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1. Introduccién

Los hidroxidos dobles laminares (del inglés “layered double hydroxide”: LDH) son
materiales con estructura tipo mineral, se pueden encontrar en la naturaleza y
también pueden ser sintetizados. La historia de estos materiales se remonta al afio
de 1840 por un grupo de investigacion de mineralogia en Suecia, mediante el
descubrimiento de un mineral de origen natural descrito como un sdlido de color
blanco, cuya composicion hace referencia a un hidroxocarbonato de

magnesio/aluminio (Mg/Al-COs3), denominado “hidrotalcita” (Mishra et al. 2018).

En 1915, el profesor E. Manesse realizé por primera ocasidén una caracterizacion
Optica, térmica y analitica de esta clase de materiales, permitiendo determinar la
composicion del mineral MgAI-COs: [MgsAl2(OH)16]CO3-4H,0. Adicionalmente,
durante el proceso de investigacion, fue reconocida la importancia de los iones
carbonatos en la estructura laminar de los LDH, ya que estos contrarrestan la carga
positiva de los iones metalicos, favoreciendo su geometria planar y la distancia entre

laminas (Hofmeister et al. 1992).

A partir de este descubrimiento, diversos grupos de investigacion se enfocaron al
estudio de este tipo de materiales, principalmente en sus aspectos estructurales. No
fue sino hasta el afio de 1941 que los cientificos Aminoff y Broncé, a través de
estudios por rayos X, lograron establecer la geometria estructural para los LDH en
la que se presentaron dos geometrias principales: hexagonal en una estructura 2D
y romboédrica en una estructura 3D (Zhitova et al. 2019). En 1942, el cientifico
Feitknecht motivado por los aspectos estructurales de los LDH, comenzé estudios
relacionados con la sintesis, solubilidad y estabilidad de dichos materiales,
realizando una investigacién experimental en la cual intenté replicar de forma
sintética dichos materiales empleando soluciones acuosas diluidas de sales
metalicas de magnesio, aluminio y cobalto con una base alcalina en distintas
proporciones quimicas, obteniendo con éxito una serie de materiales denominados
“Doppelschichtengitter” cuya traduccién “estructuras de doble lamina” (Pizzoferrato
y Richetta 2020).



En 1967, conforme los avances tedricos y tecnoldgicos, Allmann y Taylor realizaron
la caracterizacion estructural del LDH (composicién) mediante estudios de tipo
difraccién de monocristal, proporcionando por primera vez de manera mas detallada
la estructura de los LDH (Jijoe et al. 2021).

Estos antecedentes cientificos dieron lugar al desarrollo de nuevas investigaciones,
en los que se ha encontrado que a este tipo de materiales pertenecen mas de 40
variantes naturales, entre los cuales se encuentran la hidrocalcita, droninoita y
comblainita (Figura 1), entre otros, cuya caracteristica principal es su conformacion
por dos 0 mas especies de cationes divalentes y trivalentes rodeados por seis
moléculas de hidroxido (OH") (Mills et al. 2012).
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Figura 1. Tipos de LDH naturales.



Estas estructuras se derivan de la brucita (Mg(OH)2), un mineral constituido de iones
magnesio (Mg?*), que son rodeados octaédricamente de iones hidréxido, las cuales
forman extensas laminas apiladas entre si, conformando una estructura
tridimensional (Hofmeister y Platen 1992). Por otro lado, si una porcion de iones
Mg?* son sustituidos por cationes trivalentes (M3*) dentro de la estructura principal
de Mg(OH)., se promueve un incremento en la densidad de carga, misma que es
balanceada con la presencia de aniones situados en el espacio denominado
intercapa, el cual comprende la distancia entre la superficie inferior de una lamina y
la superior de otra que se encuentre apilada (Zhitova et al. 2019), dando paso al
arreglo del tipo LDH de férmula general [M2*x M3*x (OH)2]** (A™)xn.mH20, donde M?*
y M3* representan metales divalentes y trivalentes respectivamente, A™ el anién de
intercapay x la proporciéon de M2*/M3*, tal y como se muestra en la Figura 2 (Forano
et al. 2006).

o b———~ ——( ' lones OH"
‘ ’// Om2+ lones
/ ¢ @ M3* metalicos
Unidades
octaédricas
Anidén de
|, Regiénde inter-capa

— \v TN ! olculs de
A

Laminas formadas por
las unidades octaédricas

Figura 2. Conformacion estructural LDH.

Conforme sus mudltiples proporciones estructurales, las caracteristicas fisico-
quimicas pueden ser modificadas mediante: rutas de sintesis, proporcion M2*/M3*,
eleccion del anion de intercapa (Bukhtiyarova 2019).



1.1. Rutas de sintesis

Dentro de las rutas de sintesis de los LDHs, la via sol-gel, autoensamblaje,
reduccion quimica in situ, y mecano-quimica, han sido implementadas
modificaciones especificas de las composiciones del LDH. Sin embargo, métodos
como la co-precipitacién, hidrolisis de urea, intercambio i6nico y calcinacion-
rehidratacion son los mas empleados debido a su mayor simplicidad, minimizando
la manipulacion del proceso de sintesis de bajo costo, y ambientalmente amigables,
empleando reactivos de facil acceso, mismos que se discuten a continuacion (Jijoe
et al. 2021).

1.1.1. Co-precipitacion

Consiste de forma general en la adicién de una solucion alcalina con valores de pH
que van de 7-11 a una mezcla que contenga precursores M2*/M3*/A™ (intercapa;
COs%, NOs y CI) (Theiss et al. 2016, Bukhtiyarova 2019). En una primera etapa se
generan los hidroxidos correspondientes al centro metalico (M3*), mientras que, al
incrementar la alcalinidad del sistema se da como resultado la formacién del LDH
(Figura 3a). Por otra parte, la modificacion de la intercapa con iones NOs y CI
requiere de una atmosfera inerte (argon, nitrégeno) para asi evitar la posible
interferencia de iones COsz? (Constantino y Pinnavaia 2015). Este proceso de
sintesis permite la obtencién de LDH de composiciones quimicas variables con
respecto a la proporcion M2*/M3* y para la sintesis de LDH de identidad ternaria y
cuaternaria (Ma>*-Mp2*/M3*) (He et al. 2005).

1.1.2. Hidrélisis de urea

La hidrdlisis de la urea ocurre en dos etapas. Primero, la urea en medio acuoso
origina al cianato de amonio (ecuacion 1), al hidrolizarse en medio béasico (pH 9),
produce iones amonio y carbonato (ecuacion 2) (Figura 3b).

CO(NHz)2 — NH4CNO (1)



NH4CNO + 2H,0 — 2NH4 + CO3 % ()

Esta ruta facilita el control del tamafio de la particula, promueve la obtencion de LDH
de alta cristalinidad y morfologia de grandes hojuelas hexagonales. No obstante, la
sintesis se limita a LDH de identidad Mg/Al-COsy de alta densidad carga (He et al.
2005, Sarfraz y Shakir 2017).

1.1.3. Intercambio i6nico

En comparacién con otras rutas de sintesis, esta se centra en la incorporacion de
compuestos anidnicos en la intercapa (Mishra et al. 2018)

Dicho proceso consiste en una sustitucion de la especie anidnica presente en un
LDH precursor por otra de mayor afinidad o tamafo (Figura 3c) (Baig y Sajid 2017).
En la incorporacion de especies organicas a la intercapa, se utilizan LDHs
precursores con aniones ClI- o NOs™ principalmente (Conterosito et al. 2018). En
cambio, para iones inorganicos, se obedece la siguiente escala de afinidad: CO3?>
S042>>0H> F>CI>Br>NOs >ClO4, donde el anién ClO4 es mas susceptible a ser

sustituido.

1.1.4. Calcinacién-rehidratacion

Esta ruta de sintesis se lleva a cabo mediante la calcinacién de un LDH precursor a
temperaturas de entre 350-800°C originando que los hidroxidos metalicos pasen a
ser 6xidos y las moléculas de la intercapa sean retiradas, formando asi una nueva
especie: los 6xidos dobles laminares también llamados en la literatura como LDO
(de sus siglas en ingles layered double oxide) (Zou et al. 2017). Al poner en contacto
los LDO con una solucién acuosa regresan a una estructura del tipo LDH. Si la
solucién acuosa contiene algun anién, esta especie se incorporara al espacio de

intercapa (Figura 3d) (Mallakpour y Hatami 2017).



La ruta calcinacion-rehidratacién se prefiere para evitar que exista una alta

competencia de aniones en la intercapa, especialmente cuando los precursores

metalicos provienen de dos tipos de sales distintas (sales de cloruros o nitratos)

(Takehira 2017).
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Figura 3. Esquema de las rutas de sintesis. a) Co-precipitacion, b) Hidrolisis urea,

¢) Intercambio i6nico y d) Calcinacion-rehidratacion.



