq- 2009
Agua
NaH2POs 5 mM pH 7.3
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3.5.4 Cromatografia de liquidos de alta resolucion

El andlisis de SAs mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion ha sido una de las técnicas
con mayor aplicacion y es considerada como método de referencia en la determinacion de residuos
de SAs en muestras complejas como la leche. La separacion de esta familia de antimicrobianos
involucra el uso de columnas en fase reversa (C1g y Cg) La fase movil consta principalmente de
mezclas de acetonitrilo, metanol y soluciones acuosas de &cido oxalico, acido formico, acetato de
amonio Y fosfatos. La proporcién adecuada de estos solventes permite una buena separacion de las
muestras.

Para el analisis de SAs en muestras de leche se realizan etapas de limpieza por extraccion en fase
solida empleando cartuchos Oasis HLB, Sep-pak, de intercambio ionico (SampliQ SCX), sin
embargo en todos los casos se requieren etapas de precipitacion, centrifugacion vy filtracion. Para la
deteccion de esta familia de antimicrobianos se ha reportado el uso de la espectrofotometria de
adsorciéon UV-Vis y espectrometria de masas (MS) principalmente. La Tabla 3.2 muestra ejemplos

representativos del analisis de SAs en muestras de leche.
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Tabla 3.2. Determinacion de sulfamidas en leche mediante HPLC.

Método Limite de
Detector Condiciones HPLC Referencia
Extraccion deteccion
Precipitacion
Columna: C1g (acetonitrilo),
. Eliminacion de
UV-Vis - Hyun-Hee, C.
FM: Acetonitrilo: fosfato grasas 4-11 ug Kg!
(270 nm) . 2009
de potasio 0.1% (Hexano),
(16:84). Centrifugacion y
filtracidn
SPE: Agilent
Columna: Agilent
. SampliQ SCX
ZORBAX Eclipse C1s , , Gonzalez,
MS (intercambio 0.2-2.0 ng ml-t
FM: acido formico- o C.A. 2009
iénico
acetonitrilo o
polimérico)
Columna: Pelliguard
_ LC-18 (Supelco)
Uv-Vis SPE: Sep-pak Zayas-Blanco,
FM: metanol- acetato 3.0 pg Kg!
(264 nm) _ C1s F. 2004
de amonio 40 mM
(35:65)
Columna:
SymmetryShield RP18, . Koesukwiwat,
MS SPE: Oasis HLB  0.75-1.45 ng ml-*
Cis U. 2007
FM: 1 mM &cido oxalico
Columna: Zorbax
Eclipse XDS-C8
UV-Vis Ching-Cherng,
FM: acetonitrilo- Micro diélisis 0.002-0.15 g I
(260 nm) T. 2004
fosfatos 0.01 MpH 4.0
(25:75)
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En el presente trabajo se pretende llevar a cabo la determinacion de un grupo de antimicrobianos
sintéticos frecuentemente empleado con propdsitos clinicos, veterinarios y como promotores del
crecimiento en leches mediante la combinacion de extraccion en fase solida magnética y
cromatografia de liquidos de alta resolucion (MSPE-HPLC). Las SAs estudiadas en este capitulo son
(Figura 3.3): sulfadiazina (SDZ), sulfatiazol (STZ), sulfametazina (SMZ), sulfametoxipiridazina
(SMPZ), sulfacloropiridazina (SCP), sulfametoxazol (SMX), sulfisoxazol (SFX), sulfadimetoxina
(SDM) y sulfaquinoxalina (SQX).

4\} —~ —— 1

N—™N
Sulfadiazina Sulfametoxipiridazina Sulfisoxazole
/ o /™
R
R—<j R \ / a __
S N—™N
Sulfatiazol Sulfacloropiridazina Sulfametoxazol
o ——N
- —( e
R
R R N \
4\ / \ / ./
Sulfametazina Sulfadimethoxine Sulfaquinoxaline

Figura 3.3. Estructuras quimicas de las SAs usadas en ese estudio.

En animales de crianza, las SAs se afiaden en los alimentos para la prevencién y tratamiento de
enfermedades gastrointestinales y respiratorias, sin embargo, ademas de los propdsitos terapéuticos
y profilacticos, las SAs se utilizan como promotores de crecimiento en animales productores de
alimentos. La aplicacion incontrolada de estos antimicrobianos puede generar que residuos de éstos

estén presentes en alimentos de consumo humano.
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La presencia de estos residuos, a pesar de sus cantidades minimas, puede inducir efectos adversos
en los seres humanos, tales como reacciones alérgicas en individuos hipersensibles. Otro efecto a
largo plazo puede ser cancerigeno, y la exposicion prolongada puede dar lugar a la seleccion de
bacterias resistentes en el cuerpo humano [Koesukwiwat, U. 2007; Pereira, P. 2012; Wang, L. 2012,
Wang, X. 2007].

Gracias a la problematica originada por esta clase de antimicrobianos se ha visto la necesidad de
cuantificar estos residuos en concentraciones bajas en el orden de ug I' o g kg! permitiendo el
desarrollo de diversas metodologias analiticas. Una de las técnicas de mayor empleo en el analisis
de antibiéticos ha sido HPLC gracias a su alta eficiencia en la separacion, a sus cortos tiempos de
analisis, sin embargo la determinacién directa de residuos de antibidticos a niveles traza resulta ser
insuficiente por lo que se requiere de técnicas adicionales de preconcentracién para su
determinacion [Gonzales, C.A. 2009; Hyun-Hee, C. 2009].
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3.6 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.6.1 Materiales y reactivos

Todas las soluciones fueron preparadas disolviendo el reactivo grado analitico en agua desionizada
con una resitividad no menor que 18.0 MQ cm, obtenida con un sistema Milli-Q. (Millipore). Hidroxido
de sodio y acido acético fueron obtenidos por J.T. Baker. Metanol fue de Sigma-Aldrich. La fase
movil empleada en los experimentos mediante HPLC consisten en dos soluciones, una solucion de
acetonitrilo con acido férmico 1% y la segunda solucion consiste en acido férmico 1% en agua.
Ambas soluciones se filtraron utilizando papel de 0.45 ym.

Sulfacloropiridazina (98%), sulfadiazina (99%), sulfadimetoxina (99%), sulfametazina (99%),
sulfametoxazol (98%), sulfametoxipiridazina (98%), sulfaquinoxalina (99%), sulfatiazol (98%) y
sulfisoxazol (98%) fueron obtenidos por Sigma. Las diferentes soluciones estandar fueron
preparadas diariamente por dilucién de una solucion madre de SAs a una concentracién de 0.6 g I
de cada componente, disolviendo las sustancias puras en metanol. Esta solucion fue conservada en
ausencia de luz a 4°C. Una solucién de sulfametoxidiazina (SMTD) a una concentracion de 50 mg [
fue usada como estandar interno (El).

La sintesis de magnetita fue preparada a partir de sulfato ferroso heptahidratado (Sigma). El
recubrimiento de silice fue sintetizado utilizando feniltrimetoxilsilano (97%, PTMS), tetrametoxisilano
(98%, TMOS) usando Triton X-100 y bromuro de cetiltrimetil amonio (CTAB) como surfactante
(Sigma).

3.6.2 Equipos

La caracterizacion de los adsorbentes obtenidos fue determinada mediante difraccidn de rayos X
(XRD) usando un difractometro de polvo Philips equipado con una unidad de control Philips PW
1710, un goniémetro vertical Philips PW 1820/00 y un generador Enraf Nonius Philips FR 590,
equipado con un monocromador de haz difractado de grafito con una radiacion de (A (Ka1) = 1,5406
A), que opera a 40 KV y 30 mA. El patrén de difraccién de polvos se recogié por medio de la
respuesta de la radiacién de CuK contra el valor de 26 con un angulo inicial (26), 5°, y un &ngulo
final (28), 70°.

Israel Samuel Ibarra Ortega 44



Metodologia Experimental

Su caracterizacion también se realiz6 mediante infrarrojo con trasformada de fourier (FTIR) en un
equipo Perkin Elmer con trasformada de Fourier (FTIR) modelo de espectrofotometro IRDM. Las
muestras se analizaron en pastilla de KBr (1%). El anélisis morfologico del adsorbente magnetico fue
determinada en un equipo JEOL JEM-1011 Microscopia electronica de trasmicion (TEM) y un JEOL
JSM-6360LV microscopia electronica de barrido (SEM).

La determinacién mediante HPLC-DAD se realizé en un equipo Waters 2695 HPLC con un detector
de arreglo de diodos Waters 996. Los datos fueron recolectados y analizados con un software
Waters Empower Pro. La separacion de las SAs se realizd usando una columna Gemini C1g (50 x 4.6
mm, 3 um) de Phenomenex. La determinacion cromatografica se llevd a cabo con un deterctor UV-
Vis a 260 nm. Las muestras fueron inyectadas automaticamente con un volumen de 10.0 ul. El
gradiente de la fase movil fue el siguiente: paso 1: 0-4 min, 2% B, Paso 2: 4-5 min , 2-10 % B, paso
3: 5-27 min, 10-30 % B, paso 4: 27-30 min, 30-55 % B, paso 5: 30-30.5 min, 55 % B, paso 6: 30.5-31
min, 55-2 % B, paso 7: 31-35 min, 2 % B. El flujo empleado se mantuvo a 0.5 ml min-! durante la

separacion.

3.6.3 Tratamiento de la muestra

La metodologia propuesta (MSPE) se realiza mediante la siguiente secuencia: 0.1 g de adsorbente
magnético (con grupos fenilo) se afiade a un matraz erlenmeyer de 50 ml. Las particulas se
acondicionan con 5 ml de metanol en un bafio de ultrasonido por 5 min. Posteriormente el
adsorbente se aisla magnéticamente y se lava dos ocasiones con 10 ml de agua desionizada.
Subsecuentemente 10 ml de muestra de leche se afiade al matraz que contiene el adsorbente
magnético pre-activadas, la suspension se mezcla en un bafio de ultrasonido durante 10 min,
transcurrido el tiempo de agitacion se aplica un campo magnético externo aislando el adsorbente
magnético junto con los analitos adsorbidos. La fase liquida se decanta y la fase solida se lava tres
ocasiones con 5 ml de agua desionzada. Las SAs adsorbidas se eluyen de los adsorbentes
magnéticos por dispersion del sélido en 5 ml de una solucién de metanol/NaOH 1x10-3 M por 5 min.
La solucion resultante se evapora a sequedad en corriente de aire, posteriormente el residuo se
reconstituye en 0.5 ml de una solucién de 0.1 % Ac. férmico con 5 mg I! de estandar interno.

Finalmente, la solucion se hace pasar a través de un filtro de nylon 0.2 ym y se analiza por HPLC.
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3.6.4 Sintesis de los adsorbentes magnéticos silice-Fe304
La ruta de sintesis propuesta incluye dos etapas. En una primera etapa se sintetiza magnetita

mediante co-precipitacion [Aguilar-Arteaga, K. 2010, Barrado, E. 1998]. Esta via de sintesis genera
particulas paramagnéticas con un tamafio de 10-50 nm [Gupta, A.K. 2005; Sushil, K. 2007].
Posteriormente en una segunda etapa las particulas magnéticas se recubren con silice de diferente

polaridad mediante polimerizacién en emulsion.

3.6.4.1 Sintesis de Fe304

Para la sintesis de magnetita se colocan 50 ml de una solucion de FeSO47H20 (1.25mM) en un
vaso de precipitado para posteriormente adicionar NaOH (6.0 M) hasta alcanzar un pH 10.0,
manteniendo una temperatura de 80°C durante la reaccion. El precipitado obtenido se oxida
parcialmente utilizando una corriente de oxigeno. Transcurrida una hora de reaccion se obtiene un
solido color negro con propiedades paramagnéticas, el cual se aisla magnéticamente filtra y se lava

con agua desionizada. El esquema de reaccion se representa en la Figura 3.4.

Fe2 ot 0, —» Fe¥+Fe2 +H,0 — Fe(OH),** +Fe(OH),>Y —» Fe,0,(¢@)
Figura 3.4. Reaccion de sintesis de magnetita.

3.6.4.2 Obtencion de las particulas silice-Fe304

Sintetizada la magnetita ésta es embebida con silice de acuerdo a la metodologia sol-gel sefialada
en la Figura 3.5. El método sol-gel se realiza en medio hidro-alcohdlico en presencia de un
catalizador basico. La magnetita previamente sintetizada se adiciona dentro de un matraz balén con
TMOS:PTMS a diferentes radios molares. La polimerizaciéon de los mondmeros se llevd a cabo
mediante polimerizacién en emulsion con la finalidad de disminuir el tamafio de particula y obtener
solidos con morfologia definida. La principal caracteristica de este tipo de sintesis es el uso de
medios de reaccion que contengan surfactantes, permitiendo la solubilizacion de los monémeros.

La reaccion se realiz6 utilizando 25 ml de una solucidn que contiene 2.0% (w/v) Triton X-100, 0.02%
(w/v) CTAB, 12.5% (v/v) metanol, 200 pl de una solucion de amoniaco al 28% como catalizador. La

mezcla se coloca en reflujo a 120° durante 16 h.
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OH-, MeO/H,0, Triton X-100 2%

+ Si(OCH,),R ]
CTAB0.05%, 120°C

R=0H, fenilo, C8, C18

Figura 3.5. Polimerizacion de silice sobre las particulas de magnetita (polimerizacion en emulsion)
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3.7 RESULTADOS Y DISCUSION

3.7.1 Separacion cromatografica

Con la finalidad de encontrar las condiciones dptimas en la separacion de las SAs, la composicion
de la fase movil fue estudiada con la finalidad de encontrar las condiciones adecuadas de
separacion para las nueve sulfonamidas asi como del estandar interno. En este estudio, dos
soluciones diferentes fueron evaluados en la composicién del gradiente en la fase mavil: la primer
solucion se encuentra formada de 0.1% de solucidn acuosa de &cido férmico (Fase A), mientras la
segunda fase consiste en 0.1% de &cido formico en acetonitrilo (fase B). De acuerdo a los
cromatogramas obtenidos el porcentaje de acetonitrilo en la fase movil afecta significativamente a la
resolucion de las SAs de interés. Para evaluar este efecto se llevo a cabo la evaluacion a tres
niveles diferentes (30, 45 y 50%) en cuatro intervalos de tiempo (5-11, 5-15, 5-22 y 5-27 min). Segun
los experimentos realizados, cuando el porcentaje de acetonitrilo alcanza un 50% (Figuras. 3.6a,
3.6b, 3.6c), se observa una superposicion de la sefal entre cuatro analitos de interés
(sulfacloropiridazina, sulfametoxazol, sulfadimetoxina y sulfisoxazol). Una mejor resolucion de 8 SAs
empleando un gradiente tal y como se muestra en la Figura 3.6d, pero la resolucion de las ultimas 2
sefiales no era adecuada. Sin embargo cuando se emplea una mezcla més lenta de ambas
soluciones como fase madvil en un periodo de 27 min, seguido por un aumento del porcentaje de
acetonitrilo al 50%, se observa una resolucion adecuada de las SAs de interés asi como la del
estandar interno.

Durante los tres primeros pasos en el gradiente, la separacién de ocho sefiales (es decir,
sulfadiazina, sulfatiazol, sulfametazina, sulfametoxipiridazina, sulfacloropiridazine, sulfametoxazol,
sulfisoxazol y del estdndar interno), mientras que los Ultimos pasos son necesarios para la
separacién e identificacion de sulfadimetoxina y sulfaquinoxalina por lo que el Ultimo gradiente

(Figura. 3.6e) se utilizd para el andlisis de SAs con MSPE-HPLC.
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Figura 3.6. Efecto de la composicién del gradiente en la separacién de SAs de interes. Solucion (acuosa
HCOOH 1%) y Solucién B (HCOOH 1% en CH3CN).

3.7.2 Optimizacion del sistema MSPE

Para evaluar la retencion de SAs una de las caracteristicas mas importantes de los adsorbentes
magnéticos es su hidrofobicidad. Tres diferentes adsorbentes magnéticos fueron sintetizados y
caracterizados. Los adsorbentes fueron obtenidos mediante la variacién en la relacion molar del
monomero funcionalizado (TMFS) y el monomero entrecruzante (TMOS) en las siguientes
proporciones 1:1, 2:1y 4:1 (TMFS:TMOS). Una vez sintetizados los adsorbentes se evaluaron para
la retencion de SAs mediante MSPE tal y como se muestra en la Tabla 3.3.

La dependencia del pH juega un papel importante en la extraccién y aislamiento de SAs en matrices
complejas. La existencia de diversos grados de ionizaciéon para las SAs se relacionan con sus
constantes de disociacién acidas (pKa). Los valores de pKa de las SAs en solucién acuosa son de
1.49y 7.12. Esto indica que a valores de pH por debajo de 1.49 las SAs se encuentran en su forma
catiénica, su estado neutro (zwitterions) se encuentra comprendido entre 1.49-7.12, y a pH por arriba
de 7.12 las SAs se encuentran en su forma anidnica [Sanli, S. 2009]. Para evaluar el efecto del pH y
la hidrofobicidad, los experimentos de retencién se llevaron a cabo en el intervalo de pH de 4.0 a
10.0. Todos los experimentos se realizaron en 10 ml de una solucion estandar de SAs de 10 mg I.
Una vez completada la extraccion, las SAs remanentes en la solucion fueron determinadas mediante
HPLC. El % de retencion y el % de recuperacién fueron calculados en funcion de la concentracion
afiadida y la concentracion encontrada después de la extraccion.
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Tabla 3.3. Porcentaje de retencién de SAs a diferentes valores de pH vs Relacion del adsorbente magnético

(TMFS:TMOS).
pH
PTMS:TMOS SAs
4.0 (RSD) 6.0 (RSD) 80(RSD)  10.0 (RSD)
SDz 7774(162) 7910 (350)  52.56 (2.79)  47.66 (2.38)
STZ 8195(2.34)  78.70(169) 5478 (247)  57.08 (3.09)
SMz 8102(264) 8594 (267) 6876 (2.31)  68.66 (2.49)
SMPZ 7945(124)  8475(201)  68.94(2.80)  64.39 (2.55)
1.0:1.0 SCP 9174 (1.20) 93.92(195) 7090 (2.14)  69.25 (2.37)
SMX 85.54 (3.05)  87.16(4.63)  69.50(3.87)  68.69 (2.55)
SFX 99.20 (2.56)  96.17(3.62)  56.48 (3.07)  52.26 (3.14)
SDM 96.07 (2.31) 9957 (0.63)  73.54(2.83)  74.76 (1.55)
sQX 97.61(201)  10124(359) 92.14(324)  62.41(3.02)
sDZ 7119(1.38)  73.36(204)  51.05(2.19)  26.92 (2.10)
STZ 71.85(1.56)  72.30(3.22)  46.31(253)  31.61(2.03)
SMZ 7349(237) 7725(163) 6451 (351)  45.73(2.24)
SMPZ 69.47 (3.09)  7473(0.71)  60.49 (447)  47.33(2.20)
2.0:1.0 SCP 87.95(1.06) 85.10(162) 7044 (3.15)  39.42(1.32)
SMX 66.27 (2.24) 7548 (1.71)  68.49 (447)  35.35(1.29)
SFX 96.91(0.95) 97.41(158)  87.97 (257)  86.56 (2.79)
SDM 9599 (1.11)  97.10(207)  77.09(1.62)  66.20 (2.65)
sQX 9967 (398)  9852(152)  95.35(1.18)  71.26 (2.52)
SDZ 23.71(2.58)  23.80(3.60) 19.12 (4.04) 7.86 (2.26)
STZ 16.36 (1.92)  22.45(2.97) 2457 (2.84)  10.53 (2.77)
SMZ 48.74 (240)  54.28 (4.02)  48.57 (3.69)  32.14 (4.05)
SMPZ 48.73(1.43)  48.68(3.62)  44.64 (248)  27.65(4.01)
4.0:1.0 SCP 5459 (3.66) 47.75(1.67) 3487 (347) 28.12(3.01)
SMX 57.12(3.98)  51.77(3.57) 4426 (2.72)  28.53 (4.38)
SFX 64.29 (2.60)  47.61(3.73)  40.87(2.89)  13.41(2.94)
SDM 86.78 (2.01)  86.14(3.96)  68.31(3.05)  31.11(2.61)
SQX 97.04 (2.44)  7444(3.70) 70.45(1.49)  34.48 (3.95)
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Figura 3.7. Porcentajes promedios de retencion de SAs a diferentes valores de pH vs Relacién del
adsorbente magnético (TMFS:TMQOS).

