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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. TETRACICLINAS

Los antibidticos son probablemente uno de los descubrimientos mas relevantes en la
historia de la medicina. Estos constituyen un grupo de sustancias con diferentes
comportamientos farmacocinéticos y farmacodindmicos, capaces de ejercer una accion
especifica sobre alguna estructura o funcion del organismo. Poseen una elevada potencia
bioldgica a concentraciones bajas y una toxicidad selectiva [Seija & Vignoli, 2006].

A raiz del descubrimiento y eficacia de la penicilina, los proximos 20 afios se
convirtieron en la época dorada de los antibiéticos pues durante este periodo se dio lugar a
decenas de descubrimientos; ademas, surgid un interés por el analisis en suelos como un
ambiente rico en bacterias debido a la alta competencia de microorganismos existentes
[Belloso, 2009: Fondo, 2012]. Por otro lado, en los afios 40s se introdujo un grupo de
antibidticos de gran interés a razon de su amplio espectro de actividad, estos fueron las
tetraciclinas [Garcia & Oteo, 2010].

Las tetraciclinas (TCs) constituyen un grupo de antibidticos de accion
bacteriostatica, que actla inhibiendo la sintesis de proteinas y de amplio espectro de
actividad contra una extensa gama de bacterias Gram positivas, Gram negativas,
espiroquetas, parasitos y algunos protistas [Grossman, 2016].

Su estructura quimica se basa en un nucleo central de octahidronaftaceno y una gran
variedad de grupos funcionales unidos a los cuatro anillos de su estructura. Dichos grupos
funcionales favorecen la actividad antimicrobiana de las TCs; el grupo dimetilamina del
anillo A es aquel que confiere las propiedades antibitticas [Garcia & Oteo, 2010]. En la
Figura 1 se puede observar la estructura general de estos farmacos.

OH
OH O OH O O

Figura 1: Estructura comdn de la tetraciclina

Las TCs son compuestos quimicos estables a pH &cidos. Pese a los diferentes grupos
funcionales que puede tener la estructura base, en general las TCs poseen tres pKa con
valores proximos a 3, 7 y 9. Estos valores se asignan como: pka; al grupo hidroxilo, pka, al
grupo dimetilamina y pkaz al grupo dihidroxiacetona [Gdémez, 2010]. En la



Figura 2, se pueden observar los pka de la tetraciclina (TC), clortetraciclina (CT),
oxitetraciclina (OT) y doxitetraciclina (DT).

. ) Grupos R Pka
Analito Simbolo
Ri Ry pka; pka, pkas
Tetraciclina TC -H -OH -OH 32 75 8.9

Oxitetraciclina oT -H -OH -OH 33 78 9.6

Doxitetraciclina DT -H -H -OH 3 8 9.2

Clortetraciclina CT -CIl -OH -H 33 176 9.3

Figura 2: Estructura de las diferentes tetraciclinas estudiadas (TC, OT, DT, CT), asi como sus pKa

La primera tetraciclina (clortetraciclina o aureomicina) fue descubierta por Duggar en
1948 a partir de un cultivo de Streptomyces aureofaciens. Dos afios después, Finlay y
colaboradores aislaron un cultivo de Streptomyces Rimosus, obteniendo la oxitetraciclina
(terramicina) y en el afio de 1953, Mineri aisld la tetraciclina a partir de cepas de
Streptomyces alboginer [Morejon et al., 2003].

Las TCs se pueden clasificar, de acuerdo a su origen y modificaciones quimicas que se
han realizado para potenciar su accion antibacteriana, en tres grupos apartados: a)
tetraciclinas de primera generacion o productos naturales, b) compuestos de segunda
generacion o compuestos semi-sintéticos de tetraciclinas y c) tetraciclinas de tercera
generacion o glicilciclinas [Garcia & Oteo, 2010]. La tabla 1 muestra la clasificacion de las
tetraciclinas, ademas de su via de administracion.

TC primera generacion TC segunda generacion TC tercera generacion
Oral Parenteral Oral Parenteral Oral Parenteral
Limeciclina
Guameciclina
Mepiclina
I;Z%?)Tilgll inn"; Rolitetraciclina
Clortetraciclina Oxitetraciclina Clomociclina Limeciclina Tigeciclina
Oxitetraciclina Tetraciclina Demeclociclina Guameciclina
Tetraciclina Metaciclina Doxiciclina
: - Minociclina
Penimociclina
Tlaciclina
Doxiciclina
Minociclina

Tabla 1. Clasificacion de tetraciclinas [Morejon et al., 2003].



1.1.1. MECANISMO DE ACCION

Las tetraciclinas poseen un mecanismo de accion que consiste en la inhibicion de la
subunidad 30S ribosomal, que se logra a partir del impedimento de la unién del aminoacil-
ARNt al sitio aceptor en el complejo ARNm-ribosoma; y, en consecuencia, la célula no
mantiene su funcionamiento adecuado Yy, por tanto, impide su crecimiento y replicacion
[Shutter & Akhondi, 2019].

En otras palabras, las tetraciclinas entran a la célula bacteriana, se unen a sus ribosomas
y detienen la sintesis de proteinas, causando la muerte celular [Speer et al., 1992].

La Figura 3 muestra de forma detallada, como las TCs impiden la sintesis proteica, al
impedir la union del ARN de transferencia (ARNt), el cual porta un aminoéacido, a las
unidades 30S y 50S que se encuentran sobre la cadena de ARN mensajero (ARNm) que
induce a la formacion de la cadena poli-peptidica [Guerrero et al., 2010]

Aminoéacido

Ribosoma 50 S

t7
ARNt
Cadena V-
polipeptidica ’
t5 t6
e /)
v 30S ARNm
t5
TCs

Figura 3: Mecanismo de accion de las tetraciclinas en la inhibicion de la sintesis de proteinas.

Para que las tetraciclinas ejerzan su mecanismo de accién a nivel ribosoma de las
bacterias gram-negativas, es necesario que penetren a la célula del microorganismo por
mecanismos de accidn pasiva a través de los canales hidréfilos (porinas) de la membrana
externa y por procesos de transporte activo dependiente de energia [Patifio & Sepulveda,
2008].

Se cree que cuando las tetraciclinas atraviesan la membrana externa de la célula, se
encuentran en forma de compuestos de coordinacién tipo ion-antibidtico metalico
(principalmente interactian con magnesio, el cual favorece la union ribosémica); estos
complejos son atraidos a través de la membrana externa y se acumulan en el periplasma,
donde el ion-antibidtico metalico se disocia para liberar la tetraciclina. Esta molécula, al ser
débilmente lipofilica, se difunde a través de las regiones de la bicapa lipidica de la
membrana citoplasmatica interna. [1QB, 2004].



A diferencia de las bacterias gram-negativas, no se posee mucha informacion de los
mecanismos de penetracion de las tetraciclinas a las bacterias gram-positivas. La
selectividad de las tetraciclinas radica en la diferencia de que las células bacterianas poseen
un sistema de transporte activo, mientras que las células de los mamiferos no [Patifio &
Sepulveda, 2008].

1.1.2. APLICACION DE LAS TETRACICLINAS

Las tetraciclinas son un grupo de antibidticos que han sido aplicados en el area clinica,
principalmente en enfermedades en las que no existe un mecanismo infeccioso. Un ejemplo
muy estudiado, es su capacidad para inhibir la metaloproetasa de la matriz (MMPs), una
enzima pateolitica presente en multiples procesos patologicos como la oncogénesis y la
inflamacion [Garcia & Oteo, 2010].

Las tetraciclinas son empleadas en el tratamiento de enfermedades no infecciosas,
debido a su amplio uso en el area clinica y veterinaria [Klein et al., 1995]. En la tabla 2, se
muestran algunas de las enfermedades han sido tratadas con tetraciclinas.

ENFERMEDADES NO INFECCIOSAS TRATADAS CON TETRACICLINAS

Dermatoldgicas Neuroldgicas Oncoldgicas Metabdlicas Oseas
e  Hidradenitis
supurativa
* P;?]dfg:gso e  Esclerosis multiple
. gl’ngrome de Sweet  ° Esclerosis lateral amiotréfica e Artritis
e  Pitiriatis liquenoide Isquemia o Ci e Diabet reumatoide
crénica a e  Enfermedad de Alzheimer ancer 18DEEeS & periodontitis
e Rosicea e  Enfermedad de Parkinson e Osteoporosis
e Sarcoidosis e  Enfermedad de Huntington
e  Sarcoma de Kaposi
e  Dermatosis bullosas
Respiratorias Cardiovasculares Reumaticas Renales
e Asma
e  Bronquitis crénica . . Esclerosis sistémica .
. . e Infarto agudo de miocardio e Isquemia
. - - leroderm
* anqu'eCt.a S1as e Aneurisma adrtico abdominal (esc < oderma) . renal
e  Panbronquiolitis e Artritis reumatoide
difusas

Tabla 2. Enfermedades no-infecciosas en las que se han suplementado tetraciclinas [Garcia & Oteo, 2010].

Su utilidad clinica ha ido disminuyendo a razon de la creciente aparicion de
bacterias resistentes a tetraciclinas —cabe destacar que la doxiciclina es la mas utilizada en
la actualidad en el area meédica y constituye uno de los medicamentos escenciales de la
Organizacion Mundial de la Salud [GOomez, 2010] —. En contraste, su aplicacion en la
industria alimentaria se ha mantenido a razén de su facil absorcion, baja toxicidad y bajo
costo [Gutiérrez et al., 2010].



En 2010, se estim6 que el uso de antibidticos en practicas ganaderas alcanz6 un
consumo estimado de 63.151 toneladas y para el afio 2030, se espera que éste incremente
hasta en un 67% y alcance las 105.596 toneladas [Jaramillo, 2018]. Por otro lado, la OMS
reporté que, en algunos paises, aproximadamente el 80% de consumo total de antibioticos
de importancia médica se da en el sector animal, no solo con fines de tratamiento o
prevencion de enfermedades, sino también para estimular el crecimiento en animales sanos
[World Health Organization WHO, 2017].

Entre los antibioticos destinados a la industria ganadera se encuentran las tetraciclinas
en el tratamiento de infecciones por rickettsias, ehrlichiosis, anaplasmosis, leptospirosis,
amebiasis, actinomicosis, nocardiosis, brucelosis, melioidosis, tularemia; clamidia, asi
como enfermedades, inflamatoria pélvica, sifilis, diarrea del viajero, Lyme temprana, acné
y del legionario [Grossman, 2016; Shutter & Akhondi, 2019].