1.2. Modificacion de la composicion quimica del LDH

1.2.1. Precursores metalicos del LDH

Por otra parte, la conformacion base de un LDH deriva de las brucitas (Mg(OH)2).
En este sentido, los precursores metalicos deben tener un radio idnico similar al
Mg?*, es decir de entre 0.65-0.80 A para cationes divalentes y 0.62-0.69 A para
cationes trivalentes, a excepcion del Al3* cuyo radio i6nico es de 0.50 A (Vaccari
2002). Combinaciones con los iones: Ni?*, Fe?*, Cu?*, Ca?*, Zn?*, Co?*, Mn?*, A3+,
Fe3* y Cr®, han sido estudiados en la composicion de los LDH, encontrando
diferencias principalmente en las dimensiones de los octaedros que estos forman
(Figura 4a-b) (zhitova et al. 2016). En contraste, la investigacion relacionada al
efecto que se produce al modificar las proporciones de los precursores metéalicos o

la intercapa, aun sigue en proceso (Huang et al. 2015, Ravelo et al. 2010).
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Figura 4. Efecto en el cambio de la naturaleza de las especies catidnicas. a)
LDH(Mg/AI-CO3%), b) LDH(Mg/Fe-CO3%).



1.2.2. Proporciones M?*y M3+

En funcién de la conformacién general de un sistema LDH [M?*1.x M3*x (OH)2]** (A™
)xn.mMH20, “X” esta relacionada con la proporcién M?*:M3*. No obstante, diversos
autores indican que x puede tomar valores de entre 0.20-0.33 conforme a la relacién
(M2%)/(M?* + M3*), o bien, valores de entre 2-4 conforme la relacion M?*/M3*, para
asegurar la sintesis de un LDH puro (Karim et al. 2022, Taviot et al. 2018].
Proporciones fuera de este intervalo, pueden provocar distorsiones en la estructura
del LDH, asi como la aparicion de fases impuras. Algunos autores sefialan que
modificar las proporciones habituales de los LDH, se ven reflejadas en la densidad
de carga del material (Bukhtiyarova 2019). Es decir, si M3* se encuentra en una
mayor proporcion, la densidad de carga aumenta y, por el contrario, cuando M?*
estd en mayor proporcion, la densidad de carga es menor (Figura 5). Si hay una
mayor proporcién de M3*, los enlaces M-O-M se elongan, debido a que la repulsion
electrostatica es mayor, ocasionando que las unidades octaédricas del hidroxido
metalico trivalente y la estructura laminar se vean afectados (Zhitova et al. 2016).
Aunque se ha avanzado mucho respecto al efecto que produce una modificacién en
las proporciones de los M?* y M3*, alin son necesarios mas estudios, ya que la
identidad del LDH también juega un papel importante en la estructura (Mohapatra y
Parida 2016).
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Figura 5. Efecto de la variacion de proporciones M2* y M3*. a) Mayor proporcion
de M3* y b) Mayor proporcién de M?*.

1.2.3. Anién de intercapa.

El espacio de intercapa es quizéa la region de los LDH de mayor importancia. La
naturaleza de estas va desde la incorporacion de iones CO3z%, NOs', CI, e incluso
de naturaleza organica tales como dodecilsulfato de sodio (SDS’), &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA*) y/o algunos farmacos como se esta haciendo en
afos recientes (Figura 6) (Shirin et al. 2021). La variacion de la naturaleza e
identidad del anion, permite un cambio en la distancia de la intercapa, que la

mayoria de las ocasiones es proporcional al tamafio del anién (Liu et al. 2019).
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Figura 6. Efecto de la variacion de los aniones en la intercapa.

De acuerdo a las multiples composiciones del LDH, este puede brindar
caracteristicas quimicas y fisicas especificas como: amplia area superficial,
versatilidad, adaptabilidad, porosidad, y estabilidad térmica. Lo que ha permitido el
disefio y sintesis de nuevos LDHSs con caracteristicas especificas de gran relevancia

en una gran variedad de areas de interés.

1.3. Aplicaciones

Conforme a la versatilidad en el disefio de un sistema LDH, estos pueden ser
aplicados en areas como catdlisis, farmacéutica, fotoquimica, electroanalisis, asi
como en sistemas de adsorcién, las cuales se describen a continuacion (Goh et al.
2018, Zhao et al. 2016, Zhang et al. 2014, Xu et al. 2011, Vithanage et al. 2020).

En areas como catalisis, se han empleado LDH de naturaleza Mg/Al (proporciones
2:1) modificadas con aniones [PW12040]*" en la intercapa, eficientes en la oxidacion
de ciclohexanos, alcanzando porcentajes de conversion de hasta 88.9% (Ma et al
2017). En la industria farmacéutica, el uso de LDH con composiciones Mg/Al y Zn/Al
ha permitido la insercion de nucleétidos, aminoacidos, péptidos, vitaminas entre

otros como la adenosina 5V-mono-, di- y trifosfato, citideno 5V-monofosfato,
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guanosina 5V-monofosfato y uridina 5V -monofosfato en la region de la intercapa
en el desarrollo de farmacos de liberacion controlada (Aisawa et al. 2005, Tamura
et al. 2004). Por otra parte, en reacciones de dimerizacion, la capa superficial de los
LDH, asi como de sus centros metalicos (Mg?*, AI*, Li*, Zn?*, Ni**y Fe3*) e intercapa
(CO3? y aniones organicos), han permitido reacciones del tipo fotoquimicas de
algunos carboxilatos insaturados, dando como resultado una variedad de
ciclodimeros (Takagi et al. 1993, Shichi et al. 1996).

No obstante, en décadas recientes la aplicacion de particulas LDH en sistemas pre-
tratamiento de muestra ha permitido la pre-concentracion, aislamiento y remocion

de una gran variedad de analitos de interés.

1.3.1. Sistemas de adsorcién

El uso de particulas LDH de gran selectividad ha permitido la adsorcion de una gran
variedad de compuestos organicos como acidos fendlicos, hidrocarburos e incluso
farmacos, asi como iones inorganicos del tipo F, CO3? y algunos, metales pesados
en muestras complejas, en funcibn de su composicion quimica mediante
interacciones especificas del tipo superficial, intercambio iénico, coordinacion,
electrostaticas, entre otras (Yang et al. 2016). Por tal motivo han sido aplicados en
sistemas de aislamiento, pre-concentracién y/o remocion, acoplados en sistemas
de extraccion en fase solida (SPE, de sus siglas en inglés) (Figura 7a), extraccion
en fase solida dispersiva (DSPE, de sus siglas en inglés) (Figura 7b) y extraccion

en fase sdélida magnética (MSPE, de sus siglas en inglés) (Figura 7c).
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Figura 7. Esquema de las técnicas de pre-tratamiento. a) extraccion en fase
sélida, b) extraccion en fase solida dispersiva y c) extraccion en fase solida

magnética.

1.3.1.1. Extraccion en fase sélida (SPE)

Bajo esta modalidad, particulas LDH constituidas por Ni/Al-NO se han usado en la
remocion y pre-concentracion de iones F en el andlisis de muestras de agua
mediante espectrofluorometria, alcanzando LOD de 9.0 ng mL™* (Zadeh et al. 2011).
Por otra parte, LDH intercalados con particulas organicas han sido aplicados en la

remocion de parabenos en cremas, pasta de dientes, protectores solares, entre
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otros, tal es el caso de Gover y colaboradores que, en 2021, sintetizaron un LDH de
Ni/Fe con intercapa de carbonato intercalado con quitosano, empleando HPLC-PDA
como técnica de deteccion (Grover et al. 2021). La morfologia y afinidad del material
fueron suficientes para alcanzar LODs de 9.8-16.2 ng L. A similitud, en cuanto la
utilizacion del Ni** como metal divalente, Soltani y colaboradores sintetizaron un
LDH de naturaleza Ni/Co con intercapa de NO3?, en la remocién de acidos fendlicos
como acido p-hidroxibenzoico y el acido p-cumarico presentes en jugos de fruta por
HPLC, con LODs cercanos a (0.1 pg L) (Soltani et al. 2017).

En el aprovechamiento de los LDH como materiales adsorbentes, estos se han
implementado en técnicas que maximizan la interaccion analito-adsorbente
mediante la dispersion, como lo es DSPE, reduciendo el uso de solventes y

minimizando tiempos de analisis.

1.3.1.2. Extraccién en fase sélida dispersiva (DSPE)

LDH de naturaleza Mg/AI-AHNDA han sido sintetizados, donde AHNDA: sal
monosaddica del &acido 4-amino-5- hidroxil-2,7-naftalendisulfonico) en el que la
intercapa cumple con una funcién adicional, como ligante de iones metélicos (Rajabi
et al. 2017). El analisis se efectu6 en muestras de fluidos biologicos y de agua,
mediante la técnica de espectrometria de adsorcién atomica en flama por micro-
muestra. Conforme la metodologia desarrollada se obtuvo LODs de 0.6-2.4 ng mL"
1, siendo competitivos con técnicas tradicionales, como el uso de carbén activado
con la misma técnica de deteccion, en los que se han alcanzado LODs de 1.6-2.3
ng mL2.