Los % de retencion de SAs se incrementan conforme disminuye la hidrofobicidad del adsorbente
magnético. En todo el intervalo de pH evaluado, la méxima retencién es obtenida usando el
adsorbente magnético con una relacion 1:1 (TMFS:TMOS), sin embargo el uso de este adsorbente
resulta ineficiente en la preconcentracion de SAs debido a la elevada afinidad de los analitos hacia
los adsorbentes lo que produce una baja re-extraccion de los analitos. Por esta razdn el adsorbente
magnético mas adecuado en la extraccion de SAs es el adsorbente con una relacion 2:1
(TMFS:TMOS), asegurando un re-extraccion confiable de los analitos de interes.

El efecto del pH sobre la retencion de SAs demuestra una elevada afinidad del adsorbente por las
SAs en su estado neutro que por su forma protonada y desprotonada. Las condiciones dptimas en la
retencion de SAs son un pH de 6.0 y una proporcion 2:1 en el adsorbente magnético. Bajo las
condiciones dptimas se obtuvieron % de retencidn que van de 71.30% a 98.52% para todas las SAs
determinadas. A valores de pH por debajo de 4.0 se produce la degradacién de la magnetita
presente en el adsorbente magnético, lo cual permite la formacién de quelatos entre el Fe(lll) y las
SAs, produciendo la degradacién de las mismas [Hassan, M.K. 1991]. A valores de pH por encima
de 9.0 las particulas de magnetita adquieren carga negativa debido a los grupos hidroxilo,
provocando una repulsion electrostatica entre el adsorbente y las SAs en su forma aniénica. Este
efecto explica el uso de una solucién de metanol con NaOH 1X10-3 M como eluyente durante la pre-

concentracién de SAs por MSPE.
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3.7.3 Caracterizacion del adsorbente magnético 6ptimo

La morfologia del adsorbente magnético dptimo fue estudiada por microscopia electronica de barrido
(SEM). El adsorbente presenta una morfologia esférica. Determinando un tamario de particula de 50
a 150 nm. Los patrones de difraccion de rayos X (XRD) de los adsorbentes magnéticos muestran las
reflexiones correspondientes a la magnetita (m). Figura 3.7 muestra los patrones tipicos de XRD de
los adsorbentes. La presencia de dos bandas anchas en el angulo 26 de 5° a 9° y de 15° a 25°

correspondientes a la fase amorfa del gel de silice.

[Conteos]

5 15 25 35 45 95 65
20°

Figura 3.8. Difractograma obtenido del analisis del adsorbente magnético 6ptimo.

Los espectros infrarrojo FTIR (Figura 3.8) de los adsorbentes magnéticos presentan una banda
vibracional caracteristica para la magnetita entre 600-550 cm-!, correspondiente a las vibraciones del
ion metalico que ocupan posiciones tetraédricas y octaédricas respectivamente. Una banda de
estiramiento de 3600-3250 cm! atribuida a la vibracion del grupo silanol (Si-OH). El caracter
aromatico de los adsorbentes es corroborado con una serie de bandas débiles alrededor de 3000
cm ! correspondientes a la vibracién de los grupos =C-H del grupo fenilo, una serie de bandas
débiles entre 1700 a 1550 cm' caracteristicas a la vibracion de los grupos C-H de grupos
aromaticos. Una banda de flexion en 1450 cm-' atribuida al H2O contenida en el adsorbente
magnético. Una banda de estiramiento alrededor de 1300-900 cm-! perteneciente a la vibracién del
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grupo siloxano (Si-O-Si), y una banda de deformacién del grupo SiOH entre 850-750 c¢cm'. De
acuerdo con los espectros FTIR las bandas de estiramiento del grupo SiOH disminuyen conforme la
proporcion del TMFS:TMOS incrementa, de manera que la hidrofobicidad de los adsorbentes

magnéticos se incrementa de la misma manera.
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Figura. 3.9. Espectro FTIR del adsorbente magnético obtenido bajo las condiciones dptimas.

La capacidad de adsorcion y la afinidad del adsorbente magnético por los analitos de interés se
determinaron mediante una isoterma de adsorcién y el correspondiente andlisis Scatchard. Las
isotermas de adsorcién se construyen determinando la concentracion remanente (mM) de SAs
obtenidas después de la dispersion de 0.1 g de adsorbente magnético en 25 ml de una solucion de
SAs en intervalos de concentracion de 0.00004 a 0.07 mM. La cantidad de SAs enlazadas al
adsorbente magnético en el equilibrio incrementa hasta una concentracion de 0.05 mM.

En el andlisis Scatchard, la cantidad de SAs enlazadas al adsorbente se obtiene restando la
concentracion libre de la concentracion inicial de cada SAs. El analisis Scatchard fue obtenido de
acuerdo a la siguiente ecuacion:

Q (Qmax-Q)

[SAs]  Kd
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Donde Q (mmol g') es la cantidad de cada SAs enlazadas sobre el adsorbente magnético en el
equilibrio, [SAs] (mM) es la concentracion de SAs libre al equilibrio, Kd es la constante de disociacién
(la afinidad del adsorbente magnético por las SAs), y Qmax (mmol g-') es la cantidad maxima de
sitios activos [Chen, L. 2009; Gao, R. 2010].

Las ecuaciones lineales y los valores de Kd y Qmax corresponden a una afinidad de fuerza media
entre el adsorbente y las SAs, por lo que no se requiere de la precipitacion previa de las proteinas
presentes en la muestra, lo que resulta ser adecuado en el proceso de elucion. La linealidad de los
datos indica la presencia de sitios activos homogéneos en el adsorbente magnético. De acuerdo a
los resultados obtenidos los % de retencion, % de re-extraccion y la afinidad de los analitos por el
adsorbente magnético la metodologia MSPE demuestra ser una técnica Util en la determinacion de

SAs en muestras de leche.

Tabla 3.4. Resultados del analisis Scatchard.

SAs Ecuacion lineal Kd (uM) Qmax (umol g-*)
SDZ  3.84+045-17.32+0.05Q 57.74 +0.17 221.71 £ 25.98
STz  366+0.18-17.27+£2.38Q 57.90 £7.98 211.92 + 31.01
SMZ  351+0.10-1430+1.41Q 69.93 £ 6.89 24545 +25.19
SMPZ  4.23+0.19-32.03+2.82Q 31.22+2.75 132.06 £ 13.05
SCP  3.64+0.17-16.32+£3.11Q 61.27 + 11.67 223.04 £ 43.76
SMX  3.10+0.14-15.36 £2.22Q 65.10 + 9.41 201.82 + 30.56
SFX  3.38+0.08-1205+1.16Q 82.99 + 7.99 280.49 + 27.80
SDM 3.00+£0.14-791+£1.92Q 126.42 + 30.69 379.26 + 50.26
SQX 3.14+0.08-8.11+0.99Q 122.10 £ 14.90 384.61+47.96

3.7.4 Validacion y aplicacion del método

Bajo las condiciones Optimas, los pardmetros analiticos del método MSPE-HPLC fueron evaluados
usando un volumen de muestra inicial de 10 ml de leche dopada con SAs en un intervalo de
concentracion de 0-800 pg I''. Cada estandar fue preparado y analizado por triplicado. Las
soluciones estandar fueron homogenizadas y preconcentradas mediante la metodologia propuesta
(MSPE). Las éareas de los picos obtenidos fueron medidas, construyendo la linea de calibrado a

partir de los promedios de las areas. La linea de calibrado muestra una dependencia del area de
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pico y la concentracidn de SAs en la muestra de leche dopada. Los parametros de regresion de la

linea de calibrado se muestran en la Tabla 3.5.

(Mg I'") en 10 ml de muestra.

Tabla 3.5. Parametros de regresion de la curva de calibrado, area de pico (mAU) vs concentracion de SAs

Parametros de regresion

Analitos Ordenada Pendiente Coeficciente de Limite de Intervalo lineal
boxts (bo) b1ts (b1) correlacion r2 deteccion (g I1) (ng I)
SDZ  -0.0021+0.0009 0.9501+0.0125 0.9991 24 72-800
STZ  -0.0014+0.0014 1.6428+0.0197 0.9993 25 75-800
SMZ  -0.0013+0.0016 3.6945+0.0233 0.9998 13 39-800
SMPZ  0.0079+0.0056 5.7454+0.0799 0.999 28 84-800
SCP 0.0001+0.0016 1.7434+0.0224 0.9992 27 81-800
SMX  -0.0036+0.0018 2.0606+0.0251 0.9993 23 69-800
SFX 0.0102+0.0021 0.8620+0.0298 0.9994 24 72-800
SDM  0.007940.0049 5.2647+0.0705 0.9991 27 81-800
SQX  0.0199+0.0081 7.3368+0.1160 0.9988 28 84-800
Repetitividad Reproducibilidad
50 g I 100 pg I 150 pg I 50 g I 100 pg I 150 pg I
[SAs] %RSD [SAs] %RSD [SAs] %RSD [SAs] %RSD [SAs] %RSD [SAs] %RSD
SDZ 5029 6.2 90.12 554 12895 531 4415 364 9244 758 14793 9.99
STZ 5129 9.81 9221 932 13141 802 5185 768 9839 427 15407 9.67
SMZ 5539 393 10964 1.79  158.68 514 5486 1.2 115.36 2.05  151.77 5.67
SMPZ 4557 506 9945 8.02 13522 3.07 51.07 84 9267 414 14243 7.8
SCP 4622 11.09 9457 823 13481 215 46.68 742 10549 4.7 135.91 5.22
SMX 4414 398 9504 857  159.89 212 4747 6.41 9655 212 1561 9.14
SFX 4944 758 9913 614 12837 102 4872 675 9018 1.88 14257 89
SDM 4289 262 10738 59 153.88 7.1 51.77 34 104.88 8.71 161.01 5.92
SQX 5512 3.31 10591 4.72  162.64 485 4766 439 10022 538 15159 3.87
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La exactitud del método se determind mediante la recuperacién absoluta de las SAs afiadidas a una

muestra de leche blanco a tres niveles de concentracion con seis replicas para cada nivel (100 y 150

gg ). El promedio de las recuperaciones absolutas obtenidas para las nueve SAs, fueron

encontradas en un intervalo de 81.71-114.51% con una desviacion estandar relativa (RSD) menor al

10% en todos los casos usando la metodologia propuesta de MSPE (Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Porcentaje de recuperacion de sulfamidas y % RSD (n = 6) en muestras de leche dopadas

mediante MSPE.
[ug ] . %
Analito [ug I'] Encontrada %RSD
Afadida Recuperacion
SDZ 10204 9858 8920 9409 8419 86.57 92.44 7.58
STZ 10236 10358 96.69 93.89 9391 99.92 98.39 4.27
SMZ  119.00 114.63 11492 11475 11200 116.87 115.36 2.05
SMPZ 9793 97.04 9082 8935 8935 91.54 92.67 4.14
100 SCP 10116 110.66 110.31 10641 106.15 98.23 105.49 470
SMX 9938 9453  96.02 9409 97.97 97.29 96.55 2.12
SFX 9149 8970 9058 86.99 90.88 91.44 90.18 1.88
SDM  116.60 10399 9258 11427 98.85 102.99 104.88 8.71
SQX 9956 96.12 9793 96.89 100.06 110.78 100.22 5.38
SDz 15798 15296 127.72 12795 128.78 132.18 91.95 9.99
STZ 17044 14986 14515 156.62 170.20 132.18 102.72 9.67
SMz  177.75 18240 164.85 162.61 161.66 181.35 114.51 5.67
SMPZ 12320 139.33 14474 14845 150.85 148.04 94.96 7.18
150 SCP 13694 14939 130.22 130.63 133.09 135.17 90.60 5.22
SMX 16797 17192 14322 167.18 14238 143.91 104.07 9.14
SFX 13791 13469 11340 11985 11481 114.74 81.71 8.90
SDM  156.73 16347 17144 17222 18592 176.31 114.01 5.92
SQX  154.04 153.77 14558 147.31 147.69 161.17 101.06 3.87
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La metodologia propuesta se aplico en la determinacion de SAs en 27 muestras de leche comercial
de diferentes marcas, realizando el analisis por triplicado de cada muestra. De acuerdo a los
resultados obtenidos del anélisis de SAs en leche, trece muestras analizadas fueron positivas a la
presencia de SAs, las cuales fueron identificadas por su tiempo de migracion, doce muestras fueron
positivas para la SDZ, ocho para la SMP, dos para la SDMX y una muestra para SQX con
concentraciones de 42.18-119. 80 ug I'', 36.64-107.53 ug I, 82.35-120.64 ug I'', y 96.59 ug I,
respectivamente. La desviacion estandar relativa (RSD) fue menor a un 10% en todos los casos.

Los cromatogramas obtenidos en la determinacion de SAs en muestras de leche se muestran en la
Figura 3.9; andlisis de muestras de leche blanco (Figura 3.9a), una muestra de leche real (Figura
3.9b) y una muestra de leche enriquecida (200 g I') y analizada por MSPE-HPLC (Figura 3.9c),

demostrando la selectividad del adsorbente magnético por las SAs.

SMPZ SDMX
SQX

Il x103AU STZ
SDZ

EI
o
M Jl\m__
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)
Figura 3.10. Cromatogramas obtenidos en el anélisis de sulfamidas mediante MSPE: (A) muestra blanco, (B)
muestra de leche real y (C) muestra de leche dopada (200 ug I'"); sulfadiazina (SDZ), sulfatiazol (STZ),
sulfametazina (SMZ), sulfametoxipyridazina (SMPZ), sulfacloropiridazina (SCP), sulfametoxazol (SMX),

sulfisoxazol (SFX), sulfadimetoxine (SDM), sulfaquinoxalina (SQX) y estandar interno (EI).
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3.8 CONCLUSIONES

La metodologia propuesta MSPE demostrd ser una metodologia eficiente en la pre-concentracion de
residuos de SAs en muestras complejas como la leche, posee selectividad, minima manipulacién de
muestra en comparacion con los métodos clasicos de pre-concentracion clasicos como la SPE.

De acuerdo con los parametros analiticos obtenidos, los limites de deteccidn son adecuados para el
analisis de SAs de acuerdo con las normativas internacionales. La metodologia disefiada es una
alternativa respetuosa con el medio ambiente en comparacién a aquellas que utilizan grandes
cantidades de soluciones, con la ventaja de no disminuir la sensibilidad y la precisién en los
analisis.

El método desarrollado fue aplicado como un procedimiento de rutina para la identificacion y

cuantificacién de SAs en muestras de leche real, con resultados satisfactorios.
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Quinolonas

4.1 Historia y clasificacion de las Quinolonas

Las quinolonas (QNs) son uno de los grupos de antimicrobianos sintéticos de mayor uso tanto en
medicina humana como en medicina veterinaria. A principios de la década de los afios 60, Lescher
puso a disposicion la primer QN, denominada acido nalidixico, obtenida mediante la sintesis de la
cloroquina de manera accidental [Lescher, G.Y. 1962]. La sustancia encontrada fue util en el
tratamiento de infecciones urinarias. Sin embargo con el paso del tiempo se encontrd que este
antibiotico generaba resistencia bacteriana en periodos cortos de tiempo, dicha resistencia fue
confundia con el efecto bactericida que presentaba este antimicrobiano en dosis terapéuticas. A
concentraciones mayores perdia la mayoria de su accion antibacteriana, inhibiendo ademas de la
sintesis de acidos nucleicos, la sintesis protéica y produciéndose un efecto autotdxico [Jameson,
J.R. 1965; Lescher, G.Y.1962].

Posteriormente en los afios 80, se incorporaron a la molécula uno o varios atomos de fluor en el
nucleo béasico de la QN lo que dio lugar a la aparicion de las primeras fluoroquinolonas o también
conocidas como QNs de segunda generacion. La introducciéon de estos atomos dio origen a un
aumento en su espectro de actividad haciéndolas Utiles para el tratamiento de una gran variedad de
infecciones entre las cuales se encuentran: respiratorias, de tipo sistematico y aquellas que
presentan una actividad contra bacterias Gram-negativas [Neu, H.C. 1993; Oates, J.A. 1991;
Piddock, L.J. 1994; Sheehan, G.J. 1988].

A partir de los afios 90 se ha originado el desarrollo en la sintesis de varios derivados de esta
familia, presentando mejoras importantes en su biodisponibilidad, vida media y espectro de
actividad. A estos derivados se les conoce como QNs de tercera generacion entre las cuales se
encuentran la tosufloxacina, levofloxacina y esparfloxacina.