La utilizacion de tetraciclinas y otros antibioticos en la industria ganadera, con el paso
del tiempo, se ha ampliado mas alla de sus fines terapéuticos. A continuacion, en la tabla 3
se muestran algunas de sus aplicaciones en el area veterinaria:

VIA DE
TIPO DE USO OBJETIVO ADMINISTRACION
Terapéutico Terapia Inyeccion parental, alimento y
agua.
Metafilactico Profilaxis y tratamiento y prevencion Inyeccion parental, alimento y
de enfermedades. agua.
Profiléctico Prevencion y tratamiento de Alimento.
enfermedades.
Subterapéutico Promotor de crecimiento Alimento.

Tabla 3. Aplicacion de tetraciclinas en la industria ganadera [Nieto, 2018].

La propiedad que poseen los antibidticos de mejorar la tasa de crecimiento animal se
conoce desde los afios cuarenta, cuando se observo que las aves al ser alimentadas con
productos de la fermentacion de Streptomyces aureofaciens mejoraban su desarrollo
[Torres & Zarazaga, 2002]. Se estipula que el uso de promotores de crecimiento conduce a
un incremento de 4% al 5% del peso corporal en comparacion de los que llevan una dieta
libre de los mismos. Esta préactica se ha realizado por décadas, especialmente en cerdos y
aves de corral [Witte, 1999].

El mecanismo por el cual los antibioticos favorecen el crecimiento animal no se conoce
con exactitud. Pero se sabe que éstos actian modificando cualitativa y cuantitativamente la
flora intestinal de los animales, ocasionando que haya una disminucién de microorganismos
gue puedan causar a futuro una enfermedad subclinica. Asimismo, actdan reduciendo la



flora normal que compite con el huésped por los nutrientes; todo esto trae consigo una
mejora en la productividad y el decrecimiento de la tasa de mortalidad [Torres & Zarazaga,
2002].

Desde la década de los cuarenta, la adicion de antibioticos en pequefias dosis en el
alimento de los animales de abasto (ganado, aves, cerdos, entre otros) se ha convertido en
una préactica habitual en la industria [Torres & Zarazaga, 2002]. Sin embargo, aun pese a las
ventajas que esto ha representado, jamas se tuvo en consideracion las posibles afecciones
que esto pudo traer consigo, especialmente al tener en tela de juicio las concentraciones
relativamente bajas usadas que se han reportado [Witte, 1999].

1.1.3. AFECCIONES A LA SALUD HUMANA

El abuso de estas sustancias tanto en el sector salud como veterinario, ha representado
una serie de repercusiones en el bienestar humano. En el primer caso, se sabe que el uso
continuo de estos antibidticos durante el desarrollo dental puede causar una coloracién
permanente en los dientes; igualmente, la fijacion de tetraciclinas en los huesos de los nifios
podria repercutir en el desarrollo 6seo, causar alteraciones gastrointestinales (anorexia,
bulimia, diarrea y vomitos), accion antianabolica sobre las proteinas y ocasionar un
incremento en los niveles de urea sanguinea [Morejon et al., 2003].

En el caso del sector veterinario, el uso desmedido y la falta de supervisién de un
veterinario para la regulacion y control de los mismos, debido a que son de venta libre; ha
propiciado un riesgo en la salud de los consumidores al ser uno de los principales estimulos
del desarrollo de resistencia bacteriana [Caracundo, 2019].

Pese a la eficacia de estos antibioticos, las bacterias pueden desarrollar resistencia.
Hasta el momento se conocen tres mecanismos: 1) pérdida o disminucién de permeabilidad
bacteriana para el antibiético o la adquisicién de una via de salida dependiente de energia;
2) menor acceso de la tetraciclina al ribosoma bacteriano, y 3) formacién de enzimas
bacterianas que metabolizan el antibidtico [Patifio & Sepulveda, 2008].

En este sentido, organizaciones internacionales como la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) han advertido sobre las consecuencias en la salud humana debido a la presencia de
compuestos quimicos y antibidticos en los alimentos; en el caso de las tetraciclinas, su uso
desmedido puede llegar a afectar la calidad de la carne, productos lacteos y sus derivados,
asi como causar efectos adversos en la salud de los consumidores, tales como
hipersensibilidad, reacciones alérgicas, dafio hepatico y gastrointestinal, pigmentacion
amarilla en los dientes, ademas de resistencia bacteriana a largo plazo [Bravo et al., 2019].

En consecuencia, se han implementado normas para el control de residuos de
antibioticos, que incluyen a las tetraciclinas, en alimentos. La FDA (Food and Drugs



Administration) establecid limites maximos permisibles (LMP) de TCs (suma de OT, DT,
CT y TC) en musculo (2.0 mg L™), higado (6.0 mg L™), rifién y grasa (12.0 mg L™); y
leche (300.0 pg L™). Por otro lado, la Unién Europea (UE) estipulé LMP en musculo
(100.0 pg kg™), higado (300.0 pg kg™), rifion (600.0 pg kg™), leche (100.0 pg kg?) y
huevos (200.0 pg kg™). Asimismo, en México se regularon los LMP de tetraciclinas bajo la
norma de control de residuos tdxicos en carne, grasa, higado y rifién de bovinos, equinos,
porcinos y ovinos (NOM-004-ZO0-1994), los cuales son: 0.3 mg kg™ en higado, 0.6 mg
kg™ en rifién y 0.1 mg kg™ en masculo.

1.2. REMOCION DE TETRACICLINAS

Por otra parte, la exposicion de antibioticos, ya sea en el ambiente o en alimentos, se
ha convertido en un foco de interés debido a las afecciones que presentan en la poblacion,
como es el caso de la resistencia bacteriana. Ahora bien, su presencia es debida
principalmente a residuos de la industria farmacéutica y hospitalaria, asi como su uso
indiscriminado en el area médica, veterinaria y agricola [Fernandez, 2017].

A razon de ello, surge la necesidad de desarrollar una gran variedad de
metodologias de remocion y degradacion como la fotocatalisis con un semiconductor, que
ha demostrado alcanzar hasta un 70% de remocion de tetraciclina (TC); en el caso de la
clortetraciclina (CT), se ha utilizado la digestion anaerobia, obteniendo resultados de hasta
un 75% de remocién en muestras acuosas; en el caso de la oxitetraciclina (OT) la 6smosis
inversa y en el caso de la doxiciclina (DT), la coagulacion junto con el uso del carbon
activado [Herrera, 2013].

1.3.ADSORCION

Conforme a la biografia, la adsorcién esta definida como un proceso fisicoquimico
reversible mediante el cual un compuesto (ya sea en fase gas o liquida) es fijado en la
superficie de un material habitualmente poroso. El sélido utilizado para esta técnica se
conoce como adsorbente, mientras que el material adsorbido se conoce como adsorbato
[Pino, 2011]. La adsorcidn se distingue de absorcién debido a que en esta Ultima, implica la
acumulacion de la sustancia absorbida en todo el volumen del material, no solo en su
superficie [Tubert & Talanquer, 1997].

Existen dos tipos béasicos de adsorcion: la adsorcion fisica (fisiadsorcion) la
adsorcion quimica (quimiadsorcién). Su principal diferencia entre ellas, radica en el tipo de
interacciones existentes entre el adsorbente y el adsorbato. En el caso de las primeras, las
interacciones de tipo Van der Waals son prominentes, mientras que en las segundas son
semejantes a enlaces quimicos [Tubert & Talanquer, 1997].

En la siguiente tabla, se explican con mayor detalle.



TIPO DE
TIPO DE - INTERACCIONES
ADSORCION CARACTERISTICAS CON EL EJEMPLOS
ADSORBATO
e  Moléculas adsorbidas
débilmente ligadas a la
superficie y entalpias de
adsorcion relativamente e Zeolita
- bajos. e  Gel desilice
Fisica e  Proceso intermitente debido a Van der Waals e  Carbol activado
que se regenera cuando se e Alimina
satura el sélido.
e Reversible.
e  Moléculas adsorbidas
. uperi (s Tompen. v P oo
Quimica forman enlaces). Enlaces quimicos . Algunos 2
. D|f|q|I de revertir y se silicatos.
requiere mucha energia para
eliminar moléculas adsorbidas

Tabla 4. Tipos de adsorcion y sus caracteristicas [Pino, 2011].

Los adsorbentes son materiales naturales o sintéticos que poseen una estructura
porosa [Pino, 2011]. Entre los materiales mas utilizados para los procesos de remocion de
antibidticos o farmacéuticos se encuentran: el carbon activado, siendo el mas utilizado en el
tratamiento de aguas residuales [Tejada et al., 2017]; arcillas naturales [Yanquin, 2019],
organoarcillas (arcillas modificadas con cationes organicos para aumentar su afinidad) con
tensoactivos diméricos [Shen & Gao, 2019], 6xidos de grafeno magnéticos [Miao et al.,
2019], polimeros de impresion molecular (MIPs) [Feng et al., 2016], polimeros
funcionalizados o polimeros no impresos molecularmente (NIPs) [Murray & Ormeci,
2012], xerogeles de carbono [Ruperto, 2024] y nanotubos de carbono [Pan & Xing, 2008].

En el caso de las TCs, se ha encontrado que los adsorbentes mas utilizados para su
remocién/eliminacion son principalmente materiales carbonosos, silicatos, arreglos metal-
organicos (MOFs), éxidos e hidréxidos metalicos y materiales poliméricos [lllana, 2021].

1.3.1. CARBON ACTIVADO

Uno de los materiales carbonosos en sistemas de remocion/eliminacion ha sido el
carbén activado (Figura 4). Posee una estructura cristalina reticular, muy similar a la del
grafito, y se caracteriza por ser extremadamente poroso, ademas de contar con una elevada
superficie interna que le otorga la capacidad de adsorber compuestos que causan olor, color
0 sabor; los cuales pueden estar en fase gaseosa o en disolucion [Sevilla, 2011].
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Figura 4: Representacion esquematica de los principales grupos funcionales superficiales que pueden encontrarse en el
carbon activado

La aplicacion de este material se basa en su elevada area superficial y distribucion
de tamafo de poros: microporos (> 2.0 nm), mesoporos (2.0 — 50.0 nm) y macroporos
(>50.0 nm), que son utiles en la remocion de diferentes tipos de moléculas. Por otro lado, la
variedad de grupos funcionales presentes en su superficie, permite modificar el tipo de
interaccidn analito-adsorbente [Reinoso & Sabio, 2002; Sevilla, 2011].