Asi mismo, Azevedo emple6 el aminoacido L-aspartico en un LDH de composicion
Zn/Al, en la remocion de Cr(VI) para muestras de agua potable, analizadas mediante
espectrometria de absorcion atémica en llama, con LODs fue de 3.1 ug L, dicha
modificacion demostré una mayor afinidad a los iones de interés (Azevedo 2018).
No obstante, y con la finalidad de minimizar la manipulacion de la muestra,
particulas LDH se han acoplado con materiales con propiedades paramagnéticas,

dando lugar a una variante denominada extraccion en fase solida magnética.
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1.3.1.3. Extraccién en fase sélida Magnética (MSPE)

Desde su invencién en 1999, esta modalidad ha sido utilizada en la pre-
concentracién de hidrocarburos policromaticos y sus derivados (Safafikova y
Safafik 1999), colorantes como verde malaquita y violeta cristal (Safafik y
Safafikovd 2002) mercurio (Yavuz et al. 2006) y farmacos (Vasconcelos y
Fernandes 2017, Ren et al. 2021, Arteaga et al. 2010, Yavuz et al. 2009). Su
acoplamiento con particulas LDH ha demostrado ser una alternativa mas en las
técnicas de adsorcidn, tal es el caso del trabajo de Tang y colaboradores en 2014,
los cuales emplearon un LDH de naturaleza Mg/Al-COs en la determinacion de acido
acetilsalicilico, acido 2,5-dihidroxibenzoico, 2-fenilfenol y fenoprofeno por HPLC-Vis,
alcanzando LODs en un intervalo de 0.021-0.042 ug L (Tang et al. 2014). Por otra
parte, Du y colaboradores sintetizaron un LDH con particulas de NiFe>O4 (ferrita de
niquel) como nucleo magnético, recubierto de polidopamina y en la superficie fue
depositado un LDH de naturaleza Mg/Al con intercapa de NOs? para la remocion de
pesticidas organofosforados en jugos de frutas como la uva, manzana y mango,
alcanzando LODs en un intervalo de 0.06-0.13 ug L. El adsorbente presento una
gran dispersion en solucién y una morfologia aglomerada, lo que favorecié la
remocién de los analitos (Du et al. 2019).

De acuerdo a las mdltiples caracteristicas fisico-quimicas que ofrecen las particulas
LDH, asi como las ventajas del uso e incorporacion de técnicas de pre-tratamiento,
estas se han acoplando en la determinacion de una gran variedad de compuestos
organicos e inorganicos como: metales, compuestos aromaticos, farmacos en
matrices complejas dentro de los cuales destaca su aplicacion en la determinacion

de antibiéticos conforme a los riesgos a la salud humana.
1.3.1.4. Antibidticos
Los antibidticos pertenecen a un subgrupo de agentes antimicrobianos con cierta

capacidad antimicrobiana y se pueden clasificar de distintitas maneras de acuerdo

a sus caracteristicas (Tabla 1) (Mohr 2016).
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Tabla 1. Clasificacion de los antibioticos.

Criterio de N
NN Descripcion
Clasificacion
Se enfoca en la manera en que el antibiético va a actuar sobre la célula
e Sintesis de la pared bacteriana. Hace susceptible a la célula a ser
invadida
Por su ) Membra_n_a, p]asmética. Al ser modificada, deja de controlar la
. composicion interna celular
mecanismo i . . . o L, .
de accién Sintesis proteica. Inhiben la trascripcién o traduccién proteica
Inhibicion de las vias metabdlicas. Impiden el crecimiento
bacteriano
e Sintesis del ADN bacteriano. Inhibiendo la actividad enzimética de
la célula
Consiste en inhibicion del crecimiento o lisamiento de la bacteria
Conforme su e Microbicidas. Ejercen una accién mortifera para la bacteria
efecto e Microbiostaticos. Inhiben de manera temporal el crecimiento
bacteriano
Hace referencia al numero de especies de bacterias sobre las que el
antibiético puede actuar
Seg(in su e Amplio espectro. Tiene acc_ic')n principalmente sobre bacterias
Espectro de (Gram-pos_ltl\_/as, Gram:negatlvas), hongos y_protozoos N
accioN e Espectro limitado. Actian sobre cocos del tipo Gram-positivos y

negativos, bacilos Gram-positivos y espiroguetas.
e Espectro reducido. Su gama de accion se limita a algunos
gérmenes. Un ejemplo son los glucopéptidos

Muchos de estos antibidticos son comunmente utilizados en medicina humana
como medicina veterinaria en el tratamiento de una gran variedad de enfermedades
o padecimientos. En este sentido, la familia de las tetraciclinas son antibiéticos de
facil acceso, bajo costo, altamente eficaces en el tratamiento de una gran variedad

de enfermedades (Hutchings et al. 2019).

1.3.1.4.1. Tetraciclinas

En 1948 la clortetraciclina fue aislada por primera ocasion por el cientifico Dugan,
quien posteriormente también conseguiria aislar la oxitetraciclina. El gran avance
de Dugan, tuvo relevancia conforme a su amplio espectro de actividad contra un

panel de bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, aerdbicas y anaerébicas (Klein
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y Cunha 1995). La estructura de las tetraciclinas (TC’s) posee un sistema de anillo
de naftaceno (del tipo DCBA) dispuesto linealmente con una subestructura diceto
en las posiciones C1-C3 del anillo A y un grupo amida o carbonilo exociclico en la
posicion C2 (Smilack 1999). También requiere una subestructura de fenol en el
carbono C10 y cetoenol en C11-C12 junto con un grupo 12a-OH que delimita una
region periférica inferior (Figura 8), la cual es principal responsable de la
modificacion quimica que anula la bioactividad. Ademas, se requiere un grupo C4-
dimetilamino con su isbmero 4S natural para una actividad antibacteriana éptima,
mientras que la epimerizacion a su isomero 4R disminuye la actividad Gram-

negativa (Nelson et al. 1993).

Adicionalmente, en las posiciones C5 a C9 pueden modificarse quimicamente para
afectar su bioactividad como antibi6ticos y se designan como la regién periférica

superior, generando derivados con actividad antibacteriana variable (Smilack 1999).

Ry Re 25 g TC's Rs R R,
B H . OH
H Tetraciclina H, H ’
COH CH,
. - OH,
Oxitetraciclina H, OH CH, -
L NH .
B 2 Clotetracicina  H,H  oFF cl
= CH,
OH Doxiciclina H, OH CH, -

OH 0O OH o]

Figura 8. Estructura quimica de las tetraciclinas.

Subsecuentemente, con el paso de los afios, en la busqueda y sintesis de algunos
compuestos derivados de estos, fueron comercializadas una gama de tetraciclinas
como: la metaciclina, doxiciclina y tetraciclina, cuyas funciones principales eran
combatir enfermedades infecciosas (Klein y Cunha 1995).

El mecanismo de accién (Figura 9) general de estos farmacos sucede conforme
secuencia lo siguiente: primero, la tetraciclina atraviesa los poros hidrofilicos de la
membrana celular (difusion pasiva) y después el antibiotico atraviesa los

citoplasmas internos de la membrana (transporte activo). Ya dentro de la célula, las
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tetraciclinas se unen al sitio 30S ribosomal de las células bloqueando la mensajeria

del ARN impidiendo la reproduccion de la célula (Brodersen et al. 2000).

Subunidad
,508

etraciclinas

N~

oy Subunidad

Lfiiiiiii

Figura 9. Mecanismo de union de las TC’s en la sub-unidad 30S.

X OCTAC R X X A BCU G

Su aplicacién en medicina humana ha sido una alternativa a farmacos como la
penicilina, en el tratamiento de infecciones en vias respiratorias (neumonia,
exacerbaciones infecciosas, bronquitis cronica y legionelosis), infecciones genitales
(clamidia, gonorrea, granuloma vy sifilis) y enfermedades gastrointestinales (colera,
shigela adulta o profilaxis de la diarrea del viajero) (Smilack 1999). Adicionalmente,
en enfermedades y padecimientos como acné, brucelosis, fiebre de las montafias
rocosas, borrelosis, enfermedades por staphyloccocus, erliquisosis, borrelia,
tularemia, bartenelosis, leptopirosis, infecciones por mordeduras de animales, entre
otros (Rusu y Buta 2020).

En medicina veterinaria, ademas de emplearse en el tratamiento de infecciones y
heridas en animales han sido empleadas como promotores de crecimiento al
modificar el metabolismo del animal, proliferando y desarrollando su masa muscular
en menores periodos de tiempo. La adsorcion de las tetraciclinas en animales se
encuentra en un intervalo de 25-60% del total suministrado, de las cuales tan solo

5% es metabolizado. Por otra parte, cantidades menores al 50% de las
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tetraciclinas adsorbidas son secretadas mediante la orina, heces y otras rutas. Por
otro lado, dentro de las TC's adsorbidas estas pueden encontrarse en productos
derivados como huevo (en el caso de las aves) o leche (en el caso de bovinos)
(Agwuh y MacGowan 2006).