En afos recientes han sido desarrolladas y aprobadas nuevas QNs (moxifloxacina, gatifloxacina,
clinafloxacina, trovafloxacina, sitafloxacina) también conocidas como QNs de cuarta generacion, las
cuales incluyen en su espectro gérmenes anaerobios. Es por ello que el avance en el desarrollo de
antimicrobianos de esta familia la ha situado como una de las familias principales en el tratamiento
de enfermedades infecciosas [Andriole, V. 1998; Rubistein, E. 2001].
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Las QNs representan una clase de antibiéticos homogénea desde el punto de vista quimico. Aunque
no tienen una estructura quimica basica, si comparten un esqueleto tipo 4-oxo-1,4-dihidroquinolona.
Las diferencias en su estructura radican en el nimero y posicion de los atomos de nitrégeno y flior,
asi como en las cadenas laterales presentes en cada molécula. Sin embargo todas ellas se derivan
de acidos carboxilicos heterociclcos clasificandose en cuatro grupos (Figura 4.1): a) 8-N-quinolonas
(con un nucleo naftiridinico), b) 2-N-quinolonas (con un anillo cinolina), ¢) derivados de la quinoleina
y d) 6,8-N,N-quinolonas (piridopirimidinas) [Andriole, V. 1998; Ball, P. 2000; Neuman, M. 1988,
Suman, H. 1999].

| a) b)
/ / /N
N N N
Naftiridinas Cilonina

0
COOH
D8
X
Rl)\Y/ N/
!
X YT
) k d)
N/ N/ N/
Quinoleina Pirido-2,3-pirimidina

Figura 4.1. Estructuras basicas de los cuatro grupos de quinolonas.

Otra posible clasificacion de estas sustancias se establece por generaciones, conforme su
desarrollo. De acuerdo a esto se encuentran diversas clasificaciones:
a) Primera generacion: Las primeras QNs que se originaron a partir del descubrimiento del
acido nalidixico pero con un espectro de actividad similar entre si tales como: acido
pipemidico, acido piromidico, acido oxolinico y la cinoxacina entre otros Figura 4.2. Estas

QNs son empleadas primordialmente en el tratamiento de infecciones urinarias.
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N
Acido pipemidico Acido piromidico
Figura 4.2. Estructuras quimicas de QNs de primera generacioén.

e Segunda generacion: surgen con la apariciéon de las fluoroquinolonas al incorporar un
atomo de fluor en la posicion 4 y un grupo piperacinilo en la estructura base de las QNs.
Estas fluoroquinolonas fueron reconocidas como un grupo de antimicrobianos con
propiedades terapéuticas importantes en funcion de: poseer un amplio espectro de actividad,
inducir una baja frecuencia de mutaciones, elevada biodisponibilidad y buena distribucion
tisular (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Estructuras quimicas de QNs de segunda generacion.

b) Tercera generacion: Engloba nuevas QNs aparecidas a partir de modificaciones de las
anteriores, como la incorporacion de atomos de flior a la molécula, originando un aumento

en el espectro antimicrobiano (Figura 4.4).

BOINS=-20 G RS

Enrofloxacina Danofloxacina
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F COOH F, COOH
F COOH AN
| N N ~
N N
\) OJ

~

' |
/ Ofloxacina NH, X
F F
Tosufloxacina Sarafloxacina

Figura 4.4. Estructuras quimicas de QNs de tercera generacion.
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c¢) Cuarta generacion: Se le llama asi al desarrollo de nuevos derivados a lo largo de los
ultimos afios originados mediante modificaciones estructurales respecto a las QNs de
tercera generacion tales como grepafloxacina, clinafloxacina y trovafloxacina (Figura 4.5). El

rasgo mas notorio de estos antibacterianos es una mayor actividad antibacteriana y mayor

disponibilidad oral que sus antecesores.
o) [¢]
| -
N N N N

o -y 5

NH, H,N

Grepafloxacina Clinafloxacina Trovafloxaciana
Figura 4.5. Estructuras quimicas de QNs de cuarta generacion.

4.2 Comportamiento acido-base

De acuerdo a las estructuras quimicas, la mayoria de las QNs que forman esta familia de
antimicrobianos contienen un grupo carboxilico en su estructura, lo que les confiere un caracter
acido, mientras que el grupo piperazinil origina la presencia de un caracter basico, como
consecuencia las QNs pueden presentar especies cationicas, zwiterionica y aniénicas. Los
equilibrios acido-base para las QNs se muestran en la Figura 4.6. Los valores referenciados de pKa
para las QNs de caracter acido estan entre 6.0-6.9, mientras que en el caso de las QNs con un
grupo piperazinil, los valores encontrados oscilan entre 5.5-6.6 y 7.2-8.9 para pKai y pKaz

respectivamente [Hernadez-Arteseros, J.A. 2002]
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Figura 4.6. Estructuras y reacciones de disociacién acido-base de QNs.

4.3 Analisis de quinolonas

La gran variedad de usos de las QNs en medicina humana y veterinaria ha incrementado en los
ultimos afios, el interés en esta clase de antimicrobianos ha originado el desarrollo de métodos
analiticos para su cuantificacién en diversas matrices analiticas.

El andlisis de quinolonas en muestras complejas requiere primordialmente una serie de etapas con
la finalidad de extraer y concentrar los analitos presentes en la matriz analitica. Los procedimientos
requeridos incluyen varias etapas adicionales como precipitacion o centrifugacién, en las que se
pretende eliminar la maxima cantidad de interferentes previo a la determinacion de los mismos

mediante una técnica analitica.

4.4 Etapa de extraccion

Las QNs son solubles en medios polares organicos, como acetonitrilo y metanol. Su solubilidad en
agua esta limitada al pH de la disolucion, de manera general son facilmente disueltas en medio acido
0 bésico. La mayoria de los procedimientos de extraccion de QNs en muestras de alimentos se
basan en SPE utilizando cartuchos de Csg y poliméricos. La muestra requiere de un ajuste del valor
del pH previo a su extraccion y el uso de disolventes organicos como metanol para eluir los analitos
[Roybal, J.E. 1997].
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Existen otras alternativas para la extraccion de muestras de alimentos (solidas), como la extraccion
solido-liquido utilizando como disolventes acido acético 5%, acetonitrilo, acetato de etilo, cloroformo
y diclorometano [Christodoulou, E.A. 2007; Evaggelopoulou, E.N. 2013; Pecorelli, |. 2003;
Samanidou, V.F. 2005; Turiel, E: 2006; Yorke, J.C. 2000, Zhao, L. 2012]. Su aplicacién esta limitada
debido a que utiliza volimenes elevados de disolventes organicos. En muestras liquidas se utiliza la
LLE, sin embargo se requiere de una etapa de limpieza en la eliminacion de grasas [Vera-Candioti,
L. 2010].

El analisis de QNs en leches requiere de una etapa de precipitacion de proteinas previo a su
extraccion, lo cual se ha logrado mediante la adicién de un disolvente organico como etanol o
acetonitrilo [Aguilera-Luiz, M.M. 2008; Marazuela, M.D. 2004; Roybal, J.E. 1997] o a través de la
disminucion del pH utilizando acido tricloroacetico, acido acético o &cido fosférico [Ho, C. 2004;
Idowu 2004; Marazuela, M.D. 2004; Vera-Candioti, L. 2010].

4.5 Métodos de analisis para la determinacion de quinolonas

La importancia en el analisis de residuos de antibioticos en muestras de alimentos de origen animal
ha generado la necesidad en el desarrollo de metodologias analiticas para éste fin. La mayoria de
los métodos de andlisis de QNs otorgan una serie de ventajas e inconvenientes para la
determinacion en diferentes tipos de matrices. La metodologia méas reportada para el analisis de
residuos de antibidticos se basa en el empleo de técnicas de separacion instrumentales como
cromatografia de liquidos de alta resolucion. Sin embargo existen otras técnicas como métodos

espectrofotométricos, la espectrofluorimetria, técnicas electroanaliticas y electroforesis capilar.

4.5.1 Métodos espectrofotométricos

La espectrofotometria se refiere a los métodos cuantitativos de analisis quimicos que utilizan la luz
para medir la concentracion de los analitos de interés. Se conoce como métodos
espectrofotométricos y segun sea la radiacion utilizada como espectrofotometria de absorcion visible
(colorimetria), ultravioleta e infrarrojo.

De acuerdo a las caracteristicas fisico-quimicas de las QNs, estas especies presentan dos bandas
de adsorcion en la region UV: una banda entre 245-290 nm especifica para cada quinolona y una
segunda banda en el intervalo de 300-350 nm la cual es comun para todas las QNs. Estos méaximos

de adsorcion han sido utilizados cuando se utiliza deteccién UV en sistemas de separacién.
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Asi mismo las QNs pueden formar cromoforos mediante reacciones con diversos iones metalicos y
pares idnicos que presentan una coloracion caracteristica. Los limites de deteccién alcanzados con
estas metodologias estan en orden de mg I

Un ejemplo es la determinacion de ciprofloxacina y norfloxacina en muestras farmacéuticas. El
método es basado en la formacion de un complejo con Pd(ll), en presencia de metil celulosa, como
agente tensoactivo. Los complejos muestran un maximo de absorcion a 545 nm para ambas
especies [Fattah, A. 1996]. De igual manera se ha reportado la determinacién de ofloxacina
mediante su complejacion con Fe(lll) en medio acido a una longitud de onda de 420 nm, el método
se aplico al analisis de productos farmacéuticos y orina humana [Soledad, M. 2005].

El andlisis de la fraccion parcialmente retenida en resinas de intercambio idnico mediante
espectroscopia UV se denomina espectrofotometria en fase sélida. Esta técnica se ha aplicado al
andlisis de ciprofloxacina en muestras farmacéuticas mediante el uso de una resina Sephadex C-25,

midiendo de manera directa a 277 y 380 nm [Pascual-Reguera, M.1. 2004].

4.5.2 Métodos espectrofluorimétricos

La familia de las QNs se caracteriza por presentar fluorescencia nativa, con longitudes de onda de
excitacion alrededor de 250-300 nm, obteniendo un méximo de su espectro de emision entre 440-
550 nm. Una de las ventajas principales en este tipo de determinaciones radica en la obtencion de
una mayor sensibilidad y selectividad con respecto a los métodos espectrofotométricos permitiendo
alcanzar limites de detecciéon en concentraciones a niveles traza (ug I') en diversos tipos de
muestra como orina, leche y muestras farmacéuticas [Cafada-Cafiada, F. 2009; Navalon, A. 2000;
Vilchez, J.L. 2001].

Aun cuando esta familia de antimicrobianos tiene caracteristicas fluorescentes por naturaleza se han
desarrollado métodos de analisis basandose en la formacion de complejos altamente fluorescentes,
entre los cuales se destacan la formacion de complejos con Tb(lll) y Pd(ll) [Fattah, A. 1996; Kaura,
K. 2012] asi como reacciones de derivatizacion mediante el uso de 4-cloro-7-nitrobenzofurazano,
produciendo de esta forma un aumento en la sensibilidad del método [Tatar, S. 2009].
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4.5.3 Métodos electroanaliticos

Las QNs sufren reacciones de oxidacién-reduccion, lo que ha motivado el desarrollo de diversos
estudios electroquimicos para esta clase de compuestos. La modificacion de un electrodo de carbon
vitreo con nanotubos de carbono permite determinar ciprofloxacina en muestras de fluidos
bioldgicos. La modificacion del electrodo mejora la oxidacion electrocatalitica del analito permitiendo
obtener limites de deteccion del orden de uM cuando se utiliza voltamperometria ciclica y
cronoamperometria. [Fotouhi, L. 2010].

El uso de sensores planos de grafito pirolitico se han descrito para el analisis de norfloxacina en
preparaciones farmacéuticas y muestras de orina. EI método se basa en la medida de la sefial de
oxidacion utilizando voltamperometria de onda cuadrada. El analisis de realiza a pH 7.2, obteniendo
un limite de deteccién en el orden de uM [Goyal, R.N. 2012)].

Recientemente se ha descrito el empleo de electrodos de pasta de carbono modificados con acido
cistéico, éste permite determinar simultanea ofloxacina y gatifloxacina en medio micelar. El método
propuesto se aplic en formulaciones farmacéuticas y en muestras de suero sanguineo mediante
voltamperometria diferencial de pulsos (DPV) alcanzando limites de deteccion en el orden de pM

para ambos analitos [Zhang, F. 2013].

4.5.4 Cromatografia liquida de alta resolucion

De acuerdo a las propiedades fisico-quimicas que presenta esta familia de las QNs, la separacién de
este grupo de antimicrobianos ha sido posible mediante el empleo de la cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC). Usualmente la separacion involucra el uso de columnas de fase reversa,
principalmente C1s y Cg, sin embargo, en algunas ocasiones se han empleado fases fenilo, esto
debido a que la presencia de grupos silanol libres residuales en columnas de fase reversa pueden
originar la obtencién de sefiales cromatograficas con colas [Ildowu, O.R. 2004; Marazuela, M.D.
2004; Mitani, K. 2006; Nemutlu, E. 2007; Roybal, J.E. 1997].

Las fases moviles consisten principalmente de mezclas como metanol-acido férmico, acetonitrilo-
acido ortofosforico y acetonitrilo-acido acético En la mayoria de los casos el pH de las fases méviles
se mantienen en un intervalo de 1-4 con el propésito de reducir la ionizacion de los grupos silanol y
minimizar de ese modo sus interacciones con las QNs. Para la deteccion se ha reportado el uso de
la espectrofotometria de adsorcidén UV-Vis, fluorescencia (FL) y espectrometria de masas (MS). La

Tabla 4.1 muestra ejemplos representativos del analisis de QNs en muestras de leche.
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Tabla 4.1. Determinacion de quinolonas en leche mediante HPLC.

Método Limite de
Detector Condiciones HPLC Referencia
Extraccion deteccion
Columna: Intersil Precipitacion,
FL phenyl. SPE: 10 ug M Roybal, J.E
(278,450 nm)  FM: 2% &cido acético- Intercambio o 1997
acetonitrilo (85:15) catiénico
Columna: Capcell Pak
Cs
Microextraccion Mitani, K.
MS FM: formiato de amonio 7-29 pg mit
en fase solida 2006
(pH 3.0, 5 mM)-
acetonitrilo (85/15, viv)
Columna: C1s
Aguilera-Luiz,
MS FM: metanol-0.1% QuEChERS 1-4 g kg
M.M 2008
acido formico
Columna: C1s
FM: 25% metanol-75%
MS _ SPE: C1s 0.2ng g™ Tang, Q. 2009
(v/v) acetato de amonio
(10 mM, pH 2.5)
Columna: C1s _
SPE: C1s Rodriguez-
FL FM: 82:18 ac. acético
Derivatizacion: 1.9 - 60 ng ml* Diaz, R.C.
(340, 545 nm) (30 mM, pH ,
terbio(lll) 2005
3.0)/acetonitrile
Columna: C1g
FM: Agua (0.4%
FL o Hyun-Hee, C.
trimetilamina, 85% ac. SPE: C1s 1.1-11.3 ug kg™’
(278, 455 nm) . 2009
fosforico): metanol:
acetonitrilo (85:7:8)
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4.5.5 Electroforesis capilar

Otra de las técnicas de mayor uso en afios recientes en la determinacion de antimicrobianos es la
electroforesis capilar (CE) esto gracias a su simplicidad operacional, versatilidad, capacidad en la
separacion de una gran variedad de especies, junto con el hecho que se requiere un menor volumen
de muestra. Esta es considerada como una técnica de separacion, la cual es definida como la
diferencia en la velocidad de migracion de particulas 0 moléculas cargadas en un medio liquido,
generalmente acuoso, producido por la influencia de un campo eléctrico en el interior de una

columna capilar.

ST Al aplicar un campo eléctrico

Anodo Citodo
CoOOCoOOCoOOOOoOOoDOO00
T o gy O%CC;
S P W=05 ¢
2 SE D

(e s sl sl ssssses s ns

Figura. 4.7. Proceso de separacion electroforético.

Entre los sistemas de deteccion mas reportados en el analisis de antibioticos en se encuentran
detectores UV-Vis, electroquimioluminiscencia (ECL) y espectroscopia de masas (MS). La Tabla 4.2

muestra ejemplos de la aplicacion a muestras de leche.
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Tabla 4.2. Determinacion de quinolonas en leche mediante CE.

Detector Condiciones CE

Método

Extraccion

Limite de

deteccion

Referencia

MS Voltaje separacion: 25
UV-visible kV
(275 nm) Buffer: 70 mM acetato

de amonio pH 9.1.

SPE: Oasis
MAX, HLB

6-24 gl

Lara, F.J.
2006

Voltaje separacion: 30
kV
Buffer: Borato de sodio
pH 9.50.

UV-visible
(200 nm)

SPE: Cys, Oasis

HLB polimerico

12-29 pg 1

Vera-Candioti,
L. 2010

Voltaje separacion: 14
kV
Buffer: 15Mm Fosfatos
pH 8.50.

ECL

SPE: Oasis HLB

10 - 15 ng ml-!

Zhou, X. 2008

Voltaje de separacion:
20 kV.
FL
Buffer: 50 mM H3PO4 pH
(240, 400 nm) -
7.55-acetonitrilo (60:40,

A%)

SPE: alquil, fenil

(silice)

Orden pg I

Ferding, M.
2004

Voltaje separacion: 14
kV
Buffer: 20 mM citrato de
sodio, 4 mM &cido citrico
ECL y 10 mM sulfato de sodio
pH 6.1
Solucion CL: 2 mM
cerio(IV), 4 mM
Tob(ll) y 1.1 mM HCI.

0.06 - 0.08 pg mi-"

Yang, Z. 2008
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En el presente trabajo se pretende la determinacion de un grupo de antimicrobianos con prop6sitos
veterinarios y en medicina humana, su uso permite el tratamiento de infecciones bacterianas, sin
embargo suelen ser empleados en dosis subterapéuticas en la industria ganadera en animales
productores de alimento como promotores del crecimiento [Grande, C. 2000; Prescott, J.F. 1991;
Visek, W.J. 1978]. Las QNs estudiadas en este capitulo se muestran en la Tabla 4.3: Danofloxacina
(DAN), Ciprofloxacina (CIP), Marbofloxacina, (MAR), Enrofloxacina (ENR), Difloxacina (DIF), Acido
Oxalinico (Ac. OXA) y Flumequina (FLU) [Nemutlu, E. 2007; Pecorelli, 1. 2003; Sun, H. 2008]. Sin
embargo su aplicacion incontrolada representa un riesgo potencial en la salud humana ya que se
conduce inevitablemente a la presencia de residuos en alimentos de consumo humano provocando
el desarrollo de resistencia antibacteriana, alergias y reacciones de hipersensibilidad [Beltran, J.L.
2004; Ruiz, T.P. 1999; Sun, H. 2008; Tang 2009].
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Tabla 4.3. Estructura quimica general para las QNs de estudio.

Nombre Comun R1 R2
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4.6 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.6.1 Materiales y reactivos

Todas las soluciones fueron preparadas disolviendo el reactivo grado analitico en agua desionizada
con una resitividad no menor que 18.0 MQ cm, obtenida con un sistema Milli-Q. (Millipore). La
solucién amortiguadora Mcllvaine pH 5.5 fue preparada mediante una mezcla de &cido citrico (0.1
M), fosfato de sodio (2.0 M) y EDTA (0.05 M), ajustando el valos del pH con NaOH 0.1 M.