Una de las principales ventajas de este material es su proceso de fabricacion, la cual
puede ser a partir de productos abundantes y de bajo coste como: cascara de coco, huesos
de albaricoque, cascaras de semillas de girasol, entre otros [lllana, 2021].

1.3.2. SILICATOS

También conocidos como arcillas o polisilicatos, estan comprendidos por rocas,
sedimentos y suelos [Ortiz, 2024]. Dentro de este gran grupo los mas utilizados son arcillas
del grupo de las esmectitas, que son materiales con morfologia laminar con gran superficie,
capacidad de adsorcidn e intercambio iénico. [lllana, 2021]

Estos materiales se caracterizan por tener en su superficie cargas negativas
(provenientes de la presencia de éxidos, hidroxidos, entre otros), lo que le permite a las
arcillas remover cationes metalicos y ciertos compuestos organicos [Ortiz, 2024; Zifiga &
Nieto, 2022]. Por otro lado, debido a sus propiedades coloidales, su aislamiento en medios
adsorbentes suele ser su principal desventaja [Yanquin, 2019].

1.3.3. ARREGLOS METAL-ORGANICOS (MOFs)

Los MOFs (Metal-Organic Frameworks) son materiales cristalinos conformados
con una parte inorganica y otra organica, mediante redes de coordinacion. Se caracterizan
por tener una elevada area superficial y porosidad — con un tamafio y forma de poro
variable, dependiendo de la naturaleza del metal y los ligantes utilizados — que otros
materiales porosos como la zeolita y el carbon activado; por lo que su aplicacion en el
campo de la investigacion se ha incentivado con los afos [Illana, 2021; Jiao et al., 2019].
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Un ejemplo claro es su implementacion en la remocion de tetraciclinas, donde se
han utilizado una gran variedad de MOFs, siendo los mas comunes las estructuras de
imidazolato zedlico (ZIF) [Li et al., 2019], compuesta por iones metalicos (Fe, Co, Cu y
Zn), coordinados con grupos imidazolato (Figura 5).

Figura. 5: Estructura de imidazolato ze6lico (ZIF) constituida por un ndcleo de iones de zinc coordinado a
cuatro anillos de imidazolato [ChemTube 3D, 2020].

Sin embargo, una de las principales desventajas de este tipo de materiales es su
inestabilidad térmica, debido a la degradacion de la parte organica que los conforma.
Asimismo, algunos suelen presentar inestabilidad frente al agua, &cidos o bases. Por
ejemplo, el MOF-5 (Zn,O(BDC); donde BDC=1,4-benzodicarboxilato) pierde su
cristalinidad en presencia de vapores de agua [Jiao et al., 2019; Sorribas & Téllez, 2016].

1.3.4. OXIDOS E HIDROXIDOS METALICOS

Dentro de este grupo de adsorbentes se encuentran los hidroxidos dobles laminares,
también conocidos como LDH por sus siglas en inglés (layered doublé hydroxide [Manzar
et al., 2023]. Estos materiales inorganicos poseen una estructura bidimensional plana de
forma [M?*1,M*, (OH), ] [A"yn-mH,0]*, donde M** es el catién trivalente, M?* el catién
bivalente y A el anion. Se caracterizan por tener capas regulares de hidroxidos metélicos
con cargas positivas separadas y estabilizadas por una region interlaminar, la cual esta
formada por aniones y agua [Hernandez, 2023; Illana, 2021].

Presentan una estructura cristalina en capas, con amplias variaciones dependiendo
de la naturaleza de los cationes que las conforman y de las relaciones molares M?*/M*" —
generalmente esta relacion se encuentra entre 2:1 y 4:1. Asimismo, poseen grandes areas
superficiales, alta estabilidad termoquimica y una solubilidad dependiente del pH
[Hernandez, 2023; Mishra et al., 2019]. Debido a esto, han sido utilizados para la

11



eliminacién de contaminantes tanto organicos como inorgénicos en el tratamiento de aguas
[Manzar et al., 2023].

Respecto a la remocion de TCs, los LDH no han sido los Unicos materiales de este
tipo empleados, por lo que en la siguiente tabla se muestran algunos de los Oxidos e
hidroxidos utilizados en el proceso de adsorcion de TCs.

ADSORBENTE ADSORBATO RESULTADOS REFERENCIA

Porcentajes de remocién

Oxido de hierro hidratado influenciados por pH, salinidad y

(HFO) Tetraciclina (TC) temperatura. [Zang et al., 2019]
Porcentaje de remocion de TC:
85.0-95%
CoO/CuFe,0, Tetraciclina (TC) Porcentaje de remocion de TC a [Ifebajo et al., 2019]

pH 6 de 96.6%

Eficiencia de adsorcion
relacionada proporcionalmente

Oxido de aluminio o alimina I'I'etraC|c!|r|1_a (TC)T con Ia_cantldad de '.°§|203 [Chen etal., 2010; Doan
(AL,O) Clortetraciclina (CT) Porcentajes de remocién para etal. 2023]
2 Oxitetraciclina (OT) TC,CTyOT: 91.85%, 88.4 %y N
98.3% respectivamente.
Oxido de grafeno - Porcentajes de remocion de TC: :
(GO) Tetraciclina (TC) 99.8% [Ghadim et al., 2013]

Hidréxidos metalicos mixtos Remocion ﬁfé?{f'iﬁﬁ puentes de
a base de iones de magnesio Tetraciclina (TC) . geno. [Panplado et al., 2019]

- Porcentajes de recuperacion de

(Mg) y aluminio (Al) TC: 98%

Tabla 5. Oxidos e hidréxidos utilizados en la remocién de tetraciclinas.

1.4. MATERIALES POLIMERICOS

Los polimeros son macromoléculas formadas por la unién repetida de una o varias
moléculas unidas por enlaces covalentes (mondmeros). Segin su origen, estos pueden
clasificarse como naturales o sintéticos [Beltran & Marcilla, 2012].

En la tabla 6 se muestran algunos ejemplos de mondmeros y sus unidades
repetitivas.

12



POLIMERO MONOMERO UNIDAD REPETITIVA
Polietileno CH,=CH, —CH,CH,—
Poli(cloruro de vinilo) CH,=CHCI —_CH,CHCI—
fH3 CHs,
Poliisobutileno CH, = C|: ~CH,—C—
CH; CH,§
H—N(CHy)sC—OH B =
Policaprolactama | I T(CH3)5C
(nylon 6) H 0 b 5
Poliisopreno CHZZCHfC:CHZ CHZZCHfC:CHZ
(caucho natural) CH, CH,

Tabla 6. Ejemplos de algunos polimeros lineales con sus respectivos mondmeros y unidades repetitivas
[Billmeyer, 2020].

En general, cuando se trata de procesos de adsorcion, el mondmero funcional se
selecciona de acuerdo a las caracteristicas de la molécula de interés (analito). Si ésta
presenta un caracter basico en su estructura, los mondmeros &cidos como el &cido
metacrilico (MAA), acido itaconico (1A) o el acido 4-vinilbenzoico son adecuados debido a
su capacidad de generar interacciones electroestaticas o por puentes de hidrégeno. Por otro
lado, si el analito presenta caracter &cido, los monémeros bésicos como el 4-vinilpiridina
(4-VP) o el N,N-dietil-aminoetilmetacrilato (DAEM) son los mas ideales [Cela. 2015].

Por otro lado, cabe recalcar que conforme a la naturaleza del monémero se ha
logrado la sintesis de materiales de elevada selectividad, permitiendo interacciones
adsorbente-analito tales como: Van der Waals, n-1t, puentes de hidrogeno, electrostaticas y,
en algunos casos, enlaces covalentes. En funcion a ello, en afios recientes se han
desarrollado sistemas analiticos de remocion, pre-concentracion y aislamiento de diversos
compuestos organicos e inorganicos en muestras complejas [Alaba et al., 2018].

Las reacciones de polimerizacion suelen dividirse en dos tipos: por condensacion y
adicion: o en una terminologia mas precisa: polimerizacion por etapas y en cadena [Beltran
& Marcilla, 2016].

1.4.1. POLIMERIZACION POR CONDENSACION

La polimerizacion por condensacion, o por etapas, se caracteriza por la formacion
del polimero a partir de la reaccion entre grupos funcionales de distinta naturaleza (-OH,
-COCI, -COOH, -NHj, etc.). Este tipo de polimerizacion es analoga a la condensacién de
compuestos de bajo peso molecular [Billmeyer, 2020; Lépez, 2004].
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Adicionalmente, algo que distingue la polimerizacion por condensacion es que ésta
parte de dos mondmeros funcionales que daran lugar a una molécula de mayor tamafio, la
cual formara parte de la cadena principal del polimero [Beltran & Marcilla, 2012;
Billmeyer, 2020; L6pez, 2004].

Un ejemplo clésico, es la formacion de poliamidas a partir de la reaccién de
diaminas y &cidos dicarboxilicos:

n NH,—R—NH, + n HOOC—R"—COOH — H,N—(R—NHCO—R"),—COOH + (2-n) H,0

Como se puede observar, en este tipo de polimerizaciéon la unidad de repeticion
(R—NHCO—R") difiere de los monémeros funcionales de partida.

1.4.2. POLIMERIZACION POR ADICION

Por otro lado, la polimerizacién por adicion o reaccion en cadena consiste en
reacciones en simultaneas generadas mediante la formacion de radicales libres. A diferencia
de su antagonista, en este tipo de reacciones la unidad de repeticion tiene la misma
estructura que la de los monémeros de partida y la reaccion transcurre sin pérdida de
materia, por lo que la unidad constitucional del polimero y el monémero presentan la
misma estequiometria [Beltrdn & Marcilla, 2012; Billmeyer, 2020].