En este sentido, la ingesta de tetraciclinas mediante la cadena eutréfica por el
consumo de productos de origen animal, puede provocar alteraciones a la salud
humana como el desarrollo de hipersensibilidad, erupciones, pigmentacion en ufias,
pigmentacién esclerdtica, nauseas, vomito, Ulceras, diarrea, hepatoxicidad,
pancreatitis, decoloracion de dientes, hipoplasia del esmalte, fallas renales, vértigo,
entre otras (Fluit et al. 2001, Golub et al. 1998).

A raiz de la problematica relacionada al control, uso y abuso de antibidticos,
organizaciones e instituciones internacionales han establecido limites maximos de
residuos (MRL por sus siglas en inglés) para estos farmacos en alimentos. La
administracion de medicamentos y alimentos (FDA por sus siglas en inglés), en
Estados Unidos de América, establecieron de 300.0 ug kg en combinacién de
Tetraciclina (TC), oxitetraciclina (OT) y clortetraciclina (CT), mientras que, la Unién
Europea establecieron MRL de 100.0 ug kg para TC, OT y CT. Por esta razén,
durante las ultimas décadas se ha incrementado el desarrollo de metodologias
analiticas capaces de determinar, analizar, monitorear y/o eliminar estos agentes
antimicrobianos en concentraciones traza o ultra traza.

Ultravioleta- Visible (UV-vis) es una de las técnicas mas utilizadas, debido a su bajo
costo. Ha sido empleada en la identificacion de cinco tetraciclinas (tetraciclina,
oxitetraciclina, doxiciclina (DT), clortetraciclina y minociclina) en la region de 289 y
342 nm, alcanzado a detectar concentraciones cercanas a 2.0 mg L* de TCs en
derivados farmacéuticos (Ping-kay y Kwong 1991). Por su parte, la cromatografia
de liquidos de alta resolucion (HPLC por sus siglas del inglés) acoplada UV-Vis o
fluorescencia, ha permitido la determinacién de tetraciclinas en miel. Para ello,
empleando una columna C8, fase mévil metanol: agua (95.0:5.0 v/v), a una longitud
de onda de 390 nm de excitacion y 512 nm de emision, permitiendo LODs de 8.0

ug kgt and 25.0 ug kg*.
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Por otro lado, las técnicas electroquimicas para la determinacion de tetraciclina y
oxitetraciclina han empleado electrodos de grafito-poliuretano al 60% en muestras
de orina en humanos y algunos bovinos, con LODs de 2.6 y 1.7 ymol L* (Fioramonti
y Gomes 2015).

Sin embargo, otras técnicas como la Electroforesis capilar (CE), ofrece tiempos
cortos de analisis, adecuada sensibilidad analitica, bajo consumo de solventes, por
lo que se considera ambientalmente amigable. Se fundamenta en la separacién de
una gran variedad de analitos (organicos e inorganicos) mediante su relacion
masa/carga, donde la sefial generada es proporcional a la concentracion del mismo
(Figura 10) (Harstad et al. 2016). Dentro de las modalidades mas utilizadas son
electroforesis capilar de zona (CZE), la cromatografia capilar electrocinética micelar
(MZCE), electrocromatografia capilar (ECC), asi como el desarrollo de técnicas de
pre-concentracion en linea como apilamiento de muestras amplificadas en campo
(FASS por sus siglas del inglés), apilamiento de muestras de gran volumen (LVSS
por sus siglas en ingles), entre otras, permitiendo LODs en el orden de ug L. Por
esta razén pueden ser empleadas en el monitoreo de MLR en alimentos (lbarra et
al. 2011).
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Figura 10. Esquema de separacion mediante CE.
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En este sentido, el presente trabajo plantea el desarrollo de una metodologia
analitica para la remocion de tetraciclinas en leche empleando como material
adsorbente un LDH-Mg/Al con caracteristicas magnéticas a base de particulas de
silice y magnetita (Fes04-SiO2). La metodologia optimiz6 la naturaleza del LDH
(precursores metalicos, naturaleza de intercapa y condiciones de sintesis), y las
mejores condiciones de remocion como pH, tiempo de contacto, masa de

adsorbente y el andlisis de interferentes.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

e Disefiar un sistema de remocion de tetraciclinas en leche mediante la

incorporacion de particulas magnéticas acopladas a un sistema LDH (Mg/Al).

2.2. Objetivos especificos

e Sintetizar y caracterizar particulas LDH, empleando Mg?* y APR* como
precursores, en la remocion de tetraciclinas en muestras leche.

e Establecer las condiciones Optimas de remocion mediante MSPE en la
remocion de tetraciclinas en muestras leche.

e Aplicar el método analitico en la remocidn de tetraciclinas en muestras leche.
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3. Metodologia experimental

3.1. Materiales y reactivos

Clorhidrato de tetraciclina (C,;H,sCIN,Og) 95.0 %, clorhidrato de clortetraciclina
(C22H23CIN2Og*HCI) 94.5 %, oxitetraciclina (C22H2gN2011) 95.0 %, hidrato de
doxiciclina (C24H3z3CIN2010) 95.0 %, fosfato de sodio (Naz;PO,) 99.0 %, acido picrico
(CsH3N307) 98.0 %, cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl2*6H>0) 99.0 %,
cloruro de aluminio hexahidratado (AICIz*6H>0) = 98.0 %, nitrato de magnesio
hexahidratado (Mg(NOs3)2¢6H.0) 98.0%, nitrato de aluminio nonahidratado
(AI(NO3)3*9H20) 99.9%, carbonato de calcio (CaCO3) 299.0%, tetrametil orto silicato
(TMOS) 298.0%, Triton X-100, bromuro de hexadeciltrimetilamonio 298.0% vy
dodecilsulfato de sodio (SDS) (CH3(CH2)110S03Na) = 99.0% fueron obtenidos de
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). El acido etilendiaminotetraacético disédico
(EDTA, C10H14N2Na20g*2H-0) 99.0 %, hidroxido de sodio (NaOH) 98.5%, y metanol
(MeOH) 99.80%, se obtuvieron de J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, EE. UU.), y 2-
propanol (C3sHgO) = 99.8%, se obtuvo de Fluka (St. Gallen, Suiza).

Cada solucion fue preparada mediante la disolucion de una cantidad apropiada del
reactivo en agua desionizada con una resistividad no menor a 18.2 MQ,
proporcionada por un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EE. UU.). La solucién
de electrolito fue constituida por 2-propanol al 2.0%, fosfato de sodio 30.0 mmol L
y sal disédica de EDTA 2.0 mmol L. El pH de la solucién se ajusté a 12 con NaOH
0.1 mol L2,

3.2. Equipos

La caracterizacion de los adsorbentes se realiz6 un espectrometro infrarrojo con
transformada de Fourier Perkin EImer 400 FT-IR (Perkin-Elmer Inc., Wellesley, MA,
EE. UU.) con un Pike Gladi ATR (Pike Technologies Inc., EE. UU.). La morfologia
de los adsorbentes se evalu6 empleando un microscopio electrénico de barrido
(SEM) JEOL JSM-820. La estabilidad térmica del adsorbente se estudié utilizando
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un Universal TGA Analyzer 200 con software Universal V4.7A, en un intervalo de
temperatura de 35-600°C a una velocidad uniforme de 10° C por min.

La separacion por electroforesis se realizd con un equipo Beckman Coulter P/ACE
5500 (Fullerton, CA, USA) con detector de arreglo de diodos (DAD), empleando un
capilar de silice fundida de dimensiones 41.7 cm x 0.75 pum de didmetro interno. Los
datos obtenidos fueron colectados y analizados con un software Beckman P/ACE

system MDQ version 2.3.

3.3. Condiciones de anélisis por electroforesis capilar

Las condiciones de separacion por CE para la optimizacion de la metodologia MSPE
fueron: capilar de silice fundida (41.7 cm x 75.0 um), inyeccion hidrodinamica (0.5
psi, 5 s), electrolito soporte (fosfato de sodio 30 mM, EDTA 2mM, ajustado a un pH=
12), voltaje de separaciéon (14.0 kV), longitud de onda del detector (A= 360nm) en
polaridad normal.

Las condiciones de separacion por LVSS-CE para la determinacién de tetraciclinas
en muestras de leche fueron: capilar de silice fundida (41.7 cm x 75.0 ym), inyeccién
hidrodinamica (5.0 psi, 180 s), el sistema de preconcentracién se aplicé un potencial
(12.0 kV, 120 s) en polaridad inversa. Posteriormente, para la separacion se emple6
polaridad normal a un voltaje de 14.0 kV.

Cada dia de trabajo, el capilar se activé con NaOH 1.0 mol L (15 min), NaOH 0.1
mol Lt (10 min), agua desionizada (10 min) y solucién electrolitica (10 min). Entre
andlisis, el capilar se lavo y pre-acondicioné con 1.0 mol L de NaOH (2 min), 0.1
mol Lt de NaOH (1 min), agua desionizada (1 min) y solucion electrolitica (2 min),

a una presion de 20.0 psi (Islas et al. 2018).
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3.4. Sintesis del adsorbente Fe30s-SiO2-LDH(Mg/AI-SDS)

3.4.1. Obtencion de las particulas magnéticas FesO4

La sintesis de particulas magnéticas (FesOs-magnetita) se realizd por oxidacion
parcial y precipitacion de Fe(ll) en medio basico y corriente de aire. Para ello se
disolvieron 0.5 g de FeSO4 7H>O en 50 mL de agua desionizada, la solucion se
ajustdé a pH=10 con una solucion de NaOH 6 M en burbujeo de O, y presién
constante (atmosférica) durante 1 h. El precipitado resultante se recuperé y se lavd
con agua desionizada.