DAN (99%), ENR (99%), CIP (98%), MAR (99%), DIF (99%), Ac. OXA (98%), FLU (99%) y &cido (S)-
(+)-6-metoxi-a-metil-2-naftalenacético (Naproxeno, 98%) fueron obtenidos por Sigma. Las diferentes
soluciones estandar fueron preparadas diariamente por dilucion de una solucion madre de QNs
(preparada en NaOH 0.01 M) a una concentracién de 1.0 g I'' de cada componente. Esta solucion
fue conservada en ausencia de luz a 4°C y renovada semanalmente. Una solucion de naproxeno a
una concentracién de 50 mg I fue usada como estandar interno.

La sintesis de magnetita fue preparada a partir de sulfato ferroso heptahidratado (Sigma). El
recubrimiento de silice fue sintetizado utilizando feniltrimetoxilsilano (97%, PTMS), tetrametoxisilano
(98%, TMOS) y octiltrimetoxisilano (98%, Cs) usando Triton X-100 y bromuro de cetiltrimetil amonio
(CTAB) como surfactante (Sigma).

4.6.2 Equipos

La caracterizacion de las estructuras obtenidas fue determinada mediante difraccion de rayos X
(XRD) usando un equipo PHILIPS PW1710 equipado con un anodo de Cu, con apertura automatica
divergente, con un monocromador de grafito bajo las siguientes condiciones experimentales:
radiacion CuKa 1.54 A, tension del generador 40 kV; corriente de generador 30 mA; relacion de
intensidad (ao/as), 0.500, apertura de divergencia 1° apertura receptora 0.1, con un angulo inicial
(26), 5°, y un angulo final (26), 70°. El analisis morfologico del adsorbente magnético se realiz6 en
un equipo JEOL JSM-820 microscopia electronica de barrido (SEM), Los analisis FTIR se realizaron
en un equipo Perkin Elmer, modelo IRDM. Las muestras se analizaron en pastilla de KBr (1%).

La determinacion mediante electroforesis se realizo en un equipo Beckman Coulter P/ACE 5500 con
un detector de arreglo de diodos. Los datos fueron recolectados y analizados con un software
BeckmanP/ACE systemMDQversion 2.3. La separacion de las QNs se realizé en un capilar de silice
fundida (41.7 cm x 50 um id).
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Un pHmetro modelo 450 de Corning (Corning Science Products) fue usado para medir el pH del
electrolito con una precision de 0.01 unidades de pH. Un sistema de ultrasonido Branson modelo

3510 fue empleado en la dispersion de los adsorbentes magnéticos y en la elucién de los analitos.

4.6.3 Tratamiento de la muestra

En un primer paso se adiciona 1.0 ml de la muestra de leche a un tubo de polipropileno de 15.0 ml.
Una vez adicionada la muestra, se llevo a cabo la precipitacion de proteinas presentes en la matriz
analitica mediante la adicién de 5.0 ml de metanol. La mezcla obtenida se agita mediante en un
vortex durante 2 min y centrifugada a 4000 rpm por 10 min. El sobrenadante obtenido se diluye
hasta alcanzar un volumen de 50.0 ml con una solucién amortiguadora Mcllvaine pH 5.5. La soluciéon
amortiguadora Mcllvaine fue empleada en la metodologia de extraccion con la finalidad de prevenir
la formacion de complejos entre los iones metalicos y las QNs, la solucidn resultante fue sometida a
MSPE en la retencién de las QNs de interés.

La metodologia MSPE propuesta se realizd mediante la siguiente secuencia experimental.
Inicialmente se pesan 0.13 g del adsorbente magnético y se adicionan dentro de un tubo de
polipropileno de 50.0 ml. Las particulas magnéticas se activan mediante la adicion de 5.0 ml de
metanol y se agita la mezcla en un bafio de ultrasonido durante 5 min. Una vez terminado el tiempo
de activacion el adsorbente se aisla magnéticamente y se lava en dos ocasiones con 10.0 ml de
agua desionizada, posteriormente la muestra pre-tratada se adiciona en el tubo de polipropileno con
el adsorbente previamente activado. La suspensién resultante se mezcla en un bafio de ultrasonido
por 15 min.

Transcurrido el tiempo de dispersion se aislan el adsorbente con los analitos mediante la aplicacion
de un campo magnético. La fase liquida se decanta y la fase solida se lava tres ocasiones con 5 ml
de agua desionizada. Las QNs adsorbidas se eluyen del adsorbente magnético por dispersion del
mismo en 5 ml de una solucion de metanol basificada con NaOH 1x10-3 M durante 5 min. La solucién
resultante fue evaporada a sequedad bajo corriente de aire y reconstituida en 1.0 ml de la solucion
electrolito con 50 mg I de estandar interno. Finalmente la solucion se hace pasar a través de un
filtro de nylon 0.2 ym y se guarda para ser analizada mediante CE.

Israel Samuel Ibarra Orvtega 80



Metodologia Experimental

4.6.4 Sintesis del adsorbente

La sintesis de los adsorbentes magnéticos se llevo a cabo en dos etapas. En una primera etapa la
magnetita fue obtenida mediante oxidacion parcial y precipitacién de Fe(ll) en presencia de oxigeno
en medio basico [Aguilar-Arteaga, K. 2010]. Sintetizada la magnetita los adsorbentes magnéticos
fueron obtenidos mediante polimerizacion en emulsion de los mondémeros con 1 mM de TMOS y
PTMS:Cs en diversas relaciones molares mezclados con la magnetita previamente sintetizada. Los
monoémeros funcionalizados fueron afiadidos con una concentracion total de 3mM. Los precursores
de silice fueron previamente solubilizados en 25 ml de una solucién que contiene 2.0% (w/v) Triton
X-100, 0.02% (w/v) CTAB, 12.5% (v/v) metanol, 200 pl de una solucion de amoniaco al 28% como
catalizador. La mezcla se coloca en reflujo a 120° durante 16 h. Una vez terminado el tiempo de
reaccion el adsorbente obtenido se lava en repetidas ocasiones con agua destilada y secado a 60°C
durante 24 h [Aguilar-Arteaga, K. 2010].

4.6.5 Analisis mediante Electroforesis Capilar

Al inicio de cada dia de trabajo el capilar se activa mediante la siguiente secuencia: 15 min con
NaOH 1.0 M a 25°C, seguido de 10 min NaOH 0.1 M, 10 min agua desionizada y por ultimo 10 min
de la solucion electrolito. El capilar se lava entre cada analisis con: 2 min NaOH 1.0 M, 1 min NaOH
0.01 M, 1 min agua desionizada y 1 min de la solucién electrolito, las condiciones de separacion
encontradas fueron:

Una longitud del detector (A) de 260 nm. Las muestras son inyectadas en modo hidrodinamico con
una presion de 0.5 psi durante 5 s. El capilar se mantiene a 25°C, voltaje de separacion de 15 kV. La
relacion de area de pico analito/estandar interno (El) fue empleada en la cuantificacion. Los
diferentes picos fueron identificados por sus tiempos de migracion, por su espectro UV y por co-
inyeccion con solucién estandar. El electrolito empleado en la separacién de las siete QNs
seleccionadas para este estudio consiste en una solucién amortiguadora de fosfatos (40 mM, pH
8.1). [Benavente, F. 2010; Solangi, A. 2009].
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4.7 RESULTADOS Y DISCUSION

4.7.1 Separacion Electroforética

La composicion del electrolito soporte es un factor importante para la separacién de las QNs,
conforme a reportes bibliogréficos y de acuerdo a los valores de pKa, una adecuada separacién
entre las QNs y el estandar interno puede ser logrado con una solucion basica. Por este motivo, se
estudiaron las siguientes soluciones NaH2PO4, Na2BsO7 y Na:B4sO7-NaH2PO4 a una concentracion
40 mM, seleccionando la primera debido a que proporciona una adecuada separacion de cada una
de las QNs de interés.

Posteriormente se realizé un estudio sistematico del efecto del pH en un intervalo de 7.0-10.0. Un pH
de 8.1 fue seleccionado debido a que a este valor se obtenia la mejor resolucién de las 7 QNs de
estudio y el estandar interno (El).

De igual manera el voltaje de separacion fue evaluado, seleccionando como el mas adecuado a 15
kV ya que a voltajes mayores se observa un incremento en la intensidad de corriente sin mostrar
mejoras en el tiempo de analisis y en la resolucion de los analitos. La adicion de solventes organicos
en la solucion electrolito, como son acetonitrilo y metanol de igual manera no mejoro la resolucion
entre las QNs, por lo que se descartd su uso.

Se evalud el uso de naproxeno, sarafloxina y &cido benzoico como estandar interno (El) en la
cuantificacion, seleccionando naproxeno gracias a que su tiempo de migracion no afecta la

resolucion de las QNs de estudio.

4.7.2 Optimizacion del método MSPE

El desarrollo de una nueva metodologia analitica implica un paso importante que es la optimizacién
de las variables. Este involucra la seleccién de factores que contribuyen a la sefial analitica y los
niveles de trabajo de las variables para obtener la mejor respuesta en el sistema.

Un disefio Simplex-Reticular (SLD) fue seleccionado como método de optimizacién ya que provee de
la informacién necesaria con el menor numero de experimentacion [Bruns, R.E. 2006]. EI SLD
permite la evaluacion de los factores de control que tienen una influencia significativa en la
extraccion y elucién de QNs. El disefio experimental indica la combinacion de factores en cada
experimento y permite la evaluacion simultanea de un gran numero de variables con el menor

numero de experimentos [Dejaegher, B. 2011].
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La optimizacién del sistema con SLD involucra 5 etapas, |) identificar la variable de salida por
optimizar, ) identificar y seleccionar los factores que afectan el sistema, lll) seleccionar las
restricciones de cada factor, |V) analizar los datos y determinar las condiciones éptimas, y V) realizar
experimento confirmatorio bajo las condiciones dptimas obtenidas.

En MSPE, la respuesta deseada es la maxima recuperacion de las siete QNs (suma de
recuperaciones/desviacion estandar). Las variables optimizadas son el valor de pH en la solucion
inicial (4.0-9.0); los valores fueron seleccionados con la finalidad de evaluar la dependencia del pH
en la retencién de QNs. La polaridad del adsorbente en fraccion molar (0.0-1.0), 0.0 para el
adsorbente no polar (octil) y 1.0 para el adsorbente de polaridad media (fenil), con la finalidad de
estimar la afinidad de las QNs por el adsorbente (interaccién hidrofobica o T-1r) durante los procesos
de retencién y elucion. Finalmente la relacion entre el volumen de muestra (ml) y la cantidad de
adsorbente magnético (g) (160:500), la cual tiene que ser suficiente para permitir la adsorcion
maxima de los analitos en el sélido.

La Tabla 4.4 muestra los resultados obtenidos durante la optimizacion del método. Los experimentos
fueron realizados usando 50 ml de una solucion estandar con una concentracion de QNs de 100 ug
I'. Una vez completada la extraccién, las QNs retenidas fueron eluidas, y determinadas bajo las
condiciones previamente descritas en la seccion experimental. Los porcentajes de recuperacion
fueron calculados en funcidén de la concentraciéon afadida y la concentracién encontrada en la

solucién eluida después del tratamiento por MSPE.
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Tabla 4.4. Resultados obtenidos con el disefio Simplex-Reticular bajo las condiciones optimas.

_ . Variable de
Polaridad % Recuperacion .
Salida
Exp
_ peso Ac. Suma/Desviacion
pH Polaridad y DAN CIP  ENR MAR DIF FLU )
proporcion OXA estandar
1 500 0.00 500 2212 2422 2995 16.39 2835 1259 11.57 19.69
2 840 0.00 160 1515 1722 1948 994 1135 168 0.63 10.28
3 730 025 245 6748 2188 3063 29.92 2446 3025 11.16 12.28
4 740 1.00 160 99.13 4458 37.84 4627 4739 18.80 28.07 12.55
5 620 050 330 96.69 27.52 3469 4216 4046 2046 31.79 11.64
6 510 0.75 415 30.24 36.90 4075 36.90 4874 29.72 38.86 40.39
7 680 075 245 8433 4891 3887 4159 4461 1283 21.96 12.88
8 560 025 415 1236 820 16.28 11.75 1647 1448 222 16.13
9 400 1.00 500 810 790 2950 31.13 3960 34.60 27.00 14.18

Usando los resultados obtenidos, los datos fueron analizados usando MINITAB. Los datos fueron

ajustados a un modelo cuadratico, de acuerdo con el analisis ANOVA. El coeficiente de correlacion

(r2) obtenido es de 0.975, la ecuacion de la superficie de respuesta fue:

Y1=-6.25X1 + 1041.42X2 - 33.75X3 - 109.50X1X2 + 8.78X1X3 — 122.13X2X3

Donde Y1 es la suma/desviacion estandar, X1 es el valor de pH, X2 es la polaridad del adsorbente, y

X3 es la proporcion entre volumen de muestra y la cantidad de adsorbente (ml):peso del adsorbente

(9). De acuerdo a los resultados obtenidos mediante el anélisis de datos, la variable critica durante el

tratamiento mediante MSPE es la polaridad del adsorbente, asi como cada término que contenga

esta variable. La Figura 4.8 muestra la representacion grafica del disefio de experimentos y la

superficie de respuesta obtenida en la extraccion-elucién de QNs. El area experimental factible es

limitada de acuerdo a las restricciones seleccionadas.
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Figura 4.8. Grafico del area factible y de superficie en el disefio de experimento.

Los resultados muestran una dependencia en el pH sobre la extraccién y aislamiento de cada QNs.
La existencia de diversos grados de ionizacion en las estructuras QNs se relaciona con sus
constantes de disociacion (pKa). Los valores de pKa en solucion acuosa se encuentran desde 5.66
hasta 8.56. A valores de pH por encima de 8.56 las QNs adquieren carga negativa [Ferding, M.
2004; Jimenez-Lozano, E. 2002; Su, S.C. 2003].

La retencion de las QNs incrementa conforme el valor de pH disminuye, demostrando una alta
afinidad de las QNs por el adsorbente en su forma protonada. A valores de pH por debajo de 4.0 la
absorcion de las QNs se ve afectada debido a la degradacion de la magnetita presente en el
adsorbente magnético, lo que puede originar a la formacién de complejos entre el Fe(lll) y las QNs
[Turel, 1. 2002]. De otra manera a valores de pH por encima de 9.0 las particulas de magnetita
adquieren carga negativa debido a los grupos hidroxilo, provocando una repulsion electrostatica
entre el adsorbente y las QNs en su forma anidnica. [Jordan, N. 2007]. Este efecto explica el uso de
una solucién de metanol con NaOH 1X10-3 M como eluyente durante la pre-concentracion de QNs
por MSPE.

El modo de interaccion entre las QNs y el adsorbente muestra dos tendencias. El adsorbente
magnético que contiene cadenas Cg (Tabla 4.4, Experimento 1) muestra altos % de recuperacion
para DAN, CIP, ENR, MARy DIF, éstas en su estructura estan compuestas por dos ciclos. Mientras
que para las QNs triciclicas (Ac. OXA, FLU) se muestra un mayor % de recuperacién aplicando un
adsorbente recubierto con grupos fenilos pre-concentradas mediante interacciones m-m. [Croes, K.
2005; Reubsaet, J.E. 1999].
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Es por ello que se requiere de un adsorbente de polaridad mixta para asegurar una homogeneidad
durante la retencion y elucion de QNs. La proporcion muestra:volumen (ml):peso de adsorbente (g)
tiene que ser suficiente baja para garantizar la maxima cantidad de adsorbente y la méaxima
adsorcion del analito sobre la superficie del adsorbente magnético.

De acuerdo a los resultados obtenidos mediante SLD, las condiciones dptimas en el tratamiento de
la muestra son: pH 5.85, polaridad del adsorbente (0.64), y la proporcidn muestra:volumen de

muestra (ml):peso del adsorbente magnético (g) de 387.

4.7.3 Caracterizacion del adsorbente magnético 6ptimo

El sélido de funcionalidad mixta fue caracterizado mediante diversas técnicas instrumentales.
Mediante DRX se pueden observar los patrones de difracciéon para el adsorbente magnético, la
Figura 4.9 presenta reflexiones correspondientes a la magnetita (‘m”). Asi mismo se observa una
banda ancha en un angulo 26 de 15° a 25° consistente con la fase amorfa de gel de silice [Aguilar-
Arteaga, K. 2010].
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Figura 4.9. Difractograma obtenido del analisis del adsorbente magnético dptimo.
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El espectro FTIR (Figura 4.10) para el adsorbente magnético muestra una banda de estiramiento de
3600-3250 cm-" atribuida a la vibracién del grupo silanol (Si-OH). Una banda alrededor de 3000 cm-"
correspondientes a la vibracion de los grupos =C-H del grupo fenilo, dos bandas en 2950 y 2850 cm-
1 asignadas a la vibracion de enlace C-H. Una serie de bandas débiles desde 1650-1950 c¢m’
caracteristicas a las vibraciones C-H de grupos aromaticos. Una banda de flexién en 1625 cm-
atribuida al H20 contenida en el adsorbente magnético. Una banda de flexion alrededor de 1400 cm-*
atribuida a la vibracion del grupo C-H del grupo metoxido (MeO-), Una banda de estiramiento entre
900-1250 cm-' es asignada al grupo siloxano (Si-O-Si), asi mismo el espectro muestra una banda de

estiramiento en 589 cm! correspondiente al grupo Fer-O-Fe, y una banda en 492 ¢cm-' asignada al

grupo Feo-O.
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Figura. 4.10. Espectro FTIR del adsorbente magnético obtenido bajo las condiciones dptimas.
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La morfologia del adsorbente magnético fue estudiada por microscopia electrénica de barrido (SEM).
El adsorbente presenta una morfologia esférica (Figura 4.11). Asi mismo se estudio la distribucion
del tamafio de particula, para ello previamente se deseco a 100° C durante 24 h, determinando un
tamafio de particula de 50 a 150 nm. El analisis elemental SEM-EDS del adsorbente magnético

confirma la relacion molar Fe:Si de 1:2 (Figura 4.12)

Figura 4.11. Microscopia Electronica de Barrido del adsorbente magnético dptimo.
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Figura 4.12. SEM-EDS anélisis elemental para del adsorbente magnético.
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La capacidad de adsorcion y la afinidad del adsorbente magnético por los analitos de interés se
determinaron mediante una isoterma de adsorciéon y el correspondiente analisis Scatchard. La
isoterma de adsorcion se construye determinando la concentracion remanente (mM) de QNs
obtenidas después de la dispersion de 0.13 g de adsorbente magnético en 25 ml de una solucién de
QNs en intervalos de concentracion de 0.0002 a 0.15 mM. La cantidad de QNs enlazadas al
adsorbente magnético en el equilibrio incrementa hasta una concentraciéon de 0.09 mM [Sun, H.
2008; Yan, H. 2008].