El grupo méas importante de polimeros de adicion corresponde a los monémeros que
contienen enlaces dobles carbono-carbono (grupo vinilico). Un ejemplo préctico es la
polimerizacion del policloruro de vinilo (PVC):

N (CH,=CHCI) — —(CH,—CHCI),—

Este tipo de polimerizacion se puede sub-clasificar como polimerizacion radical y
polimerizacion ionica [Billmeyer, 2020]. La polimerizacion por radicales libres consta de
tres etapas: iniciacion, propagacion y terminacion [Lépez, 2004]. En la siguiente tabla se
describe cada una.
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¢EN QUE .
ETAPA CONSISTE? CARACTERISTICAS EJEMPLO
Obtencién de radicales libres a partir del peréxido de
benzoilo.
Consta de dos etapas:
a) For'maC|0r? de "i_@_f}]_i a s ?é
radicales libres - R
a partir de la
ruptura
ryn (9]
homolitica de I, @ i
. Q 6. . -
Formacion de un compuesto JU ) i
Iniciacion un radical denominado o ] ) o
libre. iniciador. e Laestabilidad de los radicales libres seguira el
b) Adicion de uno orden: terciario> secundario>primario.
de los radicales e Enlace doble del etileno (mondmero vinilico)
i es susceptible al ataque de radicales libres.
libres al
mondmero de - . HoH
eleccién. @ /_>\C£'c< S @é_é
U H H [ ]
H H
Crecimiento
de la cadena H //a H
olimérica. 08 arreglos Ll >c£.'g< N
r?wediante |{:1 configuraciones de la [ ] \J H H
Propagacién adicion de cadena polimérica estan H H
X determinados por H H H H H H
monomeros a -
MONGMEros aspectos  estéricos vy (I: (I: é (\: Jrl IJﬁ
dical electronicos. 7 7 1 =
radicales. H OH H H q H
. . HHHH HHHH
Terminacion . LT /\f\l LT
del Acoplamiento de dos B S
L cadenas crecientes, para o o
S crecimiento de ”
Terminacion la formacion de una sola
la cadena cadena polimérica
polimérica. P : HOHMHHEHHHH
S
HHHHHHHH

Tabla 7. Etapas del mecanismo de polimerizacion por adicion [Hu, 2013; Ldopez, 2004].

Como se puede observar en la tabla 7, para que se lleve a cabo una polimerizacion
por radicales libres, es necesaria la inclusion de un iniciador, el cual es una molécula que se
fragmenta homoliticamente por accion de la temperatura y genera dos moléculas de
radicales que inician la reaccién [Konstantinov & Broadbelt, 2019]. Los compuestos con
enlaces O-O, S-S y N-N son capaces de llevar este tipo de procesos. Algunos ejemplos de
iniciadores son: peréxido de benzoilo (BPO, enlace O-O), 2,2-azobisisobutironitrilo
(AIBN, enlace N=N), persulfatos (enlace O-0) e hidroperdxido de cumilo (enlace O-OH)

[Oberti, 2023].

Un agente entrecruzante es capaz de formar redes poliméricas a partir de pre-
polimeros o polimeros [Cela, 2015]. Este al unir covalentemente cadenas de polimeros para
formar redes poliméricas, confiere propiedades como insolubilidad, mayor resistencia
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térmica y aumento de resistencia mecéanica [Garcia et al., 2003]. Algunos de los agentes
entrecruzantes mas utilizados son: dimetacrilato de etilenglicol (EDGMA), trimetacrilato de
trimetilpropano (TRIM) y el divinilbenceno (DVB) [Pérez, 2015].

Es imperativo mencionar que la iniciacion no se va a dar por una especie capaz de
proporcionar radicales libres en el caso de la polimerizacion cationica (Figura 7). Esta se va
a dar por acidos de Lewis (AICI3;, BF3, ZnCl3), que utilizaran un co-catalizador que actle
como donador de electrones, como lo es el agua; por el contrario, en las polimerizaciones
anionicas, ésta puede ser iniciada por bases como NaOH, KOH y KNH,, ademéas de
compuestos organometalicos como el n-BuL.i [Billmeyer, 2020].

A" + CH/~CH—> A—CHz_{|3H |
n y

/—\ ® Gy o
— — A CHz—{|:H CH;—CH

y ¥ y

Figura 6: Mecanismo de reaccion general una polimerizacion catidnica.
1.4.3. POLIMEROS COMO ADSORBENTES

En las ultimas décadas, los adsorbentes poliméricos han surgido como una
alternativa al carbon activado debido a la remocion eficaz de muchos contaminantes
organicos como compuestos fendlicos, &cidos organicos, hidrocarburos aromaéticos o
poliaromaéticos, entre otros [Pan et al., 2009].

Asimismo, el interés por estos adsorbentes radica en funcién a sus caracteristicas
fisico-quimicas, en comparacion a otros materiales, como lo son: tamafio de poro,
reusabilidad, selectividad y, en algunos casos, la posibilidad de utilizarse en técnicas de
micro-extraccién [Gomez et al., 2019; Saravanan et al., 2021].

Dentro de los polimeros adsorbentes se incluyen resinas de intercambio ionico,
membranas, polimeros impresos molecularmente (MIPs), polimeros organicos covalentes
(COP) y polimeros microporosos (MOP) [Moradi & Sharma, 2021]. En la siguiente tabla se
muestra la aplicacion de estos.
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POLIMERO CARACTERISTICAS APLICACION REFERENCIA
Estructura polimérica en la cual un
ion ha sido inmovilizado de manera Ablandamiento de agua
permanente. (eliminacion de iones que
Para mantener la neutralidad constituyen la dureza del agua).
eléctrica, cada ion esta neutralizado Descarbonatacion del agua,
Resinas de por un contra-ion de carga opuesta. Eliminar 0 sustituir
. g p £ -
Intercambio Pueden ser intercambiadoras de contaminantes de baja [Avila, 2014].
16nico cationes 0 aniones. concentracion.
La capacidad de intercambio Eliminacion de contaminantes
depende del grupo activo y del grado ionizados.
de entrecruzamiento Extraccion y purificacion de
La selectividad depende de las productos farmacéuticos.
interacciones.
e Membranas bioldgicas y sintéticas. Procesos de  purificacion,
e Separacion por diferencia de pesos separaciéon,  tratamiento vy
moleculares y el tamafio de particula. eliminacion de contaminante de [Solis &
Membranas e Se clasifican de acuerdo al tamafio de liquidos y gases. :
. L - Ramirez, 2017].
particula: microfiltracion, Tratamiento de aguas
ultrafiltracion,  nanofiltracion y Aplicacion en la industria de
6smosis inversa. los alimentos.
¢ Polimeros altamente selectivos.
e El “reconocimiento” se basa en la
Polimeros generacion de cavidades en forma, Polimeros ideales en procesos
impresos tamafio y funcionalidad quimica al que requieran extraccion en
molecularmente analito. fase solida (SPE). [Cela, 2015].
(MIP) e La sintesis requiere de la formacion Limpieza selectiva de muestras,
del complejo analito mondémero Pre-concentracion de analitos.
funcional y su posterior
entrecruzamiento.
o Estabilidad térmica y quimica,
estructura porosa, altamente
entrecruzada. A
. e Se clasifican como polimeros Fotocatalisis. .
Polimeros N L Adsorcion de iones metalicos, [Cjuno &
.- vinilicos y no vinilicos. . - - )
organicos « Pueden resentar estructuras contaminantes organicos Quispe, 2021,
covalentes bidimensiongles o tridimensionales toxicos y volatiles, ademas de Tashvigh &
(Cop) - ) algunos cases como CO, y Benes, 2022].
e En adsorcion, se han acoplado con -
. P yodo (volatil).
grafeno o materiales magnéticos para
aumentar la estabilidad, capacidad de
adsorcion y separacion.
e Pueden definirse como materiales
adsorbentes con un tamafio de poro
menor al pro_medlo (< Z”T“)'. Almacenamiento y separacion
e Son quimica y térmicamente d
. estables © gases, [Krishnan &
Polimeros o Pr nt.n rosidad  aiustabl N Fotocatélisis, Suneesh. 2021
mMicroporosos esentan porosidad ajustable, una Adsorcidn de iones metalicos y ! '
gran é&rea superficial y capacidad de Wood et al.,
(MOP) ., colorantes.
adsorcion. 2008].

Los diversos grupos funcionales
presenten en un MOP pueden ser
afiadidos por modificacion post-
sintética.

Adsorcion de CO, y otros
gases.

Tabla 8. Diferentes polimeros utilizados en procesos de adsorcion, con sus caracteristicas y aplicaciones.
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1.4.3.1. POLIMEROS MAGNETICOS.

Los polimeros magnéticos como otros materiales han sido clasificados como: materiales
inteligentes debido a su susceptibilidad magnética en presencia de campos magnéticos
externos aplicados. Normalmente, particulas paramagnéticas (hierro, cobalto, niquel o sus
oxidos) son funcionalizados con una gran variedad de recubrimientos [Harun-Ur-Rashid et
al., 2024, Salephour et al., 2023]. Esta caracteristica, los convierte en ideales para la
segregacion de los mismos en solucion, lo que resulta conveniente para su utilizacién en
extraccion en fase solida magnética (MSPE) [Datta, 2018, Sierra & Morante, 2018].

Estos adsorbentes se desarrollaron en la década de los 80 y 90s, como una
alternativa a sistemas clasicos de extraccion. Dichas propiedades son el resultado de
caracteristicas morfoldgicas del material (porosidad), modificacion de grupos funcionales,
estabilidad mecénica y térmica [Salem & Yilmaz, 2021, Salephour et al., 2023].

Estos materiales han sido utilizados para la remocion de pesticidas [Salephour et al.,
2023], farmacos [Arya & Philip, 2016], colorantes [Gao et al., 2013], entre otros
contaminantes. A continuacion, en la Tabla 9 se presentan algunos polimeros magnéticos
utilizados para la remocion de tetraciclinas.

POLIMERO ANALITO CONDICIONES REFERENCIA

e Maximo porcentaje
de remocién de TC a
pH 6.0 a partir de
Tetraciclina (TC) interacciones catién-
m y puentes de
hidrégeno en
muestras acuosas.

Poliuretano magnético a
base de almidén

[Okoli & Ofomaja,
2019]

e Porcentaje de

remocion del
Quitosano magnético Tetraciclina (TC) 76.69% de TC a pH
7.0 en muestras
acuosas.

[Da Silva-Buckmann et
al., 2022]

e Porcentaje maximo
de remoci6n de
tetraciclinas de
Tetraciclina (TC) 90.0% (el cual se [Lietal., 2017]
mantuvo después de
reciclar 10 veces el
material polimérico).

Micro-esferas magnéticas de
poliestireno

Tabla 9. Ejemplos de polimeros magnéticos empleados en la remocion de tetraciclinas.