3.4.2. Recubrimiento de las particulas magnéticas con silice (Fes04-SiOz2)

Una vez sintetizada la magnetita, y con la finalidad de estabilizar la particula
magnética, fue necesario su recubrimiento mediante polimerizacion por método Sol-
Gel, empleando 0.05 g de tetrametil orto silicato (TMOS), previamente solubilizado
en 25 mL de una solucién metandlica al 12.5 % (v/v), Triton X-100 al 2.0 % (p/v),
CTAB al 0.02 % (p/v) y 1.0 mL de NH4OH como agente catalizador. A continuacion,
la mezcla se llevo a reflujo durante 8 h a 120 °C. Concluido el tiempo de reaccion,
el precipitado se aisl6 mediante la aplicacion de un campo magnético externo. La
eliminacién de agentes no reaccionantes se realizd mediante una etapa de lavados

(3 x 50.0 ml de agua desionizada).

3.4.3. Deposicion del LDH en las particulas magnéticas

La deposicion de LDH Mg/Al-SDS en la superficie de la particula de Fez04-SiO2 se
llevé a cabo mediante la siguiente secuencia (Figura 11): Se tomaron 0.05 g del
material magnético Fez04-SiO, y se adicion6 a 30 mL de agua en la que se
encontraban disueltos los precursores metéalicos Mg/Al en una relacién molar 7.0:1.0
respectivamente (los iones Mg?* y AI** se obtuvieron de sus respectivas sales de
nitrato, mismo que sirvidé de anién de intercapa). La mezcla se ajusté a pH=10 con

NaOH 6 M a una temperatura de 80° C durante 90 min, en atmosfera de No>.
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Concluido el tiempo de sintesis, el precipitado se recupero, y lavo en tres ocasiones
con agua desionizada, y sec6 a 60 °C durante 12 h.

Finalmente, para la sintesis de Fez0s-SiO,-LDH(Mg/AI-SDS): se llevé a cabo un
proceso por intercambio idnico, para lo cual, se tomaron 0.05 g de Fez04-SiO-
LDH/NO3 y dispersaron en una solucion saturada de SDS™ durante 5 min. Tanto el
exceso de SDS"y NOgz™ fueron retirados del sistema LDH mediante tres lavados por

tres ocasiones con agua desionizada.

% — ‘ Intgrcam bio
] ‘ iénico

Sl Mg/Al '
I

— -
'

Fe,0,-Si0,- Fe,0,-Si0,-
LDH(Mg/AI-NO5") LDH(Mg/Al-SDS")

b

Fe,0, Fe,0,-SiO,

Figura 11. Esquema de sintesis de la particula Fe304-SiO2-LDH (Mg/AI-SDS).

3.5. Aplicacion del método

Para la aplicacion de la metodologia propuesta se realizé primero el analisis de 15
muestras de leche de diferentes marcas adquiridas en un supermercado local de
Pachuca de Soto, Hidalgo por SPE-LVSS-CE en la posible determinacién de las
tetraciclinas de interés conforme la metodologia desarrollada por Islas y
colaboradores (Islas et al. 2017).

Para ello se tom6 una alicuota de 1.0 mL de leche comercial a la cual se adicionaron
0.2 mL de acido acético al 2.0%, dicha mezcla se mantuvo en agitacién constante
durante 5.0 min para la precipitacion de proteinas en bafio maria (60 °C por 10 min)
(Figura 12a). Posteriormente, el sobrenadante fue aislado mediante un proceso de

centrifugacion a 10000 rpm por 10 min. Concluida la separacion, el sobrenadante
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obtenido se diluyé a un volumen de 10.0 mL con agua desionizada (Figura 12b).
Consecuentemente, dicha solucidn se paso6 por un cartucho (cartuchos Discovery®
DSC-18, 500 mg) previamente activado con 5.0 mL de MeOH y 5.0 mL de agua
desionizada a un flujo de 1.0 mL min (Figura 12c). Posteriormente, la eliminacion
de interferentes se realiz6 mediante la adicion de 5.0 ml de una solucion metandlica
al 5.0% en tres ocasiones. La elucion de los analitos de interés se realizé mediante
la adicién de 3.0 ml de metanol, mismos que fueron evaporados a sequedad y
reconstituidos en 1.0 mL de agua desionizada con 50.0 ug L de estandar interno
(Acido picrico: IS) para su posterior analisis por LVSS-CE (Figura 12d).

b) c)

F=-="9 10 m
o | onrom

Analisis mediante
CE

Figura 12. Esquema de la metodologia SPE-LVSS-CE. a) Desproteinizacion de la

leche, b) Dilucion, c) Extraccion en fase sélida, d) Elucién y andlisis mediante CE.

La metodologia de remocion desarrollada fue aplicada a cada muestra positiva a
TC’s. Para ello se adicionaron 10.0 mg de adsorbente (Fez0s-SiO-LDH/SDS)
previamente activado, a 1.0 mL muestra de leche, manteniendo una agitacion
constante por 5 min (Figura 13a-b), posteriormente, mediante la aplicacion de un
campo magneético externo fue aislado el adsorbente (Figura 13c). La evaluacion de
la efectividad de la técnica desarrollada, se tomé el sobrenadante recuperado el
cual fue analizado mediante SPE-LVSS-CE (Figura 13d).
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Analisis mediante
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Figura 13. Esquema de la metodologia MSPE-CE. a) Adicién de la muestra de
leche al adsorbente Fez04-SiO-LDH/SDS, b) Dispersion, c) Aislamiento magnético,
d) Analisis mediante CE.
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4. Resultados y discusiones

4.1. Sintesis de la particula Fe30s-SiO2

4.1.1 Tiempo de sintesis

En una primera etapa se estudio el efecto del tiempo de sintesis en el recubrimiento
de la particula magnética mediante la metodologia Sol-Gel. Para ello, la particula
magnética y el agente silanizante fueron puestos en proporcion Fez04:SiO2 (1.0:1.0
p/p) y los tiempos de reaccion fueron evaluados en el intervalo de 2 a 24 h. El estudio
fue seguido mediante cambios en las intensidades correspondientes a bandas
caracteristicas propias del sistema de polimerizacion por FT-IR.

La Figura 14a), muestra el espectro infrarrojo correspondiente a FezOa4, mientras que
en las figuras 14b-f se pueden observar los espectros infrarrojos del recubrimiento
de la particula magnética FezO4 en funcion del tiempo de sintesis de 4-24 h, ya que,
a un tiempo de 2 h, el proceso de recubrimiento, no se llevd a cabo. Conforme a los
resultados obtenidos, a partir de 4 h de sintesis, se aprecian las bandas de enlace
Si-O-Fe, Si-O-Siy Si-O-C (Figura 14b). A tiempos de sintesis entre 4 y 8 h (Figura
14b-d), se observa un incremento gradual en la intensidad de las bandas de
adsorciéon a 550 cm, 1070 cm™* y 1200 cm correspondientes a los modos de
vibracion de estiramiento del enlace Si-O-Fe, de estiramiento en el plano (tipo
asimeétrico) del enlace Si-O-C y del modo de vibracion de tijera de flexion (8) en el
plano (tipo simétrico) del enlace Si-O-Si, mismas bandas de adsorcion
caracteristicas de la polimerizacion. A tiempos de sintesis mayoresa 8 h (16 hy 24
h, no existe un crecimiento de dichas bandas adsorcién (Figura 14e-f). Por lo tanto,
se puede concluir que a partir de 8 h de reaccién se tiene una polimerizacion
completa. Es por ello que se elige un tiempo de sintesis de 8 h en experimentos

subsecuentes.
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4.1.2. Proporciéon Fez04:SiO:

La proporcion Fes04:SiO2 sobre el recubrimiento de la particula magnética fue
evaluada mediante la sintesis de cuatro sélidos en distintas relaciones p/p (1.0:1.0-
1.0:4.0). Conforme los resultados obtenidos por FT-IR, la Figura 15a) muestra el
espectro correspondiente a la FesO4, por otro lado, la Figura 15b) (Fe304:SiO
1.0:1.0), muestra bandas de adsorcion (intensidad media) correspondientes a la
vibracion de estiramiento del enlace Si-O-Fe, de estiramiento en el plano (tipo
asimétrico) del enlace Si-O-C y del modo de vibracion de tijera de flexion (8) en el
plano (tipo simétrico) del enlace Si-O-Si en 550, 1070 y 1200 cm™ respectivamente
(Yamaura et al. 2004). La Figura 15c) (Fez04:SiO2 1.0:2.0) muestra un ligero
incremento en la intensidad de la banda correspondiente al enlace Si-O-Fe a 550
cm-1, mientras que también se puede observar el ensanchamiento de las bandas
propias de los enlaces Si-O-C y Si-O-Si a 1070 y 1200 cm™ respectivamente
(Wormeyer et al. 2012). Por otro lado, las Figuras 15 d-e (Fe304:SiO2 1.0:3.0 y
1.0:4.0), muestran un comportamiento similar con respecto a las proporciones
anteriores, en donde destaca un incremento en las intensidades de las bandas
debido al enlace Si-O-Fea 550 cm™. No obstante, a proporciones (Fes0a4:SiO>)
superiores 1.0:1.0 el recubrimiento de la particula representa una desventaja al
comprometer las propiedades magnéticas del solido, es decir, la atraccion de las
particulas magnéticas por un campo magnético externo es menor. Es asi que se
selecciona la proporcion Fesz04:SiO2 de 1.0:1.0 como Optima, permitiendo un

aislamiento rapido y eficaz.

