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. INTRODUCCION



1. Introduccidn

1.1. Antibidticos

El término antibidtico hace referencia a una sustancia quimica, natural o sintética,
con la capacidad de eliminar o impedir el crecimiento y la reproduccién de bacterias
y otros microorganismos patogenos. El descubrimiento de los antibiéticos ha sido
uno de los avances mas importantes para la medicina moderna, permitiendo realizar
procedimientos como el tratamiento de cancer, trasplantes de 6rganos y cirugia a
corazén abierto (Hutchings et al.,, 2019; Mohr, 2016). Por otro lado, ademas de
emplearse en prevencion de infecciones, en la ganaderia suelen implementarse
para acelerar el crecimiento de los animales y mejorar la produccion de carne
(Singer et al., 2003).

Sin embargo, el uso excesivo de estos antibidticos ha provocado resistencia
bacteriana a los antibioticos debido a la alta presencia de estas sustancias en el
ambiente, ya sea por desechos generados, produccion de ingredientes activos, el
desecho de antibiéticos no utilizados o la excrecion de residuos después de su
consumo. A pesar de que algunos antibiéticos como las penicilinas y cefalosporinas
se degradan facilmente, algunos otros son persistentes, lo que permite que se
acumulen en el ambiente en concentraciones elevadas; ejemplo de estos son las

fluoroquinolinas, sulfonamidas y las tetraciclinas (Mohr, 2016; Oka et al., 2000).

1.2. Tetraciclinas

Las tetraciclinas (TCs) son un grupo de agentes bacteriostaticos, es decir,
sustancias que impiden la reproduccion de bacterias, con actividad antimicrobiana
de amplio espectro. (Chopra y Roberts, 2001; Klein y Cunha, 1995). Estos
antibioticos en medicina humana son aplicados en la prevencién y tratamiento de
enfermedades respiratorias, urinarias, en piel, ojos y enfermedades de transmision
sexual. Por otro lado, en el sector agricola y ganadero, se usan comiunmente como
tratamiento para enfermedades bacterianas que afectan a plantas (Chopra y
Roberts, 2001) y como aditivos alimenticios para promover el crecimiento de
animales (Daghrir y Drogui, 2013; Roberts, 2003).



La estructura basica de las tetraciclinas consiste en un nucleo de naftaceno, el cual
contiene cuatro anillos fusionados (figura 1). Los compuestos anélogos de la
tetraciclina se modifican mediante sustituciones en la quinta, sexta y/o séptima

posicion (figura 2; Klein y Cunha, 1995).

7 6 5
Figura 1. Estructura del nucleo de naftaceno
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Figura 2. Estructura base de las tetraciclinas

1.2.1. Clasificacion
Las tetraciclinas pueden ser clasificadas por su origen, en naturales, ya que pueden
ser aisladas de especies de Streptomyces spp., 0 semisintéticos, modificadas en el

laboratorio para mejorar sus propiedades (Vicente y Pérez-Trallero, 2010).

1.2.1.1. Tetraciclinas naturales

La clortetraciclina (CT) y oxitetraciclina (OT) fueron los primeros miembros del grupo
de tetraciclinas aisladas, siendo productos de Streptomyces aureofaciens y S.
rimosus, respectivamente. Posteriormente, se identifico la tetraciclina (TC), derivada
de S. aureofaciens, S. rimosus y S. viridofaciens, y la desmetilclortetraciclina
proveniente de la especie S. aureofaciens (figura 3; Chopra y Roberts, 2001; Klein
y Cunha, 1995).
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Figura 3. Estructura quimica de las tetraciclinas naturales: a) clortetraciclina, b)

oxitetraciclina, c) tetraciclina y d) desmetilclortetraciclina

1.2.1.2. Tetraciclinas semisintéticas (Segunda generacién)

A pesar de la buena actividad y amplio espectro de las tetraciclinas naturales, se
buscé la sintesis de analogos que presentaran mejores propiedades, como una
mayor solubilidad en agua, lo que facilita la absorcién y permite la administracion
parenteral, y un mayor tiempo de vida media. Es asi como surgen la metiaciclina
(derivado de oxitetraciclina), doxiciclina (DT) y minociclina (figura 4), ademas de la
rolitetraciclina, un derivado soluble de la tetraciclina. Las TCs sintéticas mas
recientemente son el grupo denominado glicilciclinas, las cuales poseen un