En el presente proyecto, se desea proponer el disefio de un adsorbente magnético
multianalito (TC, CT, DT y OT), sintetizado a partir de dos monémeros funcionales:
4-vinilpiridina (4VP) y metacrilato de metilo (MM).
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CAPITULO II: OBJETIVOS

2.1.OBJETIVO GENERAL.

Disefiar, sintetizar y caracterizar un adsorbente magnético empleando como monémeros
funcionales metacrilato de metilo (MM) y 4-vinilpiridina (4VP), uatil en la remocion
selectiva de tetraciclinas en muestras de leche.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS.

a) Optimizar la composicion del adsorbente magnético a partir de un disefio de
experimentos Box-Behnken.

b) Evaluar y optimizar las condiciones de extraccion de los analitos (TC, CT, OT y
DT), en un sistema de extraccion en fase sélida magnética.

c) Aplicar la metodologia propuesta en la retencion de TCs en muestras de leche.
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CAPITULO I1l: METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1. MATERIALES Y REACTIVOS

Clorhidrato de tetraciclina (Cz2H25CIN2QOg), clorhidrato de clortetraciclina
(C2H23CIN,Og o  HCI), oxitetraciclina  (C2H2sN2011),  hidrato  de  doxiciclina
(C24H33CIN2O40), metacrilato de metilo (MM), 4-vinilpiridina (4VP), dimetacrilato de
etilenglicol (EDGMA) y persulfato de sodio fueron obtenidos de Sigma Aldrich (St. Louis,
MO, EE. UU.). El &cido etilendiaminotetraacético disdédico (EDTA, CioHisN,Og),
hidréxido de sodio (NaOH) y el metanol (MeOH) fueron obtenidos de J. T. Baker
(Phillipsburg, NJ, EE. UU.).

Todas las soluciones se prepararon con la cantidad adecuada de cada reactivo y agua
desionizada con una resistividad no menor de 18.2 Mq, proporcionada por un sistema
Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EE. UU.). La solucién del electrolito fue constituida por
2-propanol al 2.0 %, fosfato de sodio (35.0 mmol L™) y sal disddica EDTA (2.50 mmol
LY. El pH de la solucién se ajusté a pH 12 con NaOH 1x10™ mol L™.

3.2. EQUIPOS.

La caracterizacion de los adsorbentes se realizd en un espectrometro infrarrojo con
transformada de Fourier Perkin Elmer 400 FT-IR (Perkin—Elmer Inc., Wellesley, MA, EE.
UU) con un Pike Gladi ATR (Pike Technologies Inc, EE. UU.). Por otro lado, la
morfologia del adsorbente se evalué empleando un microscopio electrénico de barrido
(SEM) JEOL JSM-820.

La separacion electroforética se realizd con un equipo Beckman Coulier 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 um de diametro interno. Los datos que se
obtuvieron se colectaron y analizaron con un software Beckman P/ACE System MDQ
version 2.3.

3.3. CONDICIONES DE SEPARACION POR ELECTROFORESIS CAPILAR

Las condiciones de separacion por CZE de los analitos: tetraciclina (TC),
clortetraciclina (CT), oxitetraciclina (OT) y doxitetraciclina (DT) fueron: inyeccion
hidrodinamica de 0.5 psi por 5.0 s, voltaje de separacion de 12.0 kV y tiempo de andlisis de
15.0 min a una longitud de onda de 360 nm. El analisis tuvo soporte de una solucion
electrolito a base de fosfato de sodio (35.0 mmol L™) y sal disédica EDTA (2.50 mmol L),
ajustado a un pH 12 [Hernandez, 2023].
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Las condiciones de separaciéon por LVSS-CE de los cuatro analitos fueron:
inyeccion hidrodindmica de 0.5 psi por 180.0 s, con voltaje de separacion de pre-
concentracion de 12.0 kV en polaridad inversa por 180.0 s y voltaje de separacion de 14.0
KV en polaridad normal con un tiempo de analisis de 15.0 min a una longitud de onda (1)
de 345 nm. El andlisis tuvo soporte de una solucion electrolito a base de fosfato de sodio
(35.0 mmol L™) y sal disédica EDTA (2.54 mmol L™), ajustado a un pH 12.

La activacion del capilar en cada dia de trabajo, se llevd a cabo bajo la siguiente
secuencia: NaOH 1.0 mol L™ por 15 min, NaOH 0.1 mol L™ por 10.0 min, agua
desionizada por 10.0 min y solucién electrolito por 10.0 min. Entre analisis se mantuvo un
pre-acondicionamiento con la secuencia: NaOH 1.0 mol L™ por 2.0 min, NaOH 0.1 mol L™
por 1.0 min, agua desionizada por 1.0 min y solucion electrolito por 2.0 min, a una presion
de 20.0 psi.

Para el andlisis se utilizaron soluciones estandar preparadas a partir de diluciones de
soluciones madre de las TCs a una concentracion de 5.0 mg L. Adicionalmente, se emple6
una solucién de é&cido picrico de 5.0 mg L™ como estandar interno (E.L.).

3.4. SINTESIS DEL ADSORBENTE Fe304,@ MM:4VP

3.4.1. SINTESIS DE PARTICULAS MAGNETICAS (Fe304)

La sintesis de la magnetita (Figura 7) se llevd a cabo mediante una oxidacion
parcial de Fe2* en un medio basico en corriente de aire. El hierro se obtuvo de una solucién
de sulfato de hierro (FeSQO,) preparada a partir de 1.5 g del mismo, disueltos en 40.0 mL de
agua desionizada; dicha solucién se ajusté a un pH 11 con una solucién NaOH 6.0 mol L™ a
80 °C por 1.0 h. El s6lido obtenido se lavé con agua desionizada hasta alcanzar un pH
neutro y se dejo secar en la estufa a una temperatura de 80 °C [Hernandez, 2023].
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1.5 % NaOH
4

FeS 6.0 M .
/ ¢
:“I’ Ajuste a pH 11 : :‘,: Calentar 80° C, 1.0 h

,n Burbujeo de O, ‘m Burbujeo de O, L

40 mL agua Solucion FeSO.
desionizada

Lavados
(Agua desionizada)

Secar, 80 ° C =

Figura 7: Secuencia para la sintesis de particulas magnéticas (Fe;0,)

3.4.2. SINTESIS DEL ADSORBENTE FUNCIONALIZADO.

En el presente estudio, se utilizaron como mondmeros funcionales el metacrilato de
metilo (MM) y 4-vinilpiridina (4VP); como agente entrecruzante el dimetacrilato de
etilenglicol (EDGMA) y como iniciador el persulfato de potasio (K,S,0s).

Inicialmente, los mondmeros funcionales se adicionaron a un matraz con 20.0 mL
de metanol y se mantuvieron en agitacion constante alrededor de 10.0 min, a temperatura
ambiente.

Posteriormente, se afiadio el agente entrecruzante y el iniciador. La mezcla se
colocé en un sistema de reaccién en reflujo por 16.0 h. Una vez transcurrido el tiempo de
reaccion, los adsorbentes obtenidos se lavaron bajo la secuencia 5.0 mL agua, 5.0 mL
metanol, 5.0 mL agua; y se dejaron secar en la estufa a 60 °C.

En la Figura 8 se esquematiza la secuencia antes mencionada.
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4VP + EDGMA +
K508
4
— I
Agitacion Reflujo, 16 h
_—

20 mL MeOH

5.0 mL agua,
5.0 mL MeOH,
5.0 mL agua

Secar,60°C
(—_

Figura 8: Secuencia para la sintesis del adsorbente MM/4VP

El grado de funcionalizacion se estudié empleando un disefio de experimentos Box
Behnken (BBD) de tres variables a tres niveles. Las variables criticas del sistema fueron:
proporcion de los mondmeros funcionales (variable A, con niveles 1:4, 2:2 y 4:1 respecto a
4VP/MM); cantidad de los mondémeros funcionales (variable B con los niveles 1.0, 2.5y
5.0 mmol) respecto a la cantidad de entrecruzante (variable C con los niveles 2.5, 5.0 y 10.0
mmol). Los tres niveles se codificaron como -1 a 1, siendo -1 la unidad més baja y 1 la mas
alta. La cantidad del iniciador (86.0 mg) se mantuvo constante en todos los experimentos.

3.4.3. ACOPLAMIENTO DEL POLIMERO FUNCIONAL EN EL MATERIAL
MAGNETICO.

El acoplamiento del adsorbente funcionalizado sobre el material magnético (Figura
9) se realiz6 una vez optimizado el sistema mediante el disefio de experimento; para ello, se
utilizé una proporcién magnetita/monémeros funcionales 1:1.

En una primera etapa, se adicionaron 1.77 mmol de magnetita a 40.0 mL de MeOH,
en agitacion constante. Posteriormente, se afiadieron 0.37 mmol de 4VP y 1.36 mmol de
MM; después de 5.0 min se agregd 10.27 mmol del agente entrecruzante y 86.0 mg del
iniciador. La mezcla se coloco en un sistema de reflujo durante 16.0 h.
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El adsorbente obtenido se lavo con metanol y agua hasta alcanzar un pH neutro, y se
dejo secar en la estufa a una temperatura de 80 °C.

0.37 mmol 4VP + 10.27 mmol
1.77 mmol Fe, O, O MM 0.27 mme
/ Ve K;S0s 7
A (4 ":”v »,—:;r’
Agitacion Agitacion, 5 min
_

40 mL MeOH

Reflujo
—
16 h

Lavados
(agua
Secar, 80 ° C 3 desionizada)
s «— I

m
=

Figura 9: Secuencia para el acoplamiento del polimero funcionalizado al material magnético.

3.5. EXPERIMENTOS DE ADSORCION.

El desarrollo de una técnica analitica implica la optimizacién del sistema a partir de sus
variables. Para ello, se eligié un disefio tipo Box-Behnken para lo cual se identificaron las
variables de entrada y salida que se desean optimizar. Como variable de entrada se
determinaron; proporcion de los monémeros, cantidad de los monémeros funcionales y
cantidad del agente entrecruzante; como variable de salida se determind la relacion entre el
porcentaje de remocion de TCs y la desviacion estandar, permitiendo asi la el desarrollo de
un sistema de remocion lo mas homogéneo posible.

Concluido la optimizacion del sistema de sintesis, se evaluaron los parametros o
variables criticas del método MSPE como efecto del pH, masa del adsorbente y tiempo de
contacto, a diferentes puntos.