29



U.A.

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Ndmero de onda (cm™)

Figura 14. Espectros de infrarrojo a distintos tipos de sintesis de la particula
Fe304-SiO». a) Fe304, b) 4 h,c)6 h,d)8h,e) 16 hyf) 24 h.
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Figura 15. Espectros de infrarrojo a distintas proporciones de Fez04:SiO2 en
sintesis de la particula FesOasrecubierta por silice. a) FezO4, b) 1.0:1.0, c¢) 1.0:2.0,
d) 1.0:3.0, e) 1.0:4.0.
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4.2. Efecto de la composicién LDH en la adsorcion de tetraciclinas

Las condiciones de sintesis en un sistema LDH fueron evaluadas en funcién del
tiempo de sintesis, proporcion Mg/Al y tipo de intercapa en funcion de sus

propiedades, estructura, asi como el modo de interaccion.

4.2.1. Tiempo de sintesis

Para conocer el efecto que tiene el tiempo de sintesis de la particula LDH en la
adsorcion de TC's, se evaluaron tiempos de reaccion de 30-90 min empleando una
proporcién 3.0:1.0 Mg/Al y COs% como anién de intercapa. Los adsorbentes
obtenidos fueron puestos en contacto durante 5 min con una solucién de 5 mg L
de cada una de los analitos de interés, TC, CT, OT y DT.

De manera general, la Figura 16, muestra que la remocion de TC, OT y DT aumenta
en funcion del tiempo de reaccion, mientras que para CT se obtienen porcentajes
remocién >95% en todos los casos. Conforme los resultados obtenidos (30 a 60
min) se obtienen porcentajes de remocion de 25.0-55-0% para TC y OT, mientras
que de 2.7-7.7% para DT. Por el contrario, con un tiempo de sintesis de 90 min, se
observa un incremento en los porcentajes de remocion alcanzando 54.3% DT,
78.0% OT, 82.0% TC y >95.0% CT. Dichos resultados sugieren que, a tiempos de
sintesis entre 30 y 75 min, la conformacion estructural no se forma en su totalidad,
limitando la interacciéon LDH-Analito. Por lo que se puede atribuir a que el sistema
LDH adquiere una mejor conformacion estructural a partir de 90 min, permitiendo
una mejor adsorcion de los analitos de interés. En este sentido, se seleccion6 un

tiempo de reaccion de 90 min para subsecuentes estudios.
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100.0
80.0 1
c
il
3 60.0 l
S 60.
> I I
(b}
S 400 ]
=
I
20.0
" ! WmTC W CT
0.0 I L oT DT
30 45 60 75 90

Tiempo (min)

Figura 16. Efecto del tiempo de sintesis de la particula LDH.

4.2.2. Proporciones Mg/Al

De acuerdo a la bibliografia la identidad de un LDH Mg/Al es representada en una
proporcion 3.0:1.0 Mg/Al (MgsAl2(OH)16C0O3-4H20). Sin embargo, la modificacion de
dichas proporciones permite la obtencidn de nuevas propiedades fisicoquimicas y
en consecuencia modos de interaccion. Con la intencion de conocer el efecto en la
remocion de TC’s, fueron sintetizados siete adsorbentes en relaciones molares
7.0:1.0 - 1.0:7.0 (Mg/Al).

De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 17, fueron observados dos
comportamientos principales. En primera instancia, cuando el Mg?* se mantiene en
mayor proporcion respecto a Al** (7.0:1.0 - 6.0:2.0), se exhibieron porcentajes de
remocion homogéneos (> 99.0%), mientras que, cuando las proporciones Mg/Al
tienden alaigualdad en el sistema LDH (proporciones 5.0:3.0 - 3.0:5.0) el porcentaje
de remocion disminuy6 afectando la homogeneidad en la retencion de las TC's. Por
el contrario, cuando se evaluaron proporciones (2.0 - 6.0 y 1.0:7.0) donde el AI** se
encuentra en mayor proporcion respecto a Mg?*, los porcentajes de remocion

disminuyeron en un intervalo de 20.0-40.0%.
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Dichos resultados sugieren que los analitos de interés presentan una mayor afinidad
por el Mg?*, estos resultados pueden ser asociados a los complejos que se forman
entre TCs-Mg?* (Orth et al. 1999, Lambs et al. 1985).

Por lo tanto, teniendo en consideracion los resultados adquiridos, se selecciond la

relacion molar de 7.0:1.0 (Mg/Al) para andlisis posteriores.

Efecto de las proporciones molares Mg/Al
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7.0:10 6.0:20 5.0:3.0 4.0:40 3.0:50 20:60 1.0:7.0

Proporciones molares Mg/Al
Figura 17. Efecto de la variacién de las proporciones Mg/Al del LDH en la

remocién de TC’s.

4.2.3. Evaluacién de intercapa

De acuerdo a los multiples modos de interaccion que presenta un sistema LDH, la
evaluacion del porcentaje de remocién en funciébn de la intercapa se realiz6
mediante la sintesis de particulas FezO4-SiO-LDH/A- con aniones CI-, NOz', CO3%' y
SDS" ya sea por sistemas de coprecipitacion y/o intercambio ionico, segun fue el
caso.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la Figura 17, muestra que la intercapa de
Cl- permitié porcentajes de remocién de 97.9% para las cuatro TC's, mientras que
el ion NOs de 98.1%, y el CO3? de 98.8%. Por otro lado, el empleo de compuestos
de orgéanicos de cadena larga en la intercapa como el SDS, permitié la obtencién de

porcentajes de remocion 299.0% para todos los analitos, siendo la remocion con
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mayor homogeneidad. Este comportamiento puede atribuirse a que el SDS" es el
anién con mayor tamafo respecto a ClI, NOs y COs%, promoviendo un mayor
tamafio en el espacio de intercapa, facilitando el acceso de los analitos a esta
region, lo que a su vez favorece la extraccion de las TC’s.

Por lo tanto, el LDH con la especie SDS™ como anién de intercapa fue seleccionado
como el adsorbente adecuado para retencion de TC’'s.

Evaluacion de intercapa
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Cl- NO;-2 CO,2 SDS
Inter-capa

Figura 18. Efecto de la variacion de la intercapa del LDH en la remocion de TC's.

34



4.3 Caracterizacion del adsorbente Fez04-SiO-LDH(Mg/AI-SDS)

4.3.1 Infrarrojo

La Figura 19a muestra la caracterizacion de Fe3Oa, en la cual se puede apreciar una
banda principal a 560 cm™ y una secundaria a 400 cm™ correspondientes al enlace
Fe-O en los modos de vibracion de estiramiento, referente a la formacion tetraédrica
de la magnetita. La Figura 19b muestra el espectro IR de la particula Fez04-SiO>,
en el cual se observan bandas de adsorcién a 1200 cm los cuales corresponden
al modo de vibracion de estiramiento en el plano del tipo asimétrico (Jas) propias del
enlace Si-O-C, aunque también son evidentes dos bandas, una intensa a 1070 cm-
! junto con una a 790cm™, correspondientes al modo de vibracién de estiramiento
asimétrica en el plano (8as) y de flexiéon simétrica (8s) caracteristicas del enlace Si-
O-Si, mientras que a 962 cm se puede apreciar una banda de adsorcioén propias
del modo de vibracién de estiramiento (3) correspondiente al enlace Si-O-H. Por
otra parte, la Figura 19c exhibe el espectro de infrarrojo del adsorbente Fez0s-SiO»-
LDH(Mg/AI-SDS), en la cual se observan bandas de adsorcién a 3400 y 1600 cm*
correspondientes a los modos vibracionales de estiramiento (9) y de flexion,
respectivamente, provenientes de moléculas de O-H-, debidas al agua presente en
los hidréxidos metalicos y a las moléculas de agua en la intercapa unidas por
puentes de hidrogeno a las laminas. También se pudieron observar bandas de
adsorcién a 2960, 2918 y 1370 cm™ que corresponden a los modos de vibracion de
estiramiento simétrico (ds), asimétrico (Jas) y de flexidn simétrica (Os),
respectivamente del metilo (R-CHs), 2850 cm y a 1470 cm* de modos de vibracién
de estiramiento asimétrico (Jas) Yy a las vibraciones de flexion de tijera (d),
respectivamente a la presencia de los enlaces de grupos metileno (-C-H-), bandas
de adsorcion a 1220 y 1083 cm™ modos de vibraciéon de estiramiento asimétrico
(Fas) y simétrico (Is), respectivamente del enlace S-O. Adicionalmente, las bandas
de adsorcion a 660-480 cm* vibracién de estiramiento (8) del enlace M-O y M-OH
(Wu et al. 2013, Chuang et al. 2008).
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Figura 19. Espectros de infrarrojo de a) FezOas, b) Fe30s-SiO2, ¢) Fes04-SiO2-LDH.