Las ecuaciones lineales de regresion para cada analito se muestran en la Tabla 4.5. Los valores de
Kd y Qmax corresponden a una baja afinidad entre el adsorbente y las QNs, lo que resulta ser

adecuado en el proceso de elucion [Davenport, A.P. 2005].

Tabla 4.5. Resultados del analisis Scatchard.

[QNs] Ecuacioén lineal Kd (mM) Qmax (mmol g-')
DAN 36.92+0.21 - 1.45+0.09 Q 0.69+0.04 25.46+1.59
CIP 39.59+0.12 - 1.2840.04 Q 0.78+0.02 30.92+0.97
MAR 41.24+0.28 - 4.05+0.13 Q 0.25+0.03 10.1840.33
ENR 36.43+0.21 - 1.51£0.09 Q 0.66+0.04 24.13+1.44
DIF 42.16+0.20 - 1.52+0.09 Q 0.66+0.04 27.73+1.65
Ac. OXA 28.19+0.37 - 1.91£0.16 Q 0.52+0.04 14.76+1.25
FLU 25.77+0.15 - 0.8040.06 Q 1.25+0.09 32.2142.42

De acuerdo al andlisis Scatchard la interaccion entre el adsorbente magnético y las QNs es menor
que la interaccién entre las QNs y las proteinas de la leche. Es por ello que en un analisis de una
muestra real, la interaccion de las QNs y las proteinas de la leche causa una disminucion en los %
de recuperacion usando MSPE. Con la finalidad de reducir dichas interferencias, las proteinas
contenidas en la muestra de leche se precipitan previamente usando una soluciéon de metanol en

una proporcion 1:5 (leche:metanol).
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4.7.4 Validacion y aplicacion del método

Bajo las condiciones oOptimas, los parametros analiticos del método MSPE-CE fueron evaluados
usando un volumen de muestra inicial de 1.0 ml de leche dopada con QNs en un intervalo de
concentracion de 0-1000 ug . Cada estandar fue preparado y analizado por triplicado. Una vez
homogenizada cada una de las muestras se llevd a cabo la precipitacion de las proteinas y la fase
liquida fue pre-concentrada usando la metodologia propuesta (MSPE) tal y como se describe en la
seccion experimental. Las alturas de los picos obtenidos en unidades arbitrarias (AU) fueron
medidas, construyendo la linea de calibrado a partir de los promedios de las relaciones de area. Las
linea de calibrado muestra una dependencia de dicha relacion y la concentracion de QNs en la
muestra de leche dopada. Los parametros de regresion de la linea de calibrado se muestran en la
Tabla 4.6. Los LODs fueron calculados mediante la relacion sefial/ruido igual a 3.29 conforme las
recomendaciones de IUPAC [Currie, L.A. 1995].

La exactitud del método se determiné mediante las recuperaciones absolutas de las QNs afiadidas a
una muestra de leche blanco (previamente analizada por el método propuesto) a tres niveles de
concentraciéon con tres replicas para cada nivel (50, 150, and 400 pg I"). El promedio de las
recuperaciones obtenidas para las siete QNs en muestras de leche dopadas, se encontraron en un
intervalo de 74-98% con una desviacion estandar relativa (RSD) menor a un 10% en todos los casos
usando la metodologia propuesta MSPE (Tabla 4.6). Estos son similares a los reportados
empleando SPE-CE aplicando cartuchos Oasis-HLB con recuperacion (70-90%) [Qingfa, T. 2009].
Las metodologias SPE reportadas involucran una etapa de limpieza usando LLE previo la extraccion
por SPE. La principal ventaja del procedimiento MSPE es la reduccion de etapas en el tratamiento
de la muestra ya que sélo requiere de la precipitacion de proteinas y la dilucion del suero lactico. La
precision del método propuesto MSPE fue determinado en términos de repetitividad y
reproducibilidad por sus tiempos de migracion y el area de pico. Los resultados fueron determinados
como la desviacion estandar relativa (%RSD) obtenidas usando tres adsorbentes magnéticos de
manera individual sintetizados a las condiciones dptimas y aplicados en el andlisis de muestras de
leche blanco dopadas con QNs a tres niveles de concentracién (50, 150, and 400 pg I-'). Basados en
los resultados y tomando en cuenta los limites permisibles establecidos MRLs por la Unién Europea

(EU), este método resulta ser adecuado para el andlisis de QNs en muestras de leche.
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Tabla 4.6. Parametros de regresion de la curva de calibrado, adsorbancia (mAU) vs concentracion de QNs
(g I) en 50 ml de muestra.

Parametros de Regresion

Analito Ordenada Pendiente Coeficiente de
bozts (bo) b1xts (b1) correlacion, r2
DAN 0.01+£0.02 7.03+0.23 0.998
CIP 0.01+£0.01 37.59 £0.49 0.998
MAR 0.01 +£0.01 61.58 £ 0.51 0.999
ENR 0.01 +£0.01 34.17 £0.41 0.999
DIF 0.01+0.03 85.10 £ 1.08 0.999
Ac. OXA 0.01+0.01 44,92 +0.38 0.999
FLU 0.01 +£0.01 56.61 £ 0.55 0.999
Intervalo lineal Limite de deteccion Limite de cuantificacion
(Hg ) (Hg ) (Mg )
DAN 36-1000 12 36
CIP 30-1000 10 30
MAR 27-1000 27
ENR 27-1000 27
DIF 33-1000 11 33
Ac. OXA 33-1000 11 33
FLU 30-1000 10 30
Repetitividad, mismo dia Repetitividad, diferente dia
(%RSD, n = 3) (%RSD, n = 3)
50 g I 150pgt 400pglt  S0pglt 150 pg ' 400 pg I
DAN 5.99 417 1.92 6.99 3.24 448
CIP 3.70 1.36 2.68 8.18 542 7.40
MAR 5.02 2.26 3.21 9.87 5.24 3.34
ENR 443 3.45 1.03 8.60 8.35 5.26
DIF 7.97 4.16 4.34 7.73 4.25 3.82
Ac. OXA 7.01 5.18 4.08 443 2.22 4.06
FLU 7.46 2.46 2.97 7.66 3.99 9.14
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La metodologia propuesta se aplicd en la determinacion de QNs en 20 muestras de leche comercial
de diferentes marcas, realizando el andlisis por triplicado de cada muestra. De acuerdo a los
resultados obtenidos del analisis de QNs en leche, las 20 muestras analizadas fueron positivas a la
presencia de QNs, las cuales fueron identificadas por su tiempo de migracion y su espectro UV. Con
el fin de confirmar la presencia de cada analito, se llevd a cabo una adicién estandar en el extracto
de la muestra observandose un incremento en el area de pico confirmando la presencia del residuo
de cada antibiético. Quince muestras fueron positivas para la DAN, trece para la CIP, diecisiete para
la MAR, diecisiete para ENR, dieciocho para DIF y una muestra para el Ac. OXA con
concentraciones de 104.8-5047.3 ug I, 39.4-656.9 pg I', 31.1-3078.0 ug |1, 37.1-4720.3 pg I, 39.2-
586.5 pg Iy 161.7 ug I, respectivamente. El valor de RSD fue menor a un 5% en todos los casos.
Las muestras con una concentracién de QNs mayor a la del intervalo lineal superior se diluyeron con
electrolito soporte. Las concentraciones encontradas en el analisis de leche resultaron ser mayores
que las reportadas en otros paises [Yongbo, L. 2011].

La Figura 4.13 muestra los electroferogramas representativos obtenidos del anélisis de muestras de
leche. No observando interferencias de la matriz posterior a su extraccion por MSPE-CE en una
muestra de leche blanco (Figura 4.13a) y una muestra de leche dopada (Figura 4.13b), demostrando
la selectividad de la metodologia propuesta MSPE-CE en el analisis de QNs y una muestra de leche
real analizadas por MSPE-CE (Figura 4.13c).
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Figura 4.13. Electroferogramas obtenidos en el analisis de quinolonas: (A) muestra de leche blanco analizada
mediante MSPE-CE, (B) una muestra de leche dopada (200 pg I') analizada por MSPE-CE, (C) anélisis de
una muestra de leche real analizada por MSPE-CE. Danofloxacino (DAN), ciprofloxacino (CIP),
marbofloxacino (MAR), enrofloxacino (ENR), difloxacino (DIF), acido oxalinico (Ac. OXA) y flumequina (FLU),

y como estandar interno (EI).
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4.8 CONCLUSIONES

Una estrategia simple y selectiva fue desarrollada para la extraccion y analisis selectivo de siete QNs
usadas en muestras de leche. Los limites de deteccion alcanzados permiten dar seguimiento a las
concentraciones normadas por instituciones internacionales. La técnica propuesta MSPE se basa en
la sintesis de adsorbentes magnéticos de polaridad mixta (Fe30s-SiO2-Fenil-Cg), los cuales son
eficientes en la pre-concentracion de residuos de QN en matrices complejas tales como la leche.

El método descrito es mas rapido en comparacién con los procedimientos de tratamiento clasicos
tales como SPE, requiriendo de una manipulacion minima de la muestra, exhibe selectividad
homogénea. El método de MSPE-CE posee ventajas en comparacién con otras técnicas de
separacion; estas ventajas incluyen la simplicidad, bajo costo, y mejora del tiempo de anélisis.
Adicionalmente, esta técnica proporciona buenos resultados en términos de sensibilidad y precision.
El método desarrollado se puede aplicar como un procedimiento de rutina para identificar y

cuantificar QNs en muestras de leche reales con resultados satisfactorios.

Israel Samuel Ibarra Ortega 94



Bibliografia

4.9 BIBLIOGRAFIA

Aguilar-Arteaga, K., Rodriguez, J. A., Miranda, J. M., Barrado, E. Determination of non-steroidal
anti-inflammatory drugs in wastewaters by magnetic matrix solid phase dispersion-HPLC. Talanta 80
(2010) p. 1152.

Aguilera-Luiz, M.M., Martinez Vidal, J.L., Romero-Gonzélez, R., Garrido Frenich. A. Multi-residue
determination of veterinary drugs in milk by ultra-high-pressure liquid chromatography-tandem mass
spectrometry. J. Chromatogr. A 1205 (2008) p. 10.

Andriole, V. Classification of Quinolones. J. Infection, 26 (1998) p 64.

Ball, P. Quinolone generations: natural history or natural selection?. J. Antimicrob. Chemother. 46
(2000) p. 17.

Beltran, J.L., Jiménez-Lozano, E., Barrdn, D. Determination of quinolone antimicrobial agents in
strongly overlapped peaks from capillary electrophoresis using multivariate calibration methods. Anal.
Chim. Acta 501, (2004) p. 137.

Benavente, F., Giménez, E., Barrdn, D., Barbosa, J., Sanz-Nebot, V. Modeling the electrophoretic

behavior of quinolones in aqueous and hydroorganic media. Electrophoresis 31 (2010) p. 965.

Bruns, R.E., Scarminio, |.S., Neto, BDB. Statistical Design Chemometrics. Ed. Elsevier B.V. (2006)
p. 321.

Canada-Canada, F., Espinosa-Mansilla, A., Mufioz de la Pefia, A., Jiménez Giron, A., Gonzalez-
Gomez. D. Determination of danofloxacin in milk combining second-order calibration and standard
addition method using excitation-emission fluorescence data. Food. Chem. 113 (2009) p. 1260.

Christodoulou, E.A., Samanidou, V.F., Papadoyannis, |.N. Validation of an HPLC-UV method
according to the European Union Decision 2002/657/EC for the simultaneous determination of 10
quinolones in chicken muscle and egg yolk. J. Chromatogr. B 859 (2007) p. 246.

Israel Samuel Ibarra Ortega 95



Bibliografia

Croes, K., Steffens, A., Marchand, D.H., Snyder, L.R. Relevance of m-m and dipole-dipole
interactions for retention on cyano and phenyl columns in reversed-phase liquid chromatography. J.
Chromatogr. A 1098 (2005) p. 123.

Currie, L.A. Nomenclature in evaluation of analytical methods including detection and quantification
capabilities. Pure Appl. Chem. 67 (1995) p. 1699.

Davenport, A.P., Receptor Binding Techniques, 2nd Ed. Humana Press, New Jersey (2005) p. 105.

Dejaegher, B., Vander Heyden, Y. Experimental designs and their recent advances in set-up, data

interpretation, and analytical applications. J. Pharm. Biomed. Anal. 56 (2011) p. 141.

Evaggelopoulou, E.N., Samanidou, V.F. HPLC confirmatory method development for the
determination of seven quinolones in salmon tissue (Salmo salar L.) validated according to the
European Union Decision 2002/657/EC. Food. Chem. 136 (2013) p. 479.

Fattah, A., Walily, E., Belal, S.F., Bakry. R.S. Spectrophotometric and spectrofluorimetric estimation
of ciprofloxacin and norfloxacin by ternary complex formation with eosin and palladium(ll). J. Pharm.
Biomed. Anal. 14 (1996) p. 561.

Ferding, M., Kaleta, A., Thanh Vo, T.D., Buchberger, W. Improved capillary electrophoretic
separation of nine (fluoro) quinolones with fluorescence detection for biological and environmental
samples. J. Chromatogr. A 1047 (2004) p. 305.

Fotouhi, L., Alahyari, M. Electrochemical behavior and analytical application of ciprofloxacin using a
multi-walled nanotube composite film-glassy carbon electrode. Colloid Surface B: Biointerfaces 81
(2010) p. 110.

Goyal, R.N., Singh, AR., Chasta, H. Electrochemical sensor for the sensitive determination of
norfloxacin in human urine and pharmaceuticals. Bioelectrochemistry 83 (2012) p. 46.

Israel Samuel Ibarra Ortega 96



Bibliografia

Grande, C., Garcia, B., Simal, F. The use of antibiotics in animal feeds: an actual perspective. Cienc.
Tecnol. Aliment. 3 (2000) p. 39.

Hernandez-Arteseros J A, Barbosa J, Compano R, Prat M D. Analysis of quinolone residues in
edible animal products. J. Chromatogr. A 945 (2002) p 1.

Ho, C., Sin, D.W.M,, Tang, H.P.O., Chung, L.P.K., Siu, S.M.P. Determination and on-line clean-up of
(fluoro)quinolones in bovine milk using column-switching liquid chromatography fluorescence
detection. J. Chromatogr. A 1061 (2004) p. 123.

Hyun-Hee, C., Jung-Bin, L., Yun-Hee, C., Kwang-Geun L. Analysis of sulfonamide and quinolone
antibiotic residues in Korean milk using microbial assays and high performance liquid
chromatography. Food. Chem. 113 (2009) p. 297.

Idowu, O.R., Peggins, J.0. Simple, rapid determination of enrofloxacin and ciprofloxacin in bovine
milk and plasma by high-performance liquid chromatography with fluorescence detection. J. Pharm.
Biomed. Anal. 35, (2004) p. 143.

Jameson, R. M. Tissue concentration of nalidixic acid and its use in pyelonephiritis. BMJ 2 (1965) p.
621.

Jimenez-Lozano, E., Marques, |., Barron, D., Beltran, J. L., Barbosa. Determination of pKa values of
quinolones from mobility and spectroscopic data obtained by capillary electrophoresis and a diode
array detector Anal. Chim. Acta 464 (2002) p. 37.

Jordan, N., Marmier, N., Lomenech, C., Giffaut, E. Sorption of silicates on goethite, hematite, and

magnetite: Experiments and modeling. J. Colloid Interface Sci. 312 (2007) p. 224.

Kaura, K. Singh, S., Kumar, A., Singh, B. Micelle enhanced and terbium sensitized
spectrofluorimetric determination of danofloxacin in milk using molecularly imprinted solid phase

extraction. Spectrochim Acta A: Mol. Biomol. Spectrosc. 96 (2012) p. 790.

Israel Samuel Ibarra Ortega 97



Bibliografia

Lara, F.J., Garcia-Campana, A.M., Ales-Barrero, F., Bosque-Sendra, J.M., Garcia-Ayuso, L.E.
Multiresidue Method for the Determination of Quinolone Antibiotics in Bovine Raw Milk by Capillary
Electrophoresis-Tandem Mass Spectrometry. Anal. Chem. 78 (2006) p. 7665.

Lescher G.Y., Froelich, E.D., Gruet, M.D., Bailey, J.H. 1-8 naphtyridine derivatives. A new class of
chemotherapeutic agents. J. Med. Pharm. 5 (1962) p. 1063.

Marazuela, M.D., Moreno-Bondi, M.C. Multiresidue determination of fluoroquinolones in milk by
column liquid chromatography with fluorescence and ultraviolet absorbance detection. J. Chromatogr.
A.1034 (2004) p. 25.

Mitani, K., Kataoka, H. Determination of fluoroquinolones in environmental waters by in-tube solid-
phase microextraction coupled with liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Anal. Chim.
Acta 562 (2006) p. 16.

Navalon, A., Ballesteros, O., Blanc, R., Vilchez, J.L. Determination of ciprofloxacin in human urine

and serum samples by solid-phase spectrofluorimetry. Talanta 52 (2000) p. 845.
Nemutlu, E., Kir, S., Ozyuncu, O., Oeksac, M.S. Simultaneous Separation and Determination of
Seven Quinolones Using HPLC: Analysis of Levofloxacin and Moxifloxacin in Plasma and Amniotic

Fluid. Chrom. Supple. 66 (2007) p. S15.

Neu, H.C. Synergy and antagonism of fluoroquinolones with other classes of antimicrobial agents.
Drugs 45 (1993) p. 54.

Neuman M. Clinical pharmacokinetics of the newer antibacterial 4-quinolones. Clin. Pharmacokinet.
14 (1988) p. 96.

Oates, J.A., Wood, A. J. Fluoroquinolone antimicrobial agents. N. Engl. J. Med. 324 (1991) p. 384.

Israel Samuel Ibarra Ortega 98



Bibliografia

Pascual-Reguera, M.l., Pérez, G., Molina, A. Solid-phase UV spectrophotometric method for

determination of ciprofloxacin. Microchem. J. 77 (2004) p. 79.

Pecorelli, ., Galarini, R., Bibi, R., Floridi, A., Casciarri, E., Floridi. A. Simultaneous determination of
13 quinolones from feeds using accelerated solvent extraction and liquid chromatography. Anal.
Chim. Acta 483 (2003) p. 81.

Piddock, L.J. New quinolones and gram-positive bacteria. Antimicrob. Agents Chemother. 38 (1994)
p. 163.

Prescott, J.F., Baggot, J.D. “Incorporacion de antibiéticos a los piensos como estimulantes del

crecimiento”, en Terapéutica antimicrobiana veterinaria, Acribia, Zaragoza (Espafia), (1991) p. 297.