sustituyente 9-glicilamido (Chopra y Roberts, 2001).
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Figura 4. Estructura quimica de las tetraciclinas semisintéticas: a) metiaciclina, b)

doxiciclina, ¢) minociclina

1.2.2. Mecanismo de accion

Como se menciona, las tetraciclinas son agentes bacteriostaticos que inhiben la
sintesis proteica bacteriana al impedir la union del aminoacil-ARNt con el ribosoma
bacteriano. Esto ocurre porgue las TCs se unen a la subunidad ribosémica 30S y
bloguean la entrada del ARNt aminoacil en el sitio A del ribosoma. Sin embargo,
para alcanzar las moléculas objetivo, estas moléculas necesitan atravesar uno o
mas sistemas de membrana. Las tetraciclinas acceden a los ribosomas bacterianos
mediante un proceso en dos etapas: primero, por difusién pasiva a través de los
poros hidrofilicos de la membrana celular externa; y posteriormente, mediante un
transporte activo dependiente de la energia a través de la membrana citoplasmatica
interna (Chopra y Roberts, 2001; Klein y Cunha, 1995).



1.2.3. Usos

Como se ha mencionado, las tetraciclinas son empleadas para el tratamiento de
infecciones frente a una amplia gama de agentes, desde patégenos Gram-positivos
y Gram-negativos, siendo especialmente eficaces contra estafilococos,
estreptococos, neumococos, gonococos, colera, bacilos de la disenteria, tos ferina,
rickettsias, clamidias y micoplasmas (Nelson y Levy, 2011; Oka et al., 2000). Por
otro lado, dentro del sector agricola, las TCs son comunmente usadas para tratar
infecciones en los cultivos causadas por bacterias como Xanthomonas, Ralstonia y
Pseudomonas (Chopra y Roberts, 2001). En el area ganadera, ademas de tratar
infecciones, estos son ampliamente usados como aditivos para promover el
crecimiento y la produccién animal, aunque este uso ha sido restringido en muchos
paises (Daghrir y Drogui, 2013; Roberts, 2003).

1.2.4. Efectos adversos

Aunado al uso constante por las mdultiples aplicaciones que presentan las
tetraciclinas tanto en medicina humana y veterinaria, asi como en la agricultura y
ganaderia, su alta solubilidad en agua y baja volatilidad, promueve su persistencia
en el ambiente. Hay una gran variedad de fuentes de desecho, por ejemplo, de
procesos de la produccién en la industria farmacéutica, mala disposicion de
antibioticos o la excrecién de residuos después de su uso en el organismo (ya que
las TCs no son absorbidas completamente en el tracto gastrointestinal). Esto
provoca que sean detectados en muestras de aguas residuales, depdsitos de agua,
rios, lagos, pozos e incluso el océano, en suelos, lodos y sedimentos, asi como en
muestras de leche, carne y huevo. (Daghrir y Drogui, 2013; Klein y Cunha, 1995).
Por esta razén, dichos antibioticos, pueden ingresar en la cadena tréfica causando
en los organismos el desarrollo de alteraciones endocrinas, toxicidad cronica y
alteracion de las poblaciones microbianas autoctonas (Andreozzi et al. 2004).
Estudios han demostrado que las TCs no presentan efectos carcinégenos en
humanos o animales (como ratas, ratones y pescados) tras la exposicion
prolongada o las altas dosis de estos antibiéticos; sin embargo, pueden causar dafio

en el higado y el intestino (Dietz et al., 1991, Liu et al., 2022). Del mismo modo, su



persistencia en el medio ambiente puede alterar procesos importantes como la
absorcion de nutrientes del suelo, fijacion de nitrégeno, respiracion microbiana del
suelo, reduccion de Fe(lll), nitrificacion y la actividad enziméatica de las fosfatasas
(Gao et al., 2012; Larsson, 2014). Sin embargo, el principal efecto negativo de la
persistencia de TCs es la resistencia bacteriana a estos antibioticos ya que las

vuelve poco efectivas contra las infecciones (Andreozzi et al. 2004).