4.3.2. Analisis termogravimétrico TGA

La Figura 20 muestra el andlisis termogravimétrico obtenido, donde se puede
observar cuatro pérdidas de peso principales. La primera ocurre a 76 °C con una
pérdida de 2.5% de la masa total, correspondiente al desprendimiento de las
moléculas de agua situadas en la superficie del adsorbente. La siguiente pérdida de
masa sucede a alrededor de los 200 °C con un porcentaje de perdida equivalente
al 8.1%, atribuida a una primera degradacion de la parte organica del adsorbente
SDS y silice. Una tercera caida en la masa del adsorbente (4.1%), fue originada en
250 °C correspondiente a la separacion de los grupos OH" de las laminas
estructurales del LDH. Por udltimo, se observé una pérdida de masa de 16.5%
alrededor de los 400°C, debida a la descomposicion de iones SO4 y SiO". De
acuerdo a los resultados obtenidos, se puede concluir que es viable la aplicacién
del adsorbente a las condiciones de trabajo, ya que es termogravimétricamente

estable.
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Figura 20. Andlisis termogravimeétrico de Fe30s-SiO,-LDH. a) Analisis

termogravimétrico b) Segunda derivada de la pérdida de masa.

4.3.3. Espectroscopia electronica de barrido

La morfologia del adsorbente fue caracterizada mediante espectroscopia
electronica de barrido, en la cual se monitorearon las tres etapas de sintesis. La
primera de ellas, el ndcleo magnético Fez04, presentd una morfologia esférica y
aglomerada, con un tamafio de particula de 140-160 nm. Por otro lado, la particula
Fe304-SiO, presentd un ligero incremento en el tamafio promedio de las particulas
de 220 a 250 nm, mostrando asi que se llevé a cabo el recubrimiento con silice. Por
altimo, el adsorbente Fesz0s-SiO-LDH(Mg/AI-SDS), presentd mayor tamafio
respecto a los anteriores, con longitudes de 1.11 um-5.1um. Se observé una textura
lisa con una morfologia en laminas apiladas entre si, mismas son caracteristicas de
la formacion del LDH. Dicho arreglo concuerda segun lo repostado por Ahmed y
colaboradores en la sintesis de un LDH Zn/Cd/AI-SDS (Ahmed et al. 2015).
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Figura 21. Espectroscopia electronica de barrido de a a) Fez0O4 a 20000x, b)

Fes04-SiOz a 20000x, ¢) Fe304-SiO2-LDH (Mg/Al-SDS) a 10000x y d) FesO4-SiO2-
LDH (Mg/Al-SDS") a 20000x.

4.3.4. Isotermas de adsorcion

La capacidad de adsorcion, afinidad y modo de interaccion de la particula LDH se
evalu6 mediante la construccion de las isotermas de adsorcion, de acuerdo a
modelos de Freundlich, Langmuir y Dubinin-Radushkevich. Cada una de las
isotermas se construyeron determinando la concentracién remanente (mg L!) para

cada una de las tetraciclinas. Se emplearon 10.0 mg del adsorbente Fez04-SiO»-
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LDH (Mg/Al-SDS"), 1.0 mL de la solucion estandar en intervalos de concentracion
de 2.5-150 mg L y 5 min de dispersion.

La Tabla 2 muestra los parametros obtenidos de acuerdo a cada modelo. En este
sentido se puede expresar que el parametro “1/n” con valores de 0.2895 a 0.6720
correspondientes al modelo de Freundlich muestran que la adsorcion es favorable.
Por otro lado, de acuerdo al valor de “gmax’ (modelo de Langmuir) con valores de
6.8399-8.7108 conforme la capacidad maxima de adsorcién de un analito por un
adsorbente en términos mmol g,

Respecto al tipo de adsorcidn, el parametro € (modelo de Dubinin-Raduskevich) se
determina que la adsorcion de las TC’s sobre el adsorbente optimo fue mediante

una adsorcién quimica con valores entre 11.7851-15.0756 kJ mol™.

Tabla 2. Parametros de adsorciéon de las cuatro tetraciclinas., conforme los modelos

de Freundlich, Langmuir y Dubinin-Radushkevich.

Analito
Parametros
TC CT oT DT
Freundlich
1/n 0.4441 0.2895 0.6720 0.4984
R2 0.9454 0.8864 0.9654 0.9635
Langmuir
gm (mmol g?) 7.3206 7.1788 8.7108 6.8399
R2 0.9728 0.9744 0.9393 0.9744
Dubinin-Raduskevich
€ (kJ mol?) 12.9099 15.0756 10.4257 11.7851
R2 0.9613 0.9084 0.9525 0.9713
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4.4. Remocion mediante remocion en fase solida magnética

4.4.1. Efecto de pH de remocion

El efecto del pH en un sistema de remocidén desempefia un papel importante ya que,
dependiendo del intervalo, la naturaleza de los analitos y/o adsorbente pueden
cambiar. Las TC’s cuentan con tres constantes de disociacion alrededor de 3, 7 y
9, adquiriendo cargas negativas a mayores valores de pH. Por su parte, a valores
de pH basicos, la cantidad de iones OH- es mayor, lo que pudiera ocasionar una
saturacion en los sitios activos de union del adsorbente. En este sentido, se evaluo
un intervalo de 4-12 con la finalidad de estudiar el modo de interaccion entre el
sistema LDH y los analitos de interés en funcion de sus propiedades fisicoquimicas.
De acuerdo a los datos obtenidos, la Figura 22, muestra que, a pH &cidos, el
porcentaje de remocion presentd una disminucion despreciable con un valor
promedio de 95.4% debido a la posible descomposicion laminar del sistema LDH,
misma que conforme a la bibliografia, esta se suele producir a valores cercanos a
pH=3 (Zhou et al. 2016). Por otro lado, a valores de pH entre 6 y 12, la remocion se
mantiene constante, alcanzando porcentajes de remociéon >99.0%. Teniendo en
cuenta este comportamiento, se seleccion6 como pH de remocion de 6, ya que
involucra un menor tratamiento de muestra.

Efecto del pH
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4.0 6.0 8.0 10.0 12.0

pH
Figura 22. Evaluacion del efecto del pH en la remocion de TC's.
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4.4.2. Tiempo de contacto

Le cinética de adsorcion fue evaluada mediante la variacion del tiempo de contacto,
en un intervalo de 2.5-30 min. De acuerdo a los resultados obtenidos, la Figura 23
muestra porcentajes de remocion >99.0% para las cuatro TC’s de interés con
tiempos de contacto >5 min, mientras que cuando se aplica 2.5 min como tiempo de
contacto la remocioén de los analitos de interés muestra una ligera heterogeneidad
con porcentajes de remocion de 91.9 a 98.0%. Por esta razdén, se seleccioné como
optimo 5 min de dispersion, siendo el menor tiempo de tratamiento de analisis con

el mayor porcentaje de remocion.

Efecto del tiempo de contacto
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Figura 23. Evaluacion del efecto del tiempo de contacto en la remocién de TC's.
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4.4.3. Masa del adsorbente

El nimero de sitios activos disponibles para el proceso de remocion depende en
gran parte de la masa de adsorbente. Con este motivo, se estudio la influencia en
la cantidad de adsorbente, para ello se establecieron cantidades de adsorbente de
5.0-50.0 mg.

Conforme la figura 24, se muestran porcentajes de remocion de 91.9- 99.0% cuando
se emplea una cantidad de 5.0 mg de adsorbente, mientras que en cantidades
iguales o superiores a 10.0 mg se tiene una remocién homogénea en el sistema con
porcentajes de remocioén del 99.0% en todos los casos. Por lo cual se establece una
cantidad de 10.0 mg de adsorbente en los experimentos subsecuentes, puesto que
a pesar de emplear una cantidad baja de adsorbente se garantiz6 el mejor

porcentaje de remocion de forma homogénea.