La metodologia experimental consiste en la activacion del polimero, la cual sigue la
secuencia 1.0 mL agua, 1.0 mL metanol y 1.0 mL agua; posterior a ello se adicioné 1.0 mL
de una solucién de TCs a una concentracién de 5.0 mg L™ y se sometié en un medio
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especifico donde se evaluaron las variables criticas del sistema. Finalmente, se extrajo el
sobrenadante y se analiz6 mediante CZE.

A continuacion, se describen las condiciones para cada uno de los experimentos de
adsorcion:

a) pH

Se evaluo la capacidad de remocién del TCs del polimero funcionalizado a diferentes
pH de trabajo (4.0, 6.0, 8.0, 10.0 y 12.0). Para este estudio se utilizaron 20.0 mg del
polimero y se establecié un tiempo de contacto de 5.0 min.

b) Masa del adsorbente.

Posterior a la optimizacion de la composicion del polimero funcional y la eleccion de
un pH de trabajo, se evalu6 la capacidad de remocioén del polimero magnético
(FesO4,@MM:4VP) a diferentes cantidades de masa (10.0 — 60.0 mg).

¢) Tiempo de contacto.

Se evalud la capacidad de remocion del polimero magnético (Fes0,@MM:4VP) a
diferentes tiempos de contacto (2.5- 20.0 min).

3.6. APLICACION DEL METODO.

La aplicacion del método se llevé a cabo en muestras de leche comercial, para ello
en una primera etapa se afiadieron 0.2 mL de acido acético al 2.0% a 1.0 mL de leche, se
sometio a calentamiento por bafio maria durante 10.0 minutos (60 °C) y se centrifugd por
10.0 min a 10,000 rpm.

Posteriormente, el sobrenadante libre de proteina se diluyé a 10.0 mL con agua
desionizada y la solucion fue pasada por un cartucho (Dicovery ® DSC-18 cartriges, 500
mg) que fue previamente activado con 5.0 mL de MeOH y 5.0 mL de agua desionizada a
un flujo de 1.0 mL min™. Los analitos retenidos fueron lavados con 2.0 mL de MeOH al
5.0% por triplicado y las TCs retenidas fueron eluidas con 3.0 mL de MeOH. El elouato fue
llevado a sequedad y reconstituido con 1.0 mL de agua desionizada que, finalmente, se
analizo por LVSS-CE [Islas et al., 2018]. En la Figura 10 se esquematiza este proceso.
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Figura 10: Secuencia para el pre-tratamiento de muestras de leche.

Bajo las condiciones 6ptimas del sistema de remocion, la metodologia de remocion
desarrollada fue aplicada a muestras positivas a TCs. Para ello, se adicionaron 30.0 mg del
adsorbente Fe;0,@MM:4VP, previamente activado, fueron afadidos a 1.0 mL de leche.
Una vez pasado el tiempo de contacto, se aislé el adsorbente mediante la aplicacion de un
campo magnético; el remanente resultante fue analizado por LVSS-CE bajo las condiciones

descritas (el tiempo de polaridad inversa se ajustd de acuerdo a la salinidad de la leche
analizada).
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. IDENTIFICACION DE SENALES.

Se llevd a cabo el analisis de las soluciones estandar de las TCs y el estandar interno
(E.l) a una concentracién conocida (5.0 mg L™) bajo las condiciones descritas en el
apartado anterior. Se identificaron cada una de las sefiales del electroferograma obtenido
(Figura 11), encontrando un orden de TC, CT, OT y DT debido a la relacion masa/carga de
los analitos [Hernandez, 2023].

TC
OT pT
E.I.

CcT

0 4 5 6 7 8 9

Tiempo (min)

-

Figura 11: Electroferograma obtenido de una solucién a 5.0 mg L™*de TC, CT, OT, DT y &cido picrico (E. I.), aun
voltaje de separacion de 12 kV y una longitud de onda (%) de 360 nm.

4.2. EFECTO DEL pH.

A continuacién, en la tabla 10 se muestra el promedio en términos de porcentaje de
remocion de las cuatro tetraciclinas (TC, CT, DT y OT), asi como la desviacion estandar a
cada uno de los experimentos obtenidos, a los diferentes pH de trabajo conforme al disefio
Box-Behnken.
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’E\I)(()P pH 4 pH 6 pH 8 pH 10 pH 12

1 42.76 (19.74) 39.85(3.82) 54.51 (30.93) 36.98 (24.70) 41.20 (34.95)
2 46.38 (37.15) 23.65 (14.86) 25.54 (15.84) 31.12 (21.68) 29.66 (25.98)
3 11.97 (8.07) 24.81 (4.46) 20.14 (11.0) 23.38 (9.24) 22.02 (10.48)
4 26.65 (13.24) 56.64 (29.38) 51.69 (35.33) 37.37 (26.85) 25.22 (27.50)
5 21.46 (14.30) 10.36 (6.18) 27.22 (12.80) 29.38 (21.66) 24.64 (16.69)
6 18.85 (7.96) 22.29 (9.78) 30.12 (38.93) 17.58 (15.93) 21.63 (15.71)
7 34.47 (19.69) 42.81 (8.48) 38.93(10.23) 29.02 (19.42) 28.93 (24.43)
8 26.20 (13.78) 62.57 (28.99) 24.14 (23.40) 24.03 (18.07) 24.45 (24.43)
9 - 24.67 (8.51) - - -

10 41.90 (10.09) 30.49 (8.73) 30.75 (6.13) 21.21(14.38) 8.89 (9.07)
11 - 51.09 (34.58) - - -

12 - 56.06 (31.61) - - -

13 - - - - -

14 29.56 (18.58) 62.88 (21.88) 57.82 (24.31) 52.76 (28.53) 60.14 (29.19)
15 - 19.25 (12.76) - - -

Tabla 10. Porcentajes de remocion (promedio y desviacion estandar) a diferentes pH

De acuerdo a los resultados, se observa que la composicién del adsorbente es
determinante en los porcentajes de extraccion, mientras que el efecto del pH influye en la
dispersion de los datos, en términos de la retencion simultanea de las TCs. En este sentido,
se identificaron tres aspectos en términos de retencion: 1) porcentajes de retencién (< 20.0
%) con desviacion estandar (6.18-15.93); 2) porcentajes de retencion (20.0% > R < 40.0%)
con desviacion estandar (3.82 — 9.24) y 3) porcentajes de retencion (> 40%) con desviacion
estandar (8.48 — 37.15).

A valores de pH 6, se muestra mayor nimero de experimentos con una retencion mas
homogénea y desviacién estdndar < 10.0, en comparacion con otros valores de pH. En el
caso del experimento 1, por ejemplo, se tiene una retencion con un valor promedio de
39.85% Yy una desviacion estandar de 3.82, mientras que a valores superiores se incrementa
la heterogeneidad de los sistemas, alcanzando valores de desviacion estandar de hasta
37.15.

Este comportamiento se puede explicar mediante la naturaleza quimica de las
tetraciclinas de interés, es decir, la estructura que presenten de acuerdo al pH. Conforme la
naturaleza del adsorbente y los analitos de interés, es posible la obtencion de multiples
interacciones desde van der Waals, electrostaticas y puentes de hidrogeno.

A valores de pH < pkaj;, las tetraciclinas tendran una carga cationica en la
dimetilamina de su estructura, debido a esto existira una repulsion de cargas cationicas
entre el adsorbente y el analito. Sin embargo, la retencién ocurre por interacciones tipo m-n
y puentes de hidrogeno.
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Por otro lado, de la condicidén pka,>pH>pka; las tetraciclinas seran parcialmente
neutras, es decir, tendran un comportamiento como un zwitterion- Al ocurrir esto, la
interaccion predomina en funcion del tipo n-n y o-m.

Finalmente, a un pH bésicos, cercano a su tercer pKa, las moléculas de tetraciclina
tendran carga anionica, por lo que existira una repulsion con los oxigenos del metacrilato
de metilo (MM), por lo que la capacidad de retencion se vera ligeramente disminuida; sin
embargo, la interaccion de tipo m-m y o-m.seran las responsables en la obtencion de los
porcentajes de remocion.

Por esta razon, el pH 6 es seleccionado en la etapa de optimizacion del disefio
correspondiente. En la tabla 11, se muestran los porcentajes de retencién cuando el sistema
estd ajustado a pH 6, para cada uno de los analitos. Asimismo, se pueden muestran las
variables codificadas del disefio de experimentos utilizado y la variable de salida que se
utilizé para la optimizacion, la cual se establecié a partir de la relacion promedio de
porcentajes de remocion/desviacion estandar de los porcentajes de remocion, esto debido a
que se busc6 homogenizar el sistema ante la fluctuacién de los porcentajes de remocion
obtenidos.

. VARIABLE
VARIABLES %RETENCION DE SAL IDA
EXP CANTIDAD DE

4VP:MM MONOMERO EDGMA TC cT oT DT PROMEDIO/

FUNCIONAL (mmol) DE
(mmol)

1 1:4 (-1.0) 1.0 (-1.0) 5.0 (0.0) 349 39.97 4025 44.26 10.43
2 2:2(0.0) 2.5(0.0) 5.0 (0.0) 1435 4535 1374  20.99 1.59
3 4:1(1.0) 1.0 (-1.0) 5.0 (0.0) 2681 2377 1912 2953 5.56
4 4:1(1.0) 2.5(0.0) 10.0 (1.0)  38.38 100 35,58  49.58 1.93
5 4:1(1.0) 2.5(0.0) 2.5(-1.0) 12.30 3.19 8.18 17.46 1.67
6 2:2(0.0) 2.5(0.0) 5.0 (0.0) 1430 30.68 1335 30.82 2.28
7 1:4 (-1.0) 2.5(0.0) 2.5(-1.0) 3546 5372 36.78  45.29 5.05
8 2:2(0.0) 1.0 (-1.0) 10.0 (1.0) 69.61 100 3393  46.75 2.16
9 2:2(0.0) 2.5(0.0) 5.0 (0.0) 2066 31.63 1994 3742 3.21
10 1:4 (-1.0) 5.0 (1.0) 5.0 (0.0) 1964 36.07 2739 38.86 3.49
11 4:1(1.0) 5.0 (1.0) 5.0 (0.0) 28.39 100 25.03  50.93 1.48
12 2:2(0.0) 5.0 (1.0) 2.5(-1.0) 32.70 100 33.33  58.22 1.77
13 2:2 (0.0) 1.0 (-1.0) 2.5(-1.0) -* - - - 0.00
14 1:4(-1.0) 2.5(0.0) 10.0 (1.0) 4460 63.71 4981 93.38 2.87
15 2:2 (0.0 5.0 (1.0) 10.0 (1.0) 9.81 20.64 9.76 36.78 1.51

Tabla 11: Resultados obtenidos con un disefio Box-Behnken bajo las condiciones dptimas, donde * es un experimento que
no polimerizo,

Los resultados se analizaron con MINITAB® version 19. De acuerdo al analisis
ANOVA (tabla 12), los datos se ajustaron a un modelo cuadratico. La ecuacion 1,
representa la superficie de respuesta con las variables codificadas.
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Ecuacion 1. Ecuacion de superficie de respuesta.