1.3. Metodologias analiticas para la determinacién de tetraciclinas

Debido a lo anterior surge la necesidad de desarrollar metodologias analiticas que
permitan la deteccion de tetraciclinas, como la cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC), cromatografia de gases (GC), espectrofotometria de absorcion
atomica (AAS) y electroforesis capilar de zona (CZE; Kowalski, 2008; Shalaby et al.,
2010; Abdulghani et al., 2013).

1.3.1. Cromatografia liqguida de alta resolucién (HPLC)

Esta metodologia es una de las mas empleadas para la determinacion e
identificacion de las distintas tetraciclinas en una gran variedad de matrices de
muestras, siendo la fase reversa el modo comunmente aplicado para la separacion
de dichos antibiéticos. En este sistema destaca el uso de columnas Cis, Cs, Y
columnas de fenilo, asi como el uso de fase moévil con &cido oxalico, tampones de
oxalato, citrato y fosfato, los cuales ayudan a reducir ruido en las sefiales debido a
la propension que tienen las TCs a formar complejos. También destaca el uso de
acetonitrilo, metanol y mezclas acetonitrilo-metanol como fase movil. Para el analisis
de TCs mediante HPLC se han empleado detectores UV de longitud de onda
variable y de arreglo de diodos, los cuales han permitido obtener limites de
deteccién en el intervalo de los ng g o mL! de muestra. (Oka et al., 2000; Peres
et al., 2010).

En el trabajo presentado por Shalaby etal. (2010) se valida y optimiza una
metodologia de HPLC para la determinacion de residuos de TCs en carne e higado
de pollo, empleando un detector de arreglo de diodos, columna Cis y elucién en

gradiente de varios pasos, lo que resultd en una mejor resolucion de los picos



cromatograficos y limites de deteccion (LODs) de 0.0044, 0.005, 0.013 y 0.001 ug
para oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina y doxiciclina (OT, TC, CT y DT,
respectivamente). Del mismo modo Tu et al. (2019) presenta un método para la
deteccioén de tetraciclina con LOD de 2.5 ug L1, empleando una columna Cig y como
fase movil una mezcla de metanol-acetonitrilo-4cido oxalico-agua desionizada
(5:25:1:69, Vviv).

1.3.2. Cromatografia de gases (GC)

Aunque se reportan pocos trabajos que hablen sobre el uso de esta metodologia
para el andlisis de tetraciclinas Tsuji y Robertson (1973) exponen la formacion de
complejos de tetraciclina con trimetilsilanos para la obtencion de derivados volatiles
y estables para el analisis por cromatografia de gases con ionizacion de llama. En
afos posteriores se ha reportado la derivatizacion insitu de analitos que contienen
grupos funcionales amino, hidroxilo y carboxilo utilizando hidroxido de
trimetilfenilamonio (TMPAH) o N-metil-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) (Lin
et al., 2008; Naing et al., 2015; Tsuji y Robertson, 1973).

1.3.3. Espectrofotometria de absorcién atémica de llama (FAAS)

En Abdulghani et al. (2013) se aplicaron técnicas de espectrofotometria UV-visible,
FAAS y HPLC en la determinacion de tetraciclina (TC) mediante complejacién del
farmaco con iones Au(lll) y Hg(ll). Para el analisis de TC por espectrofotometria de
absorcién atémica de llama se empledé lampara de catodo hueco, lampara D2,
autoamplificador de llama y llama de aire acetileno. Los resultados reportan limites
de detecciéon de 740.3, 99.7 y 2647.0 ug L, para UV-visible, FAAS y HPLC
respectivamente. Los Autores concluyen que el método FAAS, en la determinacién
indirecta de la TC, aunque representa un mayor costo, provee de mayor sensibilidad
analitica, con limites de deteccidn bajos en comparacion con las técnicas de
espectrofotometria UV-visible y HPLC (Abdulghani et al., 2013).