Qingfa, T., Tongtong, Y., Xiaomei, T., Jiabo, L. Simultaneous determination of fluoroquinolone
antibiotic residues in milk sample by solid-phase extraction-liquid chromatography-tandem mass
spectrometry. J. Agric. Food Chem. 57 (2009) p. 4535.

Reubsaet, J.E., Vieskar, R. Characterisation of p-p interactions which determine retention of

aromatic compounds in reversed-phase liquid chromatography. J. Chromatogr. A. 841 (1999) p. 147.

Rodriguez-Diaz, R.C., Fernandez-Romero, J.M., Aguilar-Caballos, M.P., Gomez-Hens, A.
Determination of Fluoroquinolones in Milk Samples by Postcolumn Derivatization Liquid

Chromatography with Luminescence Detection. J. Agric. Food Chem. 54 (2006) p 9670.

Roybal, J.E., Pfenning, A.P., Turnipseed, S.B., Walker, C.C., Hurlbut, J.A. Determination off four
fluoroquinolones in milk by liquid chromatography. J. AOAC Int .80 (1997) p. 982.

Rubinstein, E. History of Quinolones and Their Side Effects. Chemotherapy 47 (2001) p. 3.

Ruiz, T.P., Martfnez-Lozano, C., Sanz, A., Bravo, E. Separation and Simultaneous Determination of
Quinolone Antibiotics by Capillary Zone Electrophoresis. Chrom. 49 (1999) p. 419.

Israel Samuel Ibarra Ortega 99



Bibliografia

Samanidou, V.F., Christodoulou, E.A., Papadoyannis, |.N. Determination of fluoroquinolones in
edible animal tissue samples by high performance liquid chromatography after solid phase extraction.
J. Sep. Sci. 28 (2005) p. 555.

Sheehan, G.J., Harding, G.K., Haase, D. A., Thomson, M. J., Urias, B., Kennedy, J. K., Ronald, A. R.
Double-bind, randomized comparison of 24 weeks norfloxacin and 12 weeks of norfloxacin followed
by 12 weeks of placebo in the therapy of complicated urinary tract infection. Antimicrob. Agents
Chemother. 32 (1988) p. 1292.

Solangi, A., Bhanger, M., Saima, M., Khuhawar, M., Arfana, M. A Capillary Zone Electrophoretic
Method for Simultaneous Determination of Seven Drugs in Pharmaceuticals and in Human Urine. J.
AOAC Int. 92 (2009) p. 1382.

Soledad, M., Albero, I., Sanchez-Pedrefio, C., Abuherba, M.S. Flow injection spectrophotometric

determination of ofloxacin in pharmaceuticals and urine. Eur. J. Pharma. Biopharm. 61 (2005) p. 87.

Su, S.C., Chang, M.H., Chang, P.C., Chou, S.S. Simultaneous Determination of Quinolones in
Livestock and Marine Products by High Performance Liquid Chromatography. J. Food Drug. Anal. 11
(2003) p. 114.

Suman H., Ocampo, L. Farmacologia Veterinaria, McGraw-Hill Interamericana, 2da Ed. Mexico 1999

Sun, H., Zhao, W., He, P. Effective Separation and Simultaneous Determination of Four
Fluoroquinolones in Milk by CE with SPE. Chrom. 68 (2008) p. 425.

Tang, Q., Yang, T., Tan, X., Luo, J. Simultaneous Determination of Fluoroquinolone Antibiotic
Residues in Milk Sample by Solid-Phase Extraction-Liquid Chromatography-Tandem Mass
Spectrometry. J. Agric. Food Chem. 57 (2009) p. 4535.

Tatar, S. Spectrofluorimetric determination of fluoroquinolones in pharmaceutical preparations.
Spectrochimica Acta Part A 72 (2009) p. 138.

Israel Samuel Ibarra Ortega 100



Bibliografia

Turel, 1., The interactions of metal ions with quinolone antibacterial agents. Coordination Chem, Rev.
232 (2002) p. 27.

Turiel, E., Martin-Esteban, A., Tadeo, J.L. Multiresidue analysis of quinolones and fluoroquinolones
in soil by ultrasonic-assisted extraction in small columns and HPLC-UV. Anal. Chim. Acta 562 (2006)
p. 30.

Vera-Candioti, L., Olivieri A.C., Goicoechea, H.C. Development of a novel strategy for
preconcentration of antibiotic residues in milk and their quantitation by capillary electrophoresis.
Talanta. 82 (2010) p. 213.

Vilchez, J.L., Ballesteros, O., Taoufiki, J., Sanchez-Palencia, G., Navalén A. Determination of the
antibacterial norfloxacin in human urine and serum samples by solid-phase spectrofluorimetry. Anal.
Chim. Acta. 444 (2001) p. 279.

Visek, W.J. The Mode of Growth Promotion by Antibiotics, J. Anim. Sci. 46 (1978) p. 1447.

Yan, H., Ho, R. K. Novel molecularly imprinted monolithic column for selective on-line extraction of

ciprofloxacin from human urine. Biomed. Chromatogr. 22 (2008) p. 487.

Yang, Z., Wang, X., Qin, W., Zhao. H. Capillary electrophoresis-chemiluminescence determination of
norfloxacin and prulifloxacin. Anal. Chim. Acta. 623 (2008) p. 231.

Yongbo, L., Zhujun, Z., Jinsong, L., Hongguang, L., Yan, C., Zhaohui, L. Simple, stable and sensitive
electrogenerated chemiluminescence detector for high-performance liquid chromatography and its
application in direct determination of multiple fluoroquinolone residues in milk. Talanta. 84 (2011) p.
690.

Yorke, J.C., Froc, P. Quantitation of nine quinolones in chicken tissues by high-performance liquid
chromatography with fluorescence detection. J. Chromatogr. A. 882 (2000) p. 63.

Israel Samuel Ibarra Ortega 101



Bibliografia

Zhang, F., Gu, S., Ding, Y., Li, L.., Liu, X. Simultaneous determination of ofloxacin and gatifloxacin
on cysteic acid modified electrode in the presence of sodium dodecyl benzene sulfonate.
Bioelectrochemistry. 89 (2013) p. 42.

Zhao, L., Stevens, J. Determination of quinolone antibiotics in bovine liver using Agilent bond elut
QuEChERS kits by LC/MS/MS. Angilent Technologies, Inc. (2012)

Zhou, X., Xing, Da., zZhu, D., Tang, Y., Jia. L. Development and application of a capillary
electrophoresis-electrochemiluminescent method for the analysis of enrofloxacin and its metabolite
ciprofloxacin in milk. Talanta. 75 (2008) p. 1300.

Israel Samuel Ibarra Ortega 102



CAPITULO Y

11—

UAEH

TETRACICLINAS




TJetraciclinas

5.1 Historia y clasificacion de tetraciclinas

A principios de los afios 1940 el descubrimiento de antibidticos estaba progresando rapidamente, era
evidente que el mundo microbiano produjo una gran cantidad de productos naturales y antibi6ticos
capaces de combatir las enfermedades microbianas. Gracias a su potencial en la aplicacién médica
y financiera, se observo la expansion de muchas compafias farmacéuticas en la investigacion y
desarrollo de nuevos antibidticos.

Uno de los pioneros en el desarrollo de laboratorios con esta finalidad fue Cyanamid en Pearl River,
Nueva Jersey, el cual se dio a la tarea de buscar un antibiético con la finalidad de competir con la
estreptomicina. El grupo de investigacion liderado por Duggar, conocido por su amplio conocimiento
y estudio de los hongos del suelo, recogié muestras de tierra de todo el mundo, las cuales fueron
sometidas a ensayos de dilucion de cultivo, para su posterior aplicacion en actividad antibidtica
contra un panel de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas [Dubos, J.R. 1941].

Una de las muestras denominada A-377, la cual fue obtenida en el campo Sanborn, produjo una
inusual colonia de color amarillo que inhibia el crecimiento de todas sus cepas en un panel de
bacterias, produciendo zona grandes de inhibicion del crecimiento en agar. Esta era una
caracteristica inusual en comparacion con los pocos antibidticos disponibles. Se constaté ademas
que incluso los extractos crudos de la colonia mantuvo notable actividad antibacteriana contra tifus
(conjunto de enfermedades infecciosas producidas por varias especies de bacteria del género
Rickettsia), asi como la fiebre de las Montafias Rocosas y efectividad contra agentes patdégenos
letales. Poco tiempo después Duggar llamé a dicho compuesto aureomicina en referencia a su color
amarillo y la cepa de Streptomyces de color dorado de la que se extrajo [Dubos, J.R. 1941].

Sin embargo dicho compuesto fue estudiado a profundidad en el afio de 1948 en la academia de
ciencias de Nueva York con el objetivo de conocer su microbiologia médica, taxonomia, fisiologia,
recibiendo el nombre de Streptomyces aureofaciens. Lo que la establecié como un nuevo antibiético
de amplio espectro de actividad, seguro y eficaz, aunque su estructura quimica exacta aun no se
habia decidido, por lo que el medicamento fue aprobado por la FDA para uso clinico, salvando
innumerables vidas contra un amplio espectro de enfermedades infecciosas [Duggar, B.M. 1948].
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Poco tiempo después en 1950 empresas quimicas anunciaron el descubrimiento de nuevos
antibioticos, provenientes de muestras de suelo de todo el mundo aislando la bacteria Streptomyces
rimosus [Finlay, A.C. 1950] lo que produjo un compuesto con similitud en color a aureomicina, pero
era ligeramente mas soluble en agua, con una mejor bioactividad, dandole una ventaja competitiva
en el tratamiento de enfermedades infecciosas.

El compuesto fue nombrado Terramicina en referencia a terra, que en latin significa tierra, y tal vez
su origen, Terre Haute, Indiana, compitiendo directamente con aureomicina [King, E.Q. 1950]. Sin
embargo las estructuras quimicas de ambos compuestos se conocieron hasta el afio 1952-1954 por
los laboratorios Pfizer (Figura 5.1) confirmando que ambos compuestos poseian un nicleo de
naftaceno con grupos similares con pequefias diferencias entre si, la terramicina (oxitetraciclina)
poseia un grupo OH adicional en C5, careciendo de un atomo de cloro C7, en comparacion con
aureomicina (clortetraciclina). El nlcleo para esta nueva familia de antibiéticos se denominé como
tetraciclinas [King, E.Q. 1950; Stephens, C.R. 1952).

7 6 5 4
8 3
9 2
10 11 12 1

Cl

H/
2
a

OH o) OH 0 0
Naftaceno Clortetraciclina
(CH3), (CHs),

on QH N o :

NH,

Oxitetraciclina Tetraciclina

Figura 5.1. Estructura quimica del naftaceno y tetraciclinas de primera generacién.
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Lloyd Pfizer predijo que el cloro en la posicion C7 en aureomicina no era el responsable de su
actividad, y que podria ser eliminado o modificado para producir un analogo mas activo con mejores
caracteristicas farmacoldgicas y antimicrobianas, por lo que llevo a cabo una hidrogenacion catalitica
de aureomicina, usando paladio e hidrégeno en la reaccion. El derivado sintetizado sin el dtomo de
cloro en C7 origind un compuesto de mayor eficacia, mayor solubilidad y con una actividad
farmacoldgica favorable, nombrado tetraciclina el cual fue aprobado por la FDA para uso clinico en
1954. A mediados de la década de 1950 habia ya tres tetraciclinas utilizadas clinicamente, el orden
de su descubrimiento fue: clortetraciclina (aureomicina), oxitetraciclina (terramycin), y tetraciclina
[Conover, L.H. 1953].

5.1.1 Segunda generacion de tetraciclinas (semisintéticas)

De acuerdo a las caracteristicas estructurales de las tetraciclinas (TCs), Lederle y Pfizer realizaron
reacciones sintéticas por separado con el fin de lograr modificaciones en las propiedades de las TCs
para producir antibioticos mas eficaces y con un mayor espectro de actividad.

Una de las primeras reacciones fue la modificacion el anillo aromatico de la oxitetraciclina con la
finalidad de proporcionar estabilidad quimica, donde la halogenacién y deshidratacion en en anillo C
origind un nuevo antibiético denominado metaciclina (Figura. 5.2) [Blackwood, R.K. 1961]. Esta
utilizada como material de partida en la sintesis de un anélogo con una notable actividad, estabilidad
y eficacia farmacoldgica llamada doxiciclina y aprobada en 1967, ampliamente utilizada como un
antimicrobiano contra un amplio espectro de infecciones [Dahl, E.L. 2007; Hoerauf, A. 2001;
Stephens, C.R.1963].

Pfizer Route

NH,

doxiciclina

Metaciclina

Figura 5.2. Segunda generacidn de tetraciclinas.
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Estos antibidticos se utilizan también con fines terapéuticos en la industria ganadera: aumentando la
velocidad de crecimiento de los animales, en conservacion de alimentos y en el control

microbiol6gico de fermentaciones [Chopra, I. 2001].

5.2 Propiedades fisicoquimicas

Las TCs son compuestos anfoteros por poseer en su estructura un grupo fenol (-OH) en la posicién
10 que le confiere el caracter acido a la estructura y un grupo amino terciario que le confiere un
caracter basico en la posicidén 4. Muchas de ellas forman sales solubles en agua, tanto con acidos
como bases fuertes. Las sales acidas se forman por protonacion del grupo dimetilamonio unido al
atomo de carbono 4; son estables (Figura 5.1). Las sales basicas formadas con hidréxido de sodio e
hidréxido de potasio; son inestables. El sistema croméforo comun les confiere color amarillo. En
cada tetraciclina existen tres grupos ionizables distinguibles. Los valores aproximados de pKa son:
3.3, 7.0, 9.0 El pKas corresponde a la desprotonacion del OH, el pKaz es debido a la desprotonacién

del grupo dimetilamino, el pKas se deben al grupo OH (Figura 5.3) [Anderson, C.R. 2005].

Figura 5.3. Grupos ionizables de las tetraciclinas.

Debido a la presencia de grupos que pueden formar varios puentes de hidrogeno intramoleculares,
las TCs tienen propiedades quelantes y forman complejos insolubles con sales de hierro, calcio,
magnesio o aluminio. Por tanto para una mejor adsorcion no deben administrarse con leche o
productos lacteos, antiacidos u otros productos que contengan estos iones [Delgado, A. 2004;
Limppincott, W. 2003,].
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En soluciones con valores de pH (2 a 6) las TCs experimentan epimerizacién en el atomo de
carbono 4, alcanzandose el equilibrio cuando se han formado aproximadamente cantidades iguales
de ambos isémeros. Las epitetraciclinas son mucho menos activas que los isémeros naturales. Este
hecho explica la disminuciéon de actividad que se observa en soluciones envejecidas [Rivas de
Lopez, L.C. 1983].

5.3 Mecanismo de Accion

Las TCs son generalmente antibiéticos bacteriostaticos, aunque pueden tener accion bactericida a
altas concentraciones o cuando se usan en contra de microorganismos susceptibles. Estos
antibidticos, al parecer, ejercen su accion mediante la inhibicion de la sintesis proteica bacteriana,
por su union reversible en la subunidad 30S del ribosoma bacteriano y, de esta forma, bloquean la
unién del aminoacil-tRNA al sitio aceptor en el complejo ribosoma-RNA. Adicionalmente las TCs
parece que también se unen reversiblemente a la subunidad 50S. Existe también evidencia
preliminar que sugiere que las TCs alteran la membrana citoplasmica de organismos susceptibles,
permitiendo la salida de componentes intracelulares. A altas concentraciones, las TCs también
inhiben la sintesis de proteinas en las células de los mamiferos.

Las TCs son agentes bacteriostaticos de amplio espectro. Son efectivas en el tratamiento de las
infecciones causadas por numerosas especies de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas,
espiroquetas, micoplasmas, clamidia entre otras, sin embargo sus reacciones adversas y el
desarrollo de cepas resistentes y de otros agentes antimicrobianos han reducido su aplicacién
[Delgado, A. 2004; Limppicott, W. 2003].

La determinacion de residuos de TCs en productos de origen animal es de gran importancia y ha
sido el objetivo de diversos estudios analiticos empleando diversas técnicas entre las que destacan
los ensayos microbioldgicos, espectrofotometria y las técnicas de separacion como cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC) y electroforesis capilar (CE).

Los ensayos microbioldgicos e inmunoensayos son los métodos de rutina para detectar residuos de
tetraciclinas en alimentos, sin embargo presentan ciertas desventajas como baja sensibilidad y
selectividad, mediciones semicuantitativas de los residuos detectados y pueden presentar falsos
positivos. Recientemente la confirmacion y cuantificacion de residuos de TCs requiere
necesariamente métodos instrumentales de analisis, entre los que se destacan las técnicas como los

métodos espectrofotométricos, CE y HPLC.
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5.4 Metodos de analisis para la determinacion de Tetraciclinas

5.4.1 Métodos espectrofotométricos

Debido a que las TCs son compuestos que presentan bandas de absorcién en UV, su determinacion
cuantitativa se puede realizar mediante técnicas espectrofotométricas en la cual se requieren la
formacion de compuestos cromdéforos siendo su coloracion proporcional a la concentracion. Se han
descrito una serie de alternativas simples, rapidas y sensibles las cuales cumplen con los
requerimientos conforme normativas internacionales, entre las que se destacan:

Una de las estrategias de formaciéon de croméforos es a través de la formacién de un complejo
molibdato-oxitetraciclina, el cual presenta un maximo en 404 nm (pH = 5.50; u = 0.1 My 20°C). El
complejo formado permite ser detectado hasta alcanzar un limite de deteccién entre 2.48-34.78 ug
ml=" [Jeliki¢-Stankov 1989].

Las reacciones de complejacion han permitido la deteccion. Un ejemplo es la determinacion de
doxiciclina basado en la reaccién con iones de cobre, el cual forma un complejo con un maximo a
395 nm. El método fue aplicado en la determinaciéon de doxiciclina en diferentes formulaciones
farmacéuticas. El limite de deteccidn alcanzando esta en el orden de mg ml-' [Lopez, J.L 1993].

Uno de los métodos desarrollados en el analisis de TCs se ha empleado para la determinacién de
tetraciclina y doxiciclina en muestras farmacéuticas, basado en el empleo de una técnica de
inyeccion en flujo el cual consiste en una reaccion de oxidacion de estos analitos mediante la adicion
de T-cloramida en medio alcalino, produciendo un producto de reaccion de color rojizo que se
determina a 525-535 nm. Los limites de deteccion alcanzados estan en el orden de mol I'' [Rufino,
J.N. 2009].