Y =2.36-1.401 A—1.236 B—0.004 C +2.20 A% + 0.68 B~ 1.68 C* + 0.71 AB
+0.61 AC-0.61BC

Donde Y es el promedio de TCs/desviacion estandar (variable de salida), A la
proporcion de los mondmeros funcionales (4VP:MM), B la cantidad de los mondmeros en
mmol (4VP+MM) y C, que es la cantidad de entrecruzante (mmol). A partir de los
resultados del andlisis de datos, se puede estimar cuél de las variables tiene mayor efecto en
el sistema; de acuerdo al valor F, la proporcion de mondémeros funcionales (4VP:MM) es la
que mayor efecto tiene en la retencion de las TCs, posteriormente la cantidad de los
mondmeros funcionales (4VP+MM) y la cantidad del entrecruzante practicamente no tiene
efecto en el sistema.

FUENTE GL SC AJUST. MC AJUST. VALOR F VALORP
Modelo 9 65.00 7.22 161 0.31
Lineal 3 27.92 9.31 2.08 0.22
A 1 15.70 15.69 351 0.12
B 1 12.23 12.23 2.73 0.16
C 1 0.0001 0.0001 0 1.00
Cuadrado 3 32.09 10.70 2.39 0.18
A*A 1 17.88 17.88 4 0.10
B*B 1 1.70 1.70 0.38 0.56
C*C 1 10.40 10.40 2.33 0.19
'”tzeré‘ggt'grgfe 3 497 166 0.37 0.78
A*B 1 2.03 2.03 0.45 0.53
A*C 1 147 147 0.33 0.59
B*C 1 1.47 1.47 0.33 0.59
Error 5 22.36 4.47
Falta De Ajuste 3 21.06 7.02 10.75 0.09
Error Puro 2 131 0.65
Total 14 87.36

Tabla 12: Andlisis de varianza, obtenido a partir de la optimizacion de un disefio de Box-Behnken.

Los graficos de superficie de respuesta (Figura 12) obtenidos a partir de la ecuacion
1, muestran la interaccion de las variables criticas. Conforme los datos, dicho
comportamiento es visible a través de un sistema colorimétrico con una funciéon de la
variable de salida, donde los maximos y minimos se diferencian por colores calidos y frios,
respectivamente.

La figura 12a muestra la evaluacion del factor A (proporcion de monomeros) y el
factor B (cantidad de monomeros funcionales). De acuerdo a los gréficos, la combinacién
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de los niveles bajos de ambos factores A (1:4; -1.0) y B (1.0; -1.0) proveen de los mejores

resultados, mientras que la combinacion de ambos factores en niveles altos, disminuye la
respuesta.

Por otro lado, la figura 12b muestra la evaluacion del factor A (proporcion de
monomeros) con el factor C (cantidad de entrecruzante). En este caso, la mejor calificacion

se obtiene con la combinacion del nivel bajo del factor A (1:4; -1.0) y el nivel medio del
factor C (5.0; 0.0), respectivamente.

Por altimo, la figura 12c muestra la evaluacion del factor B (cantidad de los
mondmeros funcionales) respecto al factor C (cantidad del entrecruzante). Se puede

observar que los mejores resultados son provistos por la combinacion de los niveles de
ambos factores B (1.0; -1.0) y C (5.0; 0.0).

b) VARIABLE DE SALIDA (Y) VS
a) VARIABLE DE SALIDA (Y) VS AC

05
00—
0.5

B,C
Figura 12. Superficies de respuesta donde a)
T evaluacion de proporcion de  mondmeros
s ' ] funcionales (A) con la cantidad de los mismos (B);
L [ b) evaluacion de la cantidad de mondmeros
A ,

funcionales (A) con la cantidad de entrecruzante
(C); y ¢) cantidad de mondmeros funcionales (B) y
cantidad de entrecruzante (C).

A través del disefio Box-Behnken implementado, se determin6 que la composicion
Optima del adsorbente es: factor A: -1.0, factor B: -1.0 y factor C: 0.0, mismo que
corresponde al experimento 1. Al decodificar los valores, se obtiene la composicién del
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adsorbente elegido como 6ptimo (1 mmol de mondémeros funcionales a una proporcion 1:4
respecto a 4VP y 5 mmol de agente entrecruzante). Este se utilizo para recubrimiento del
material magnético (Fe3O,).

4.3. CARACTERIZACION DE LOS ADSORBENTES.
4.3.1. INFRARROJO DEL ADSORBENTE NO MAGNETICO.

El grado de eficacia de la remocion de TCs, depende de las interacciones entre el
adsorbente y el adsorbato, las cuales estan determinadas por los grupos funcionales
presentes en el polimero. Debido a esto, se realizd la caracterizacion FT-IR de los
polimeros sintetizados a diferentes proporciones de los monomeros funcionales (4VP:MM):
1:4, 2:2 y 4:1 respectivamente. Asimismo, se utilizo este estudio para comprobar la correcta
polimerizacion del adsorbente. En el siguiente espectro de infrarrojo (Figura 13), se
observa una comparacion de los espectros obtenidos a diferentes proporciones para
comparar la intensidad de las bandas.

a)

M

b)

<)
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CH —» i Lyl e—
i o P i i C=N
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Nuimero de onda(cm ™)

Figura 13: Comparacion de los espectros IR en un rango de longitud de onda de 4000-350 cm™ de los polimeros
funcionalizados a diferentes proporciones donde: a) adsorbente 4VP:MM a proporcion 1:4, b) adsorbente 4VP:MM a
proporcion 2:2 y c) adsorbente 4VP:MM a proporcion 4:1.

Conforme a la Figura 13, se encontraron las siguientes bandas de adsorcion, a
diferentes intensidades de acuerdo a la proporcién de los monémeros: 2914 cm™ (enlaces
C-H, 2950-2800 cm™, tensién), 1744 cm™ (enlace C=0O de un éster, 1750-1735 cm™,
tension); 1606 cm™, correspondiente a un enlace C=C de un grupo aromatico (<1600 cm™ y
~1475 cm™, tension), esta banda se distingue de una de un enlace doble de un alqueno,
debido al cambio de intensidad de la banda de acuerdo al cambio a la proporcion de los
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mondmeros — en la Figura 13a, correspondiente a la proporcion 4:1 respecto a 4VP, se
presenta una banda més pequefia que en la fig. 13c (proporcién 4:1) —; 1535 cm™ (C=N,
2000-1500 cm™, tensién) y 1181 cm™ (C-C de un éster, 1210-1160 cm™, tension).

Asimismo, se puede observar la presencia de grupos —OH (3650-3400 cm™), lo cual
indica que hay agua en los adsorbentes; y de enlaces C-H (2950-2800 cm™, tensién). Por
Gltimo, no hay presencia de alquenos (1680-1600 cm™), lo que confirma que se llevé a cabo
de forma correcta la polimerizacion del adsorbente.

Por otro lado, se puede observar que segun la proporcién de monémeros, las bandas
de absorcion van a presentar intensidades diferentes. Por ejemplo, la banda de adsorcion de
C=N es méas prominente en la Figura 13c, debido a que hay una mayor cantidad de 4VP que
de MM.

4.4.2. INFRARROJO DEL ADSORBENTE MAGNETICO.

El adsorbente Fe;0,@MM:4VP fue analizado mediante una técnica FT-IR para
confirmar la correcta sintesis del adsorbente mediante la identificacion de la banda
caracteristica de la magnetita (Fe-O); asimismo, se realizd la comparacién de los grupos
funcionales presentes en éste con su antecesor (polimero no magnético). En la Figura 14,
se pueden observar los espectros obtenidos de la caracterizacion de la magnetita, el
polimero magnético y no magnético.

b) ‘ \ \ |

Cc=0

(éster) T i ‘: ‘

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Numero de onda (em™1)

Figura 14: Comparacion de los espectros IR en un rango de longitud de onda de 4000-350 cm™ de: a) magnetita
(Fes304), b) adsorbente Fe304@MM: 4VP y c) adsorbente 4VP/MM
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La Figura 14a corresponde al espectro IR de la magnetita sintetizada y utilizada para
el recubrimiento de los polimeros. Se obtuvo una banda vibracional a 600 cm™, la cual
corresponde al enlace Fe-O, caracteristica de la magnetita. Por otro lado, se obtuvo una
banda a 3473 cm™, la cual indica que hay de grupos —OH que comUnmente indican la
presencia de agua en el sistema.

Por otro lado, la Figura 14b corresponde al espectro IR del polimero magnético
Fe;0,@MM:4VP, donde se obtuvieron bandas de absorcién a 2943 cm™ de C-H (2950-
2800 cm™, tension), 1727 cm™ de C=0O tension correspondiente a un éster, 1642 cm™ de
C=C de una imina (RR'C=RR”), 1170 cm™ C-C(0)-C de un éster y 610 cm™
correspondiente al enlace Fe-O, lo que indica que se llevo a cabo un correcto acoplamiento
magnético.

Por altimo, en la Figura 14c se observa el espectro IR del adsorbente 6ptimo no
magnético, sus bandas caracteristicas fueron explicadas en el apartado anterior. Las sefiales
se mostraron mas prominentes que las presentadas en la Figura 13, debido a que las
cantidades utilizadas para su sintesis fueron modificadas para obtener una cantidad de la
suma de los monémeros funcionales similar a la de la magnetita utilizada en la sintesis del
adsorbente magnético.

4.4.3. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM).

Se utilizd la técnica de microscopia electronica de barrido (SEM) para la
determinacion de la morfologia y el tamafio de particula de los polimeros 4VP/MM vy
Fe3;0,@4VP:MM. En las Figuras 15a y 15b se muestran las microfotografias del polimero
4VP/MM, elegido como Optimo, a diferentes aumentos (x10,000 y x13,000
respectivamente). En éstas se puede apreciar que el adsorbente presenta una morfologia
esférica y bien definida, la cual concuerda con las reportadas en la literatura [Pino, 2011],
con un tamafio de particula alrededor de 650-690 nm. Asimismo, se observa la presencia de
pequefios granulos esféricos, los cuales son caracteristicos de los adsorbentes.