Efecto de la masa del adsorbente
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Figura 24. Evaluacién del efecto de la masa del adsorbente en la remocion de
TC's.
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4.4.4. Andlisis de interferentes

Una gran variedad de alimentos como la leche son considerados como muestras
complejas, debido a su composicidén la cual conlleva la presencia de multiples
interferentes que pudieran competir con los analitos de interés por los sitios activos
del adsorbente. En este sentido, se evalud en el proceso de retencion de las TC's
en presencia de sulfametoxazol (SUL) y norfloxacino (NOR), compuestos que al
igual que las TC's suelen ser empleados como promotores de crecimiento. Los
interferentes fueron evaluados a concentraciones de 5.0-100.0 mg L en presencia
de TC’s a 5.0 mg L%, en muestras dopadas de leche y analizadas mediante SPE-
CE.

Conforme los datos obtenidos, la sensibilidad analitica para el NOR es muy baja y
por lo tanto no se aprecia en el electroferograma (Figura 25a). La figura 25b y 25c,
corresponde a la evaluacion de interferentes a una concentracion de 5.0 y 100.0 mg
L, respectivamente, en ellas se puede observar la remocién que el proceso de
remocién para las TC’s de interés no es afectado por la presencia de interferentes,
manteniendo porcentajes de remocién 299.0% en todos los casos de las TC's, Por
otra parte, fue posible apreciar que existe una disminucion en la sefial de SUL, lo

cual indica una elevada selectividad hacia las TC’s, favoreciendo su remocion.
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Figura 25. Electroferogramas correspondientes a la evaluacion de interferentes. a)
Muestra dopada con TC'sa 5.0 mg L%, SUL a20.0 mg Ly NOR a 20.0 mg L. b)
Muestra dopada con TC’s a 5.0 mg L%, SUL a 5.0 mg L*y NOR a 5.0 mg L*!
después de aplicar el método MSPE-CE. c) Muestra dopada con TC’s a 5.0 mg L™,
SUL a 100.0 mg Lty NOR a 100.0 mg L después de aplicar el método MSPE-CE.

4.4.4.1. Fuerzaidénica

Por otra parte, componentes como sales en leche es uno de los principales
constituyentes, encontrandose en concentraciones de 24.2-30.2 x 10~ mol L™
Estos contenidos de sales pueden jugar un papel importante durante el proceso de
remocion ya que estos pueden obstruir la interaccidén analito-adsorbente o favorecer
la transferencia de masa de la solucién al adsorbente. En este sentido, se evaluo el
efecto de la fuerza i6nica en el intervalo de 10 - 1.0 M de concentracién de Cl-.

De acuerdo a los resultados, se obtuvieron porcentajes de remocion de 299.0% en
el intervalo de concentracion de 10° — 10* M. Por su parte, al evaluar la
concentracion de 1.0 M se debi6 afectada la movilidad electroforética, debido a la

viscosidad del sistema, imposibilitando su cuantificacion. Sin embargo, con el
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intervalo estudiado, se puede determinar que el porcentaje de remocion de TC's

no se ve afectado en muestras de en leche cuya fuerza iénica va de 2.4 x 104- 3 x
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Figura 26. Evaluacion del efecto de la fuerza iénica en la remocion de TC’s.
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4.5. Aplicacion en muestras de leche

Para comprobar la efectividad de la metodologia desarrollada en la remocién de
TC’s, se analizaron quince muestras de leches comerciales de distintos tipos y
marcas, entre las que se encuentran. deslactosada, entera, adicionada en
proteinas, light, descremada y semidescremada.

En una primera instancia, con la finalidad de encontrar TC's cada muestra fue
analizada mediante SPE-LVSS-CE. Las sefiales analiticas se calcularon por medio
de interpolacién en la curva de calibrado del sistema de acuerdo a la metodologia
desarrollada.

En la Tabla 2 se muestran las concentraciones de muestras positivas a tetraciclina

y oxitetraciclina.

Tabla 3. Concentracion de TC’s para muestras positivas.

Muestras
N TC (%RSD) CT OT (%RSD) DT
positivas
1 28.0 (4.7) ug Lt - 37.6 (8.5) ug L? -
2 - - 41.6 (5.0) ugL* -
3 - - 54.7 (5.7) yg L? -

Posteriormente, la metodologia desarrollada, bajo las condiciones Optimas, fue
aplicada para la remocién de TC’'s mediante la adicién directa del adsorbente FezOas-
SiO2-LDH(Mg/AI-SDS) en muestras de leche positivas y analizadas mediante LVSS-
CE.

Conforme a los resultados obtenidos, se puede observar que las concentraciones
contenidas en algunas leches comerciales se encuentran en el intervalo de 28.0-
54.7 ug L(Figura 27b-c). Asi mismo, al aplicar la metodologia desarrollada, es

posible apreciar que las concentraciones de las TC's se encuentran por debajo de
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limites establecidos por organizaciones internacionales (100.0 ug L) (Figura 27d),

comprobando asi la efectividad de la metodologia.

TC oT DT

4 4.5 5 5.5 6 6.5
Tiempo de migracion (min)

Figura 27. Electroferogramas correspondientes a: a) Muestra dopada con TC’s

50.0 pg L%, b) Muestra positiva para TC y OT, (c) muestra positiva para OT y d)

Muestra de leche después de la aplicacion de la metodologia MSPE-SPE-LVSS-
CE.
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5. Conclusiones

El desarrollo de la metodologia propuesta, la cual se basa en la sintesis de
particulas LDH de naturaleza Mg/Al-SDS con propiedades magnéticas, bajo las
condiciones Optimas, demostr6 ser una técnica eficaz para la remocion de
tetraciclinas en muestras de leche, con porcentajes de remocién de hasta >99.0%.
El tiempo de sintesis influye en la formacion de los LDH y a su vez, su formacién
repercute en la remocion de TC’s, alcanzado porcentajes de extraccion de 54.3%
DT, 78.0% OT, 82.0% TC y >95.0% CT con tiempos de sintesis de 90 min,
empleando un LDH de proporciones 3.0: 1.0 Mg/Al-CO3?".

El efecto de variar las proporciones Mg/Al en el sistema LDH contribuye a la
remocion de TC’s. Cuando existe una mayor proporcion de Mg?* (7.0:1.0), la
remocién de TC’s es favorecida, alcanzando porcentajes de remocion de >99.0%.
La especie anionica que se encuentra en la intercapa influye sobre los porcentajes
de extraccion, ya que aniones de mayor tamafio incrementan la longitud de la
intercapa, facilitando la remocion de TC’s, con porcentajes de de 299.0% para todas

las TC's cuando la especie anidnica es SDS.

A través de la caracterizacion del adsorbente se pudo confirmar la composicion de
un sistema LDH Mg/Al con intercapa de SDS". La espectroscopia infrarroja se
pudieron comprobar la presencia de grupos funcionales y/o enlaces propios del
adsorbente, -CH3, -C-H-, -S-O, caracteristicos del SDS, Si-O-C, Si-O-Si, Si-O-Fe,
propios de la silice, y Metal-O que se atribuyen a la presencia de la magnetita
mediante el enlace Fe-O y de los enlaces Mg-O y Al-O que corresponden a los
componentes del LDH. Mediante el analisis termogravimétrico se aprecio la
estabilidad del adsorbente, misma que es 6ptima en la remocion de TC's en
muestras de leche comercial. A través de la microscopia electronica de barrido se
mostré una superficie lisa, misma que es consistente con morfologias de la
bibliografia para LDH Mg/Al-SDS.
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En el proceso de encontrar las mejores condiciones para MSPE, los mejores
resultados fueron 10.0 mg de adsorbente, tiempo de contacto de 5 min y pH de
remocién de 6. Estas condiciones proveen tiempos de andlisis de cortos y bajos
costos de reactivos, lo que favorece un mayor nimero de muestras que se pueden

analizar, alcanzando porcentajes de extraccion de >99.0%.

La metodologia desarrollada para la remocidén de TC's empleando el adsorbente
magnético Fes04-SiO-LDH (Mg/Al-SDS) cuenta con ventajas como la aplicacion
directa en muestras de leche, asi como una menor manipulacién de muestra
alcanzando a remover concentraciones de TC’s en el orden de ug L, mismas que
estdn por debajo a los MLR establecidos por algunas organizaciones

internacionales.
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El adsorbente desarrollado Fez04-SiO-LDH (Mg/Al-SDS) ha demostrado ser viable
en la remocion de tetraciclinas en muestras de leche bajo las condiciones

optimizadas, no obstante, el presente trabajo pudiera ampliar sus resultados.

Respecto al sistema LDH, se estudiaron las variaciones que las proporciones de los
metales Mg/Al producian en la remocién de tetraciclinas, en contraste, no se evalué
el efecto de variar las concentraciones del anion de intercapa, por lo que se pudieran

plantear estas condiciones y conocer el efecto que producen.

El comportamiento de adsorcion fue determinado mediante el isotermas de
adsorcion, sin embargo, estas no contemplaban la variacion de la temperatura, por
lo que, en un futuro se pudiera incluir este parametro para conocer mas a fondo, si

el proceso de adsorcion se trata de una quimisorcion, o de una fisisorcion.

Con la finalidad de tener la seguridad que la adsorcién de las tetraciclinas en el
adsorbente desarrollado no es afectada por las proteinas presentes en la leche, se
pudiera plantear el analisis de una muestra blanco después del proceso de

adsorcion.
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