La determinacion simultanea de clortetraciclina, tetraciclina y oxitetraciclina mediante
espectrofotometria se ha descrito utilizando técnicas cinéticas. EI método propuesto se basa en una
reaccion cinética que involucra la oxidacion de los analitos en medio alcalino utilizando
permanganato de potasio a 40°C. El método presenta un incremento de absorbancia a 526 nm y
una disminucién a 608 nm causada por la formacién de manganato y pérdida del permanganato,
respectivamente. La diferencia entre las velocidades de reaccién y el anélisis multivariante de los
datos permite la determinacién simultdnea de TCs en muestras de carne. Los limites de deteccion
encontrados estan en el intervalo de 0.01 a 0.75 pg mL~=" [Ni, Y. 2010].
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5.4.2 Métodos espectrofluorimétricos

La familia de las TCs son compuestos que presentan fluorescencia nativa, a diversas longitudes de
onda de excitacion y emision dependiendo de la metodologia empleada. Una de las ventajas
principales en este tipo de determinaciones es su bajo costo, la simplicidad del método, elevada
sensibilidad y selectividad con respecto a los métodos cromatograficos permitiendo alcanzar limites
de deteccion en concentraciones a niveles traza (ug I') [Jelikié-Stankov, M. 2007].

La determinacién de TCs por espectrofotometria de fluorescencia en matrices complejas presenta
ciertas dificultades gracias a la presencia de otros componentes en la matriz analitica afectando la
sefial. La emisién de fluorescencia puede mejorar en presencia de diversos iones metalicos
especialmente con cargas divalentes y mediante la formacion de complejos con un ién metélico en
presencia de un polimero organico tal es el caso de Zn(bix) [bix: 1,4-bis(imidazol-1-metil)benceno] el
cual permite alcanzar limites de deteccion en el orden de ug ' y nM. Este tipo de metodologias se
han aplicado al analisis de muestras complejas como la leche y en farmacos [Rodriguez, N., 2009,
Leng, F. 2013]

5.4.3 Cromatografia de liquidos de alta resolucion

La HPLC es el método de referencia para la determinaciéon de TCs. de acuerdo sus propiedades
fisico-quimicas, la separacion de esta familia de antimicrobianos involucra el uso de columnas en
fase reversa, principalmente C1g y Cs.La fase mévil consta principalmente de mezclas de acetonitrilo,
metanol y soluciones acuosas de acido oxalico y acido fosférico. La mezcla impide la formacion de
complejos con iones metélicos en un solvente organico y minimiza la ionizacién del grupo silanol. La
proporcién adecuada de estos solventes permite una buena separacion de las muestras.

Para el anélisis de TCs en muestras de leche se realizan etapas de limpieza por extraccién en fase
solida empleando principalmente cartuchos Oasis HLB, sin embargo en todos los casos se requieren
etapas de precipitacion, centrifugacion y filtracion. Para la deteccion de esta familia de
antimicrobianos se ha reportado el uso de la espectrofotometria de absorciéon UV-Vis y fluorescencia
principalmente. La Tabla 5.1 muestra ejemplos representativos del anélisis de TCs en muestras de
leche.
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Tabla 5.1. Determinacion de tetraciclinas en leche mediante HPLC.

Método Limite de
Detector Condiciones HPLC Referencia
Extraccion deteccion
Columna: (Symmetry
ShieldTM C8
FM: a) acido oxalico
0.01 M, b) acetonitrilo.
FL
o SPE: Oasis HLB 5-35 g Kg! Ferraz 2007
(321, 327 nm) Derivatizacién post-
columna con una
solucion de acetato de
magnesio 0.1M en
dimetilformamida
Precipitacion,
centrifugacion,
Columna: PRLP-S, C18
UV-Vis o evaporacion, el Fletouris, D.J.
FM: acetonitrilo-acido 10 pg I
(355nm) . remanente es 1998
fosforico pH = 2.3 .
reconstituido en
acetonitrilo
SMPE
Columna: C8, Intersil dispersiva
Uv-Vis ODS-2 Adsorbente: Wen-Hsien, T.
. . o 0.7-3.5 ng mlt
(360 nm) FM: acido oxalico- [etilendiamina- 2009
acetonitrilo N-propilamina
(PSA)]
Columna: C18
UV-Vis
FM: acido oxalico- SPE: Oasis HLB 33-50 ng g1 Zhou, J. 2009
(350 nm)

acetonitrilo
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5.4.4 Electroforesis capilar

Las propiedades fisicoquimicas de las TCs, particularmente su naturaleza iénica, multiples sitios de
ionizacion y solubilidad en agua, facilitan su analisis mediante electroforesis capilar, la cual es una
técnica eficiente, de alta resolucion, automatizada, compatible con diversos detectores y bajo
consumo de solventes.

La electroforesis capilar de zona es un método muy sensible que determina diversos tipos de TCs
generalmente se utilizan soluciones de borato de sodio y 2-propanol como electrolitos base; los
voltajes de separacion son variados y son detectadas a una longitud de onda de 200 nm para
mezclas de antimicrobianos y 360 nm en TCs. Entre los sistemas de deteccion mas reportados en el
analisis de antibiéticos en leche se encuentran detectores UV-Vis. La Tabla 5.2 muestra ejemplos de

la aplicacion a muestras de leche.
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Tabla 5.2. Determinacion de tetraciclinas en leche mediante CE.

Detector

Condiciones CE

Método

Extraccion

Limite de
Referencia
deteccion

UV-visible
(200 nm)

Voltaje separacion: 30
kV
Buffer: borato de sodio
0.02 M pH 9.52

SPE: Oasis HLB

Vera-Candioti,

0.24 mg I
L. 2010

UV-visible
(210 nm)

Voltaje separacion: 18
kV
Buffer: tetraborato de
sodio pH 8.0.

SPE: C18

Santos, S.M.

0.78 pg ml-t
9 2007

UV-Vis
(195 nm)

Voltaje separacion: 18
kV
Buffer: carbonato de
sodio-EDTA pH =10.

Dilucién de la
muestra en
solucién

electrolito

Yi-Min, H.

0.52 ug mi-t
o 2001

UV-Vis
(200 nm)

Voltaje de separacion:
20 kV.

Buffer: &cido borico 20
mM- fosfato
monosodico 10 mM y
acido ortofosforico pH=
2.7

Extraccion

solido-liquido

Kowalski, P.

1.3-1.8 ng g
99 2008

UV-Vis
(360 nm)

Voltaje separacion: 14
kV

Buffer: fosfato de sodio

30 mM, EDTA2 mMy

2.5 % 2-propanol pH =
12

SPE: C18

Miranda, J.M.

61 -89 pg kg™
H918 2009
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La combinacion de MSPE y la CE no ha sido evaluada al analisis de TCs por lo que el presente
trabajo pretende llevar a cabo el estudio de esta familia de antimicrobianos ya que son una de las
familias con mayor aplicacion como promotores de crecimiento en animales productores de alimento.
Dentro de las TCs aplicadas con esta finalidad existen mas de 20 TCs comercializadas, sin embargo
la tetraciclina (TC), clortetraciclina (CT), oxitetraciclina (OT) y doxiciclina (DT) son las méas utilizadas
en medicina veterinaria. Sin embargo su aplicacion incontrolada provoca que residuos de éstos
persistan y pasen a la cadena de alimentacién humana originando problemas de hipersensibilidad,
alteraciones de la flora gastrointestinal y desarrollo de resistencias bacterianas [Errecalde, J.O.
2004; Grande, C. 2000].

La creciente necesidad de cuantificar estos residuos en concentraciones bajas en el orden de ug I
0 Mg kg ha permitido el desarrollo de diversas metodologias analiticas, siendo la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) y la electroforesis capilar (CE) las técnicas mas utilizadas en la
actualidad [Kowalski, P. 2008; Miranda, J.M. 2009; Vera-Candioti, L. 2010; Zhou, J. 2009]. El objetivo
de este trabajo es extraer los residuos de TCs mediante extraccion en fase sélida magnética
utilizando adsorbentes magnéticos. La metodologia propuesta para la extraccion de residuos de TCs
se basa en la dispersion de los adsorbentes sintetizados en la muestra y su posterior aislamiento
mediante la aplicacion de un campo magnético externo. Los analitos adsorbidos se eluyen y analizan
mediante CE y HPLC.
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5.5 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.5.1 Materiales y reactivos

Todas las soluciones fueron preparadas disolviendo el reactivo grado analitico en agua desionizada
con una resitividad no menor que 18.0 MQ cm, obtenida con un sistema Milli-Q. (Millipore). La
solucién electrolito consiste de fosfato de sodio 30 mM, sal de EDTA disédica 2 mM y 2-propanol
2%, la solucion fue ajustada a un pH = 12 con NaOH 0.1M.

Tetraciclina (95%), Clortetraciclina (95%), oxitetraciclina (95%) doxiciclina (98%) y é&cido picrico
(98%) obtenidos por Sigma. Las diferentes soluciones estandar fueron preparadas diariamente por
dilucion de una solucién madre de TCs a una concentracion de 1.0 g I' de cada componente
preparada disolviendo las sustancias puras en acido clorhidrico 0.01M. Esta solucion fue conservada
en ausencia de luz a 4°C y renovada semanalmente. Una solucion de acido picrico a una
concentracion de 50 mg I fue usada como estandar interno. En extraccion en fase solida se aplico
un cartucho Sep-Pack Vac C1s (Waters).

La sintesis de magnetita fue preparada a partir de sulfato ferroso heptahidratado (Sigma). El
recubrimiento de silice fue sintetizado utilizando feniltrimetoxilsilano (97%, PTMS), tetrametoxisilano
(98%, TMOS) usando Triton X-100 y bromuro de cetiltrimetil amonio (CTAB) como surfactante
(Sigma).

5.5.2 Equipos

La caracterizaciéon de las estructuras obtenidas fue determinada mediante infrarrojo las cuales se
realizaron en un equipo Perkin Elmer con trasformada de Fourier (FTIR) modelo de
espectrofotometro IRDM. Las muestras se analizaron en pastilla de KBr (1%). La distribucién del
tamafio de particula fue determinada en un equipo Beckman Coulter LS 133320 con dispersion de
luz (LS) con un analizador de tamafio de particula con un laser de diodos a una longitud de onda de
750 nm. 0.1 g del adsorbente es magnético inicialmente es dispersado en 5.0 ml de metanol,
posteriormente la suspension organica fue diluida a 500.0 ml en agua para dispersar el adsorbente
magnético en una matriz acuosa. El analisis morfologico del adsorbente magnético se realizo en un

equipo JEOL JSM-820 microscopia electrénica de barrido (SEM).
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La determinacién mediante electroforesis se realizd en un equipo Beckman Coulter P/ACE 5500 con
un detector de arreglo de diodos. Los datos fueron recolectados y analizados con un software
BeckmanP/ACE systemMDQ version 2.3. La separacidn de las TCs se realizd en un capilar de silice
fundida (41.7 cm x 75 pm id). Un pHmetro modelo 450 de Corning (Corning Science Products) fue
usado para medir el pH del electrolito con una precisiéon de 0.01 unidades de pH. Un sistema de
ultrasonido Branson modelo 3510 fue empleado en la dispersion de los adsorbentes magnéticos y en
la elucion de los analitos.

La determinacion cromatografica se realizé en un sistema de cromatografia de liquidos Perkin Elmer
series 200 (Perkin Elmer) con un detector UV-Vis a 360 nm y un inyector manual de 20 l. La
separacion se realizé en una columna Spheri-5-ODS (5 um; 240x4.6 mm) de Perkin Elmer, utilizando

como fase movil &cido oxalico (0.01 M):metanol:acetonitrilo (64:18:18, v/v) a un flujo de 1.0 ml min-1,

5.5.3 Tratamiento de la muestra

La metodologia MSPE propuesta se realizd mediante la siguiente secuencia experimental.
Inicialmente se pesan 0.1 g del adsorbente magnético y se adicionan dentro de un vaso de
precipitado. Las particulas magnéticas se activan mediante la adicion de 5 ml de metanol en un bafio
de ultrasonido durante 5 min. Una vez terminado el tiempo de activacion el adsorbente se aisla
magnéticamente y se lava en dos ocasiones con 10.0 ml de agua desionizada. Subsecuentemente
un volumen adecuado (50.0-200.0 ml) de una muestra de leche y 12.0 ml de una solucion electrolito
de boratos (0.1M, pH 10.0) se mezclan con el adsorbente magnético previamente activado. La
suspension resultante se mezcla en un bafio de ultrasonido por 15 min.

Transcurrido el tiempo de dispersion se aislan el adsorbente con los analitos mediante la aplicacion
de un campo magnético. La fase liquida se decanta mientras que la fase sdlida se lava tres
ocasiones con 5.0 ml con la solucién electrolito de boratos. Las TCs adsorbidas se eluyen del
adsorbente magnético por dispersion del mismo en 3.0 ml de una solucién de metanol acidificada
con 0.5% (v/v) de acido acético durante 5 min. La solucion resultante se evapora a sequedad bajo
corriente de aire y se reconstituye en 1.0 ml de la solucién 0.01M HCI/50 mg I de &cido picrico como
estandar interno. Finalmente la solucion se hace pasar a través de un filtro de nylon 0.2 ymy se
guarda para ser analizada mediante CE.
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Las condiciones de extraccion en fase solida se realizaron mediante el uso de un cartucho Cis
mediante la siguiente secuencia: a 10.0 ml de una muestra de leche se le adicionaron 30.0 ml de
una solucion Mcllvine/EDTA, la mezcla se agita durante 1.0 min y se centrifuga por 15 min (4000
rpm). El precipitado obtenido se desecha mientras que la solucion resultante se pasa a través de un
cartucho C1g SPE previamente activado con 2.0 ml de metanol seguido de 2.0 ml de una solucidn
Mcllvine/EDTA a un flujo de 5.0 ml min-'. Después de preconcentrar los analitos, el cartucho se lava
con 2.0 ml de una solucién de metanol 5.0%. Las TCs retenidas se eluye con 3.0 ml de metanol,
evaporado a sequedad y se reconstituye en una solucion de 0.01 M HCI/50 mg I-* de &cido picrico
[Fritz, J.W. 2007].

5.5.4 Sintesis de los adsorbentes magnéticos silice-Fe304

La sintesis de los adsorbentes magnéticos se llevd a cabo en dos etapas. En una primera etapa la
magnética fue obtenida mediante oxidacién parcial y precipitacién de Fe(ll) en presencia de oxigeno
en medio basico [Aguilar-Arteaga, K. 2010]. Sintetizada la magnetita se adiciona dentro de un matraz
balén con TMOS:PTMS a diferentes radios molares, los adsorbentes magnéticos fueron obtenidos
mediante polimerizacién en emulsion. Los precursores de silice fueron previamente solubilizados en
25 ml de una solucién que contiene 2.0% (w/v) Triton X-100, 0.02% (w/v) CTAB, 12.5% (v/v)
metanol, 200 uL de una solucion de amoniaco al 28% como catalizador. La mezcla se coloca en
reflujo durante 16 h. Una vez terminado el tiempo de reaccién el adsorbente obtenido se lava en

repetidas ocasiones con agua destilada y secado a 60°C durante 24 h [Aguilar-Arteaga, K. 2010].

Una vez obtenidos los adsorbentes magnéticos se llevo a cabo el bloqueo superficial de los grupos
silanol (-Si-OH) presentes en los mismos mediante la adicion de una mezcla de solventes que
consiste en 0.9 g de clorotrimetilsilano (CTMS) y 1.0 ml de piridina por gramo de adsorbente
magnético en 25.0 ml de tolueno. La adicion de piridina tiene la finalidad de neutralizar el HCI
producido durante la derivatizaciéon. Concluido el bloqueo de los grupos silanol los adsorbentes
magnéticos fueron lavados secuencialmente con porciones de 20.0 ml de tolueno, etanol y agua
desionizada, hasta que los solventes remanentes del lavado no presenten coloracion. Terminada
esta etapa los adsorbentes magnéticos fueron secados a 60°C durante 24 h [Aguilar-Arteaga, K.
2010].
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5.5.5 Analisis mediante Electroforesis Capilar

Al inicio de cada dia de trabajo el capilar se activa mediante la siguiente secuencia: 15 min de NaOH
1.0 M a 35°C, seguido de 10 min NaOH 0.1 M, 10 min agua desionizada y por ultimo 10 min de la
solucion electrolito. El capilar se lava entre cada analisis con: 1 min NaOH 1.0 M, 2 min NaOH 0.01
M, 2 min agua desionizada y 2 min de la solucion electrolito, las condiciones de separacion
encontradas fueron:

Todos los analisis de determinacién de TCs se detectaron a una longitud del detector (A) de 360 nm.
Las muestras son inyectadas en modo hidrodinamico con una presion de 0.5 psi durante 5 s. El
capilar se mantiene a 25°C, voltaje de separacion de 14 kV. La relacién de area de pico
analito/estandar interno (El) se emplea para la cuantificacion. Los diferentes picos fueron
identificados por sus tiempos de migracion y co-inyeccion de las soluciones estandar [Miranda, J.M.
2009].
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5.6 RESULTADOS Y DISCUSION

5.6.1 Caractrerizacion de los adsorbente magneticos

En una primera etapa se evalud el efecto de la hidrofobicidad en la retencion de TCs. Cinco
diferentes adsorbentes magnéticos fueron sintetizados y caracterizados. Los adsorbentes
magnéticos fueron obtenidos variando la relacién molar del monémero funcionalizado (PTMS) y el
monoémero entrecruzante (TMOS) siendo 0.5:1.0, 1.0:1.0, 2.0:1.0, 4.0:1.0 y 5.0:1.0 (PTMS:TMOS)
obteniendo adsorbentes con una elevada area superficial para los primeros cuatro adsorbentes
mientras el adsorbente con relacion (5.0:1.0) se formd un gel con caracteristica viscosa y con una
baja area superficial, por lo que se descartd su posible aplicacion mediante MSPE empleando a los
adsorbentes con relacion molar menor a (4.0:1.0) para el estudio de la retencion de TCs mediante
MSPE.

Los espectros (Figura. 5.4) FTIR para los adsorbentes magnéticos muestran una banda de
estiramiento de 3250-3600 cm! atribuida a la vibracion del grupo silanol (Si-OH). Dos bandas
alrededor de 3100 cm-! correspondientes a la vibracion de los grupos =C-H del grupo fenilo, dos
bandas en 2900 asignadas a la vibracion de enlace C-H. Una serie de bandas débiles desde 1600-
1900 cm-* caracteristicas a las vibraciones C-H de grupos aromaticos. Una banda de flexién en 1450
cm atribuida al H20 contenida en el adsorbente magnético. Una banda de estiramiento entre 950-
1250 cm-! asignada al grupo siloxano (Si-O-Si), y una banda de deformacién alrededor de 750-850

cm ! correspondiente al grupo Si-OH.