Por otro lado, las Figuras 15c¢ y 15d muestran el adsorbente Fe;O0,@4VP:MM a
diferentes aumentos (x4,000 y x15,000 respectivamente). De acuerdo a las
microfotografias, el polimero magnético si bien conservd su morfologia esférica, a
diferencia de su precursor ésta fue aglomerada debido a las fuerzas magnéticas presentes
[Okoli & Ofomaja, 2019]; ademas, presentd un incremento en su tamafio de particula (1.0-
1.1 um). Esta observacion resultd beneficiosa, puesto que indica el recubrimiento exitoso
de magnetita con el polimero a base de 4VP y MM.
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Figura 15: Espectroscopia electrénica de barrido (SEM) de a) adsorbente 4VP/MM a 1500x, b) adsorbente
4VP/MM a 13000, ¢) Fe304@4VP: MM a 4000x y ¢) Fes04@4VP: MM a 15000x

4.4, EVALUACION DE PARAMETROS DE REMOCION DE TCs

Para la optimizacion del proceso de remocién de TCs, se utiliz6 1.0 mL de una
solucién estandar de las TCs a una concentracién de 5.0 mg L™ para cada uno de los
analitos, ajustada al pH éptimo (pH 6). Por otro lado, se utiliz6 la técnica de electroforesis
capilar en zona (CZE) para el anélisis de las soluciones después de la aplicacion del
polimero magnético.

4.4.1. EFECTO DE LA MASA DEL ADSORBENTE.

Se realiz6 la evaluacion de la capacidad de retencion del adsorbente de
Fe30:@MM:4VP con los analitos en funcién a la cantidad del mismo. Para el estudio se
establecio un tiempo de contacto del adsorbente con la solucién de TCs de 5.0 min a
diferente cantidad de masa del adsorbente (10.0 a 60.0 mg); el remanente se extrajo a partir
de MSPE vy se analizé mediante las condiciones descritas para CZE.
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Figura 16: Comparacion de los porcentajes de retencion de cada una de las TCs a diferentes cantidades del adsorbente
Fe304@MM:4VP (10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 50.0 y 60.0 mg).

Como se puede observar en la Figura 16, los mejores porcentajes de retencion se
obtienen al utilizar 60.0 mg de Fe304@ MM:4VP debido a que al haber mayor cantidad del
polimero, éste puede retener en mayor cantidad los analitos. Sin embargo, la cantidad de
adsorbente de 30.0 mg presentd un porcentaje de retencion homogéneo en funcion de la
dispersion de resultados.

Se obtuvieron los siguientes porcentajes de retencion promedio, con sus respectivas
desviaciones estandar: 28.15% (1.74), 36.01% (4.39), 33.34% (2.41), 30.60% (3.08),
39.86% (5.35) y 42.06% (4.16), lo que indica que la remocion de TCs es homogénea para
todos los analitos y, por lo tanto, viable para su utilizacion.

4.4.2. EFECTO DEL TIEMPO DE CONTACTO

Se realizé la evaluacion de la capacidad de retencidon de Fe3z0.@MM:4VP con los
analitos, en relacion al tiempo de contacto con el mismo. Para el estudio, se utilizaron 30.0
mg de masa del adsorbente a diferentes tiempos de contacto (2.5 a 20.0 min); el remanente
se extrajo a partir de MSPE y se analiz6 mediante las condiciones descritas para CZE
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Figura 17: Comparacion de los porcentajes de retencion de cada una de las TCs a diferentes tiempos de contacto con
Fe303@MM:4VP (2.5, 5.0, 10.0, 12.5, 15.0 y 20.0 min).

Como se puede observar en la Figura 17, el tiempo de contacto de las TCs con el
adsorbente influye en la capacidad de retencion de las TCs. Se obtuvieron los siguientes
porcentajes de retencién con sus respectivas desviaciones estandar: 24.78% (10.54),
32.36% (2.95), 33.37% (3.04). 34.92% (5.08), 34.77% (4.19) y 46.61% (4.69).

En funcion de maximizar el nimero de andlisis en menor periodo de tiempo, se optd
por utilizar 5.0 min, pues ademés de obtener porcentajes de remocidn relativamente altos,
se mantiene la homogeneidad del sistema.

4.5. ANALISIS DE INTERFERENTES.

La leche es una muestra considerada como compleja, debido a la presencia de
maltiples componentes quimicos en su matriz analitica; dichos compuestos pudieran
presentar un problema para la eficacia del adsorbente respecto a la remocién de TCs,
debido a la competencia que podria llevarse a cabo por los sitios activos.

En ese sentido, se evalué el proceso de retencion de TCs en presencia de
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) como naproxeno e ibuprofeno, compuestos
utilizados en terapia veterinaria. Estos se evaluaron en concentraciones de 300.0 pg L™,
150.0 ug L™ y 75.0 pg L™ en presencia de TCs a 150.0 ug L™

De acuerdo a al electroferograma obtenido (Figura 18), se observa que la eficacia de
remocioén de TCs no se ve afectada por la presencia de AINEs. Adicionalmente, el
adsorbente presenta afinidad con los interferentes, puesto que es capaz de removerlos en su
totalidad. Debido a esto, se concluye que, si bien el adsorbente no es selectivo, pero
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presenta eficacia de remocion al ser capaz de remover tanto los analitos como los
interferentes.

AINEs

3
OT DT 3x10° UA

I A U N

3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00
Tiempo (min)

Figura. 18. Electroferograma obtenido de una solucién a 150 pg L™ de TC, CT, OT, DT +300 pg L™ de AINES &cido
picrico (E. 1.), a un voltaje de separacion de 12 kV y una longitud de onda (%) de 360 nm. Donde a) es la solucién
sin aplicacion del solido y b) es la solucidn después del tratamiento del sélido.

4.6. APLICACION DEL ADSORBENTE EN MUESTRAS REALES (LECHE).

Para comprobar la efectividad del método se analizaron un total de cinco marcas de
leche entera comercial. En primera instancia, se analizaron las muestras de leche mediante
la técnica LVSS-CE con la finalidad de encontrar concentraciones TCs por encima de los
LOD y LOQ (tabla 13). Las sefiales analiticas se calcularon por medio de interpolacion en
una curva de calibracion de estandar interno del sistema, de acuerdo a la metodologia
realizada. En la tabla 14 se presentan las concentraciones de las muestras positivas a TCs.

LIMITE TC CT oT DT
LOD (pg LY 8.85 4317 24.05 1204
LOQ (ug L™ 26.57 129,53 72.15 38.82

Tabla 13: Limites de deteccion (LOD) y limites de cuantificacion (LOQ) de cada uno de los analitos en pg L™

MUESTRA [ TC (%RDS)  CT(%RDS) OT (%RDS) DT (%RDS)
1 - - 150.88 (2.09) g L™ 4580 (11.35) pg L™
2 - - 251.81 (12.77) pg L™ -
3 - - 320.00 (6.65) ug L™ -

Tabla 14: Resultados del andlisis de diferentes marcas de leche por LVSS-CE
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Posteriormente, la metodologia desarrollada (bajo las condiciones Optimas) fue
aplicada para la remocion de TCs mediante la adicion directa del adsorbente Fe;O,@
MM:4VP en las muestras de leche positivas y su posterior analisis por LVSS-CE.

Conforme a los resultados de la tabla 15, se puede observar que las concentraciones
de TCs se encuentran por encima de los LMP, en un intervalo de 150.00 a 320.00 pg L™
para OT y 45.80 ug L™ para DT. Tras la aplicacion del adsorbente, se puede apreciar (Fig.
19) la disminucién de la concentracion de TCs, encontrandose por debajo de los limites
permisibles establecidos por organizaciones internacionales (100.0 pg L™), comprobando
asi la efectividad del método.

oT E.l
3x10° UA
a)
E.l
DT
b)
E.l
c)
3.50 4.00 450 5.00 550 6.00 6.50 7.00
Tiempo (min)

Figura 19: Electroferograma obtenido de una solucién de leche positiva a TCs, donde a) positivo a OT y b) positivo a OT
y €) muestra positiva posterior a la aplicacion del sélido.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

El desarrollo de la metodologia propuesta, la cual se basa en el disefio de un adsorbente
con propiedades magnéticas a partir en dos monomeros funcionales: 4-vinilpiridina (4VP) y
metil metacrilato (MM), demostro ser eficaz en la remocion de tetraciclinas, alcanzado
porcentajes de retencidn de hasta el 34.0 % (promedio de los porcentajes de remocién de
los cuatro analitos) en agua, bajo las condiciones éptimas, y logrando una remocion
adecuada en muestras de leche.

De acuerdo a las pruebas realizadas, la proporcion de los mondémeros es la variable que
mas influye en la capacidad de retencion del adsorbente, cuando existe una mayor
proporcion de metacrilato de metilo (1:4). Por otro lado, el recubrimiento magnético
disminuye la dispersién de los porcentajes de remocion de los analitos, volviendo el
método méas homogéneo.

A partir de la caracterizacion, se pudo confirmar la composicién de FesO,@MM:4VP.
Mediante espectroscopia infrarroja (FT-IR) se confirmé la correcta polimerizaciéon del
adsorbente (ausencia de enlaces dobles), asi como el adecuado acoplamiento magnético
(enlace Fe-O). Por otro lado, la microscopia electronica de barrido (SEM) permitié
observar la morfologia esférica del adsorbente, la cual concuerda con materiales
magnéticos reportados en otros trabajos.

En la basqueda de la optimizacion del sistema MSPE, se encontr6 que las mejores
condiciones de trabajo fueron un pH de 6.0, debido a la homogeneidad de porcentajes de
retencion para las cuatro TCs; 30.0 mg del adsorbente y un tiempo de contacto de 5.0
minutos.

La aplicacion del adsorbente Fe;0,@MM:4VP permitié acortar los tiempos de pre-
tratamiento al no incluir la etapa de centrifugado; asi como una aplicacion directa a la
muestra de leche debido a su facilidad de remocion. De igual forma, presentd eficacia
frente a otros compuestos, pues aungue no fue selectivo, la presencia de interferentes no
afectd su capacidad de retencion de TCs.
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