El espectro FTIR muestra que la banda de estiramiento a 3250-3600 cm! correspondiente al grupo
silanol (Si-OH) disminuye conforme la relacién molar PTMS:TMOS incrementa. La hidrofobicidad del
adsorbente magnético incrementa de la misma manera. Lo anterior se corrobora al observar una

disminucién de la intensidad de la banda correspondiente al H2O a 1450 cm-'.
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Figura 5.4. Espectro FTIR de los adsorbentes magneticos (PTMS:TMOS) a diferentes radios molares:
a) 0.5:1.0, b)1.0:1.0, ¢) 2.0:1.0, d) 4.0:1.0.

La morfologia del adsorbente magnético fue estudiada por microscopia electrénica de barrido (SEM).
Como se muestra en la Figura 5.5, los adsorbentes presentan una morfologia esférica. La
distribucion del tamafio de particula de los adsorbentes magnéticos se llevé previamente una etapa
de secado a 100° C durante 24 h, determinando un tamafio de particula de 60 a 100 nm, de acuerdo
a ello dichos adsorbentes tienen una morfologia homogénea.

El tamafio de particula de los adsorbentes magnéticos se llevé a cabo en solucién acuosa y fue
analizado mediante LS. La Figura 5.5 B muestra los resultados obtenidos para todos los adsorbentes
sintetizados. El tamafio de particula es uniforme en todos los casos, con un tamafio medio de
alrededor de 500 nm. El aumento del tamafio de particula es atribuido a la hidratacién caracteristica

de la aglomeracién de silice.
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Figura 5.5. (A) Microscopia electrénica de barrido y (B) Distribucion de tamafio de particula de los
adsorbentes magneticos (PTMS:TMOS) a diferentes radios molares: a) 0.5:1.0, b)1.0:1.0, ¢) 2.0:1.0, d)
4.0:1.0.

5.6.2 Retencion y Elucion de TCs en muestras de leche

Los resultados muestran una dependencia en el pH sobre la extraccién y aislamiento de TCs en
matrices complejas. La existencia de diversos grados de ionizacion en las estructuras TCs se
relaciona con sus constantes de disociacion (pKa). Los valores de pKa en solucién acuosa se
encuentran alrededor de 3.3, 7.5, 9.0 y 13.0. Para evaluar el efecto del pH y la hidrofobicidad, los
experimentos de retencion se llevaron a cabo en un intervalo de pH de 4.0 a 12.0. Todos los
experimentos se realizaron a 25 ml de de muestras dopadas de leche con TCsa 10 mg ' con 0.1 ¢
del adsorbente magnético. Una vez completada la extraccion, las TCs remanentes en la solucion
fueron determinadas mediante SPE-CE [Fritz, J.M. 2007].

Los % de retencién y % de recuperacion fueron calculados como funcion de la concentracion
afiadida y la concentracion encontrada después de la extraccion. La Tabla 5.3 muestra los % de
retenciéon obtenidos en cada experimento. Los resultados obtenidos muestran que los % de
retencién incrementan con la hidrofobicidad de las TCs. Para el intervalo de pH evaluado, la maxima
retencion obtenida es mediante el uso del adsorbente magnético con una relacion molar 4.0:1.0
PTMS:TMOS.

El efecto del pH en la retencién de TCs demuestra una mayor afinidad del adsorbente por las TCs en

su forma desprotonada que en su forma protonada.
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Las condiciones optimas seleccionadas en la retencion de TCs son: pH de 10.0 y una relacion molar

del adsorbente magnético de 4.0:1.0, bajo estas condiciones se obtienen % de retencion en un

intervalo de 99.6 a 101.2% para todas las TCs determinadas. A valores de pH por encima de 9.0 la

adsorcion de las TCs disminuye debido a que el adsorbente magnético adquiere una carga negativa

debido a los grupos hidroxilo, provocando una repulsion electrostatica entre el adsorbente y las TCs

en su forma aniénica. [Jordan, N. 2007].

Tabla 5.3. Porcentaje de retencion (promedio y %RSD, n = 3) a diferentes valores de pH y adsorbentes

magneticos a diferentes relaciones molares (PTMS:TMOS).

PTMS:TMOS il
40(RSD) 6.0(RSD) 80(RSD) 10.0(RSD) 12.0 (RSD)
TC 177(08) 234(07) 358(06) 112(05) 32(18)
sy O 18.0(02) 259(0.6) 39.9(09) 102(01) 29(1.0)
0X 121(0.3) 235(05) 354(11) 10.1(05) 55(1.3)
DX 174(07) 248(0.3) 37.1(05) 112(07) 43(22)
TC 307(11)  306(07) 434(08) 432(08) 58(19)
o0 C 313(09) 299(09) 419(0.1) 442(13) 69(15)
OX 323(15)  284(05) 431(01) 484(04) 4.4(0.8)
DX 312(07) 28.0(04) 429(0.1) 435(0.7) 79(27)
TC 50.8(04) 412(02) 553(0.6) 44.6(0.8) 6.7(23)
vorg O 471(0.3) 404(08) 569(13) 47.1(13) 59(18)
OX 50.1(0.9) 409(06) 57.4(1.1)  402(0.6) 4.7(22)
DX 535(0.3) 47.6(0.8) 535(0.1) 50.7(0.9) 7.8(2.1)
TC 826(04) 804(10) 907(04) 996(05)  6.9(2.1)
oy O 80.8(05) 81.8(14) 91.9(12)  1005(1.3) 34(14)
OX 833(1.1)  829(11)  918(03)  1001(12) 59(1.0)
DX 80.8(0.3) 799(14) 87.9(0.1) 1012(15) 24(06)
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Figura 5.6. Porcentajes promedios de retencion de TCs a diferentes valores de pH vs Relacién del
adsorbente magnético (TMFS:TMQOS).

Una vez seleccionadas las condiciones de retencién, se evaluaron tres diferentes soluciones para la
etapa de elucion de las TCs [Oka, H. 2000]. Utilizando las siguientes soluciones, 5 ml de: metanol-
acido acético (1x10-3 M), metanol-acetato de etilo (1:1, v/v) y metanol-acido clorhidrico (1x10-3 M).
Posteriormente a su elucién, la solucién organica fue evaporada, y el residuo fue reconstituido y
filtrado para su analisis mediante CE. La Tabla 5.4 muestra los resultados obtenidos mediante el uso
de las tres diferentes soluciones, de acuerdo a ello las soluciones de metanol acidificadas proveen
de los mejores % de recuperacion (82.6-99.8%) en comparacion con la solucién de metanol-acetato
de etilo. Sin embargo la solucién constituida por metanol-acido acético resulta ser menos reactiva
con la magnetita contenida en el adsorbente inhibiendo la formacién de complejos entre las TCs y
Fe(lll) originando como resultado el incremento en los % de recuperacion [Oka, H. 2000; Miranda,
J.M. 2009]. Por lo que la soluciéon metanol-acido acético (1x10-3 M) fue seleccionada para la

subsecuente etapa de elucion en el analisis.
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Tabla 5.4. % de recuperacién (promedio y %RSD, n = 3) in la re-extraccion de TCs.

Soluciones de Elucion

% Recuperacion

CT (RSD) TC (RSD) OT (RSD) DT (RSD)

MeOH-CHsCOOH (1x103M) 942 (3.0) 99.4 (1.8) 99.8 (4.3) 97.1(3.2)
MeOH-etil acetato (1:1, viv) 295 (1.4) 34.9 (3.5) 34.5(3.2) 32.7 (4.3)
MeOH-HCI (1x10-3 M) 82.6 (3.4) 87.1(2.1) 87.2(4.9) 85.3 (3.7)

Para determinar la capacidad de adsorcion y la afinidad del adsorbente magnético por los analitos de

interés se determinaron mediante una isoterma de adsorcion y el correspondiente analisis

Scatchard. La isoterma de adsorcion se construye mediante un set de muestras de 25 ml con un

intervalo de concentracién de 0.01 a 0.17 mM de TCs determinando la concentracién remanente

(mM) de TCs obtenidas después de la dispersion de 0.1 g de adsorbente magnético. La Figura 5.6

muestra que la cantidad de TCs enlazadas en el adsorbente magnético en el equilibrio incrementa

cuando la concentracion inicial de TCs incrementa.
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Figura 5.7. Isoterma de adsorcion y andlisis Scathchard.
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La ecuacion de regresion lineal de esta curva es Q/[TCs] =-7.60Q+ 7.92. Los valores de Kd y Qmax
fueron calculados 131.6 mmol I''y 104 ymol g1, respectivamente. Estos valores corresponden a un
grado de interaccion media entre el adsorbente y las TCs, lo que resulta ser adecuado en el proceso
de retencion-elucion.

La linearidad observada en el analisis Scatchard indica la presencia de sitios activos homogéneos en
el adsorbente magnético. El adsorbente magnético con relacion molar 4.0:1.0 PTMS:TMOS muestra
una afinidad selectiva por las TCs similar a las reportadas mediante el empleo de polimeros
molecularmente impresos [Chen, L. 2009].

Los experimento de retencion, elucién y afinidad, demuestran la utilidad del adsorbente magnético
en la determinacion de tetraciclinas en matrices complejas como la leche mediante extraccion en

fase solida magnética.

5.6.3 Validacion y aplicacion del método

Los limites de deteccion (LODs) del método MSPE-CE se evaluaron empleando diferentes
volumenes (50, 100 y 200 ml) de muestras de leche dopadas con TCs en concentraciones de 50-250
g I1. Los LODs fueron calculados mediante la relacion sefal ruido (S/N=3.29). La Tabla 5.5 muestra
que de acuerdo a los resultados, los LOD disminuyen cuando se utilizan un volumen de muestra
més grande. Los menores LODs se encuentran en un intervalo de 2 a 9 pg I con un volumen de
muestra inicial de 200 ml. Basados en los resultados y tomando en cuenta las limites méaximos
residual (MRLs) establecidos por regulaciones de la EU (100 ug I), un volumen de muestra de 200
ml es seleccionada como la mas adecuada para el andlisis en muestras reales [European Union
Council Regulation No. 508/99].

Tabla 5.5. Limites de deteccion obtenidos a diferentes volumenes de leche mediante MSPE.

Limites de deteccién (LODs) [ug I1]

Volumen (ml)
CT TC OX DX
200 6 9 2 5
100 63 91 64 77
50 187 210 165 158
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Bajo las condiciones optimas, los parametros analiticos del método MSPE-CE fueron evaluados
usando muestras de leche dopadas con TCs. Alicuotas de 200 ml de muestra de leche blanco fueron
dopadas con TCs en un intervalo de concentracion de 25-250 ug I'. Cada estandar fue preparado y
analizado por triplicado. Una vez homogenizada cada una de las muestras se llevo a cabo la pre-
concentracion de las TCs usando la metodologia propuesta (MSPE) tal y como se describe en la
seccion experimental. Las alturas de los picos obtenidos en unidades arbitrarias (AU) fueron
medidas, construyendo la linea de calibrado a partir de los promedios de las relaciones de area. Las
linea de calibrado muestra una dependencia entre la relacién de areas y la concentracion de TCs en
la muestra de leche dopada. Los parametros de regresion de la linea de calibrado se muestran en la
Tabla 5.6. [Danzer, K. 1998]

Tabla 5.6. Parametros de regresion de la curva de calibrado, area de pico (mAU) vs concentracion de TCs

(Mg I'") en 200 ml de muestra.

Parametros CT TC oT DT
Coeficiente de correlacion 0.992 0.996 0.999 0.997
Ordenada, bo * ts(bo) 118+£218 124+256 1244215 101£217
Pendiente, b1  ts(b1) 8571611457 9969012865 813664615 7926411182
Reproducibilidad 100 pg I 2.3 1.7 2.2 2.7
(%RSD, n = 3) 150 pg I 1.7 1.6 2.0 2.3
Repetitividad 100 pg I 1.2 3.2 1.9 1.9
(%RSD, n = 3) 150 pg I 1.8 2.2 2.3 0.8
Intervalo lineal (ug I) 18-250 27-250 4-25 25-250
Limites de deteccion (ug 1) 6 9 2 5
Limites de cuantificacion (ug I*) 18 27 6 15

La exactitud del método se determin mediante las recuperaciones absolutas de las TCs afiadidas a
una muestra de leche blanco a tres niveles de concentracion con tres replicas para cada nivel. El
promedio de las recuperaciones obtenidas para las cuatro TCs en muestras de leche dopadas, se
encontraron en un intervalo de 92-103% con una desviacién estandar relativa (RSD) menor a un 5%

en todos los casos usando la metodologia propuesta MSPE (Tabla 5.7).
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Tabla 5.7. Porcentaje de recuperacion de tetraciclinas (TCs) y %RSD (n = 3) en muestras de leche dopadas

mediante MSPE.
Anadida [ug I''] TCs Encontrada [pg I11] % Recuperacion % RSD
CT 91.3 93.7 924 925 1.3
TC 104.1 103.7 102.9 103.6 0.6
100 oT 98.1 96.6 92 95.6 3.3
DT 96.1 94.5 91.8 94.1 2.3
CT 143.7 141.8 142.6 95.1 0.7
150 TC 149.8 153.4 155.3 101.9 1.8
oT 147.6 148.8 1514 99.5 1.3
DT 148.1 152 148.6 99.7 1.4
CT 189.4 192.9 190.5 95.5 0.9
TC 198.7 199.3 197.3 99,2 0.5
200 oT 200.7 2115 210.1 103.7 2.8
DT 200.8 209.5 201.5 103.3 2.1

La metodologia propuesta se aplico en la determinacion de TCs en 25 muestras de leche comercial

de diferentes marcas, realizando el analisis por triplicado de cada muestra. De acuerdo a los

resultados obtenidos del analisis de TCs en leche, 5 muestras de las 25 analizadas fueron positivas

a la presencia de OT, la cual fue identificada por su tiempo de migracién La Figura 5.7 muestra los

electroferogramas obtenidos del analisis de muestras de leche. Muestra de leche dopada (Figura

5.7A, muestra de leche real (Figura 5.7B), muestra de leche real analizadas por SPE-CE (Figura

5.7C), y una muestra de referencia (Figura 5.7D).
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Figura 5.8. Electroferogramas obtenidos en el andlisis de tetraciclinas mediante MSPE: (A) muestra de leche
dopada (250 ug I"), (B) muestra de leche real, (C) muestra de leche real por SPE-CE y (D) muestra blanco,
CT, clortetraciclina, OT, oxitetraciclina, TC, tetraciclina, DT, doxiciclina, ES, estandar interno, condiciones CE:
capilar de silice fundida (41.7 cm x 75 um 1.D), electrolito soporte, fosfato de sodio 30 mM, sal disodica de

EDTA 2mM y 2-propanol 2% a pH 12.0, voltaje de separacion 14 kV; injeccion a 0.5 psi 5s.

La exactitud del método MSPE-CE, las muestras positivas también fueron analizadas mediante SPE-
CE y MSPE-HPLC. Los resultados obtenidos por el método propuesto (Tabla 5.8) fueron
comparados con los obtenidos mediante el método de pre-tratamiento clasico (extraccion por
solvente, centrifugacion, etapa de limpieza y concentraciéon por SPE). Para evaluar las diferencias

entre los métodos, se llevo a cabo una comparacion mediante un ANOVA de una via.
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El valor F calculado (p = 0.5) no excedid6 el valor de F critica (F242 = 3.22, p = 0.05), lo que indica que
no hay diferencias signifacativas en los resultados obtenidos empleando los diferentes métodos de
andlisis, por lo tanto se confirma que MSPE es una técnica robusta y precisa, la cual puede ser

acoplada a HPLC o CE en la determinacion de TCs en leche.

Tabla 5.8. Contenido de oxitetraciclina (ug I') en muestras de leche real obtenidas de diferentes marcas.

Muestra Concentracion de oxitetraciclina (ug 1)

EC HPLC SPE-CE
142.0 141.2 129.1
1 141.9 134.5 133.8
142.0 137.7 132.0
127.0 1354 129.1
2 136.9 136.9 133.8
131.9 1314 132.0
97.3 98.9 93.5
3 98.8 102.2 97.4
98.1 99.6 94.7
137.5 139.1 139.6
4 143.2 136.9 137.9
139.7 136.4 1414
207.6 204.8 199.2
5 218.9 211.8 208.2
212.5 208.5 205.6
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5.7 CONCLUSIONES

La técnica MSPE propuesta basada en la sintesis de adsorbente magnético (Fe3Os-SiOo-fenil
modificada) ha demostrado ser una estrategia eficaz en la preconcentracion rapida de residuos de
TCs en matrices complejas como la leche. La metodologia descrita es mas répida que los
procedimientos de preparacion clasicos como SPE, con una minima manipulacion de muestra,
menor consumo de solventes, y por consiguiente bajo costo. Esta técnica proporciona buenos
resultados en términos de sensibilidad y precision. Cuando se acopla a CE, el método MSPE
proporciona LODs de 2-9 ug I, cumpliendo con las normativas internacionales en el analisis de
residuos de TCs, ademas la técnica de preconcentracion MSPE es una buena alternativa para el

acoplamiento a otros métodos analiticos, tales como HPLC.
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CONCLUSIONES GENERALES

La técnica MSPE propuesta ha demostrado ser una estrategia eficaz en la preconcentracion de
residuos de antibioticos en matrices complejas como la leche, el cual realiza la pre-concentracion de
los analitos de interés, seguido de su cuantificacion mediante HPLC-DAD y CE.

Mediante el desarrollo de la MSPE se sintetizaron diferentes adsorbentes magnéticos de polaridad
variable, funcionalizados con grupos fenilos a diferentes radios molares (Fe3O4-SiO2-fenil
modificada) asi como un adsorbente de polaridad mixta (Fe3O4-SiO2-Fenil-Cg) en la preconcentracion
de residuos de sulfamidas, quinolonas y tetraciclinas en leche.

De acuerdo a los resultados obtenidos el pH es una variable determinante en la retencién y
extraccién de los analitos de interés, siendo especifico para cada familia de antimicrobianos, de igual
manera la polaridad del adosrbente magnético resulta ser critico en el proceso de pre-concentracion
debido a las interacciones entre cada analito y el adsorbente, determinando su afinidad y
selectividad del adsorbente.

Los % de retencion y los % de re-extraccion obtenidos para cada una de las familias de estudio
fueron elegidos con % mayores al XXX bajo las condiciones dptimas de cada sistema.

La téctina MSPE comparada con otras téctinas convencionales como SPE, demostré requerir de una
menor manipulacion de la muestra y por tanto disminuir los tiempos de analisis, bajo costo,
adicionalmente, esta técnica proporciona buenos resultados en términos de sensibilidad y precisién,
por lo que se le considera como una técnica de extraccion confiable en su aplicacion en muestras de
leche real alcanzando niveles de concentracion en el orden de trazas lo que lo hace adecuado en el

analisis de residuos de antibiéticos de acuerdo a las normativas internacionales.
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