1.3.4. Electroforesis capilar (CE)

La electroforesis capilar (CE) es una técnica de separacion que se basa en las
diferencias de movilidad electroforética de los analitos bajo la influencia de un
campo eléctrico aplicado en la que los compuestos se separan de acuerdo con su
relacion masa/carga a un pH controlado mediante el uso de electrolitos soporte
(Castagnino, 2000). La similitud estructural que presentan las tetraciclinas, ademas
de sus propiedades acido-base pueden dificultar su analisis mediante metodologias
cromatograficas. En cambio, su solubilidad en agua y los sitios de ionizacion que
tienen estos antibioticos hacen que la separacion electroforética sea satisfactoria.
Esta metodologia ha ganado relevancia en el andlisis de farmacos debido su alta
eficiencia, sensibilidad y compatibilidad con diversos tipos de detectores, siendo los
detectores UV-Visible los mas empleados en el analisis de antibioticos a longitud de
onda de 360 nm para TCs (Ma et al., 2012; Tavares y McGuffin, 1994).

En el analisis de TCs se han empleado técnicas como la cromatografia
electrocinética micelar (MEKC), la electroforesis de zona capilar (CZE) y la
electrocromatografia (CEC; Croubels et al., 1994; Garcia-Campafa et al., 2009; Li
et al., 1997).

Kowalski (2008) desarroll6 una metodologia para identificar y cuantificar tres
tetraciclinas: tetraciclina, oxitetraciclina y doxiciclina en muestras de musculo de
pescado mediante electroforesis capilar empleando deteccion UV. El método fue
validado reportando LODs en el intervalo 0.0013-0.0018 ug g* (Kowalski, 2008). De
manera similar, Ibarra et al. (2011) propone un método de extraccion en fase sélida
magnética (MSPE) acoplado a electroforesis capilar para la determinacion de
tetraciclina, clortetraciclinas, oxitetraciclina y doxiciclina (TC, CT, OT y DT
respectivamente) en muestras de leche, en el cual se obtuvieron LODs en el rango
de 2.0 a2 9.0 ug L (Ibarra et al., 2011).

La electroforesis capilar ofrece ventajas sobre otras metodologias de analisis, como
mayor facilidad y velocidad, alta eficiencia, automatizacion y compatibilidad con una

variedad de esquemas de deteccion, ademas de ser catalogada como una técnica



amigable con el medio ambiente ya que disminuye el uso de grandes cantidades de
solventes, requiere de un volumen de inyeccion de muestra y soluciones de
acondicionamiento en el orden de microlitros y nanolitros volviéndola mas
econdmica (Kowalski, 2008; Garcia-Campafa et al., 2009; Tavares y McGuffin,
1994).

1.4. Pretratamiento de la muestra

El punto critico de toda metodologia analitica es el pretratamiento de la muestra ya
que, ademas de ayudar a eliminar impurezas e interferentes en la matriz de la
muestra, también ayuda a alcanzar limites de deteccidon mas bajos (Fontanals et al.,
2006).

Técnicas de extraccion con disolventes, como extraccion liquido-liquido (LLE),
extraccion Soxhlet y extraccion en fase sdlida (SPE) son técnicas tradicionales
populares debido a su gran aplicabilidad. Sin embargo, en LLE el uso de grandes
cantidades de solventes organicos representa un impacto negativo para el medio
ambiente (Hyotylainen, 2009). La SPE es de las técnicas mas utilizados en el
analisis de muestras complejas debido a su versatilidad y selectividad, con la
posibilidad de automatizarse. Esta técnica emplea diferentes tipos de adsorbentes
que pueden ser adaptados a los analitos de interés mejorando la adsorcién de estos.
Sin embargo, presenta complicaciones que dificultan su uso ya que, ademas de ser
una técnica costosa, incrementa el nimero de etapas, la manipulacién de la
muestra, y existe el riesgo de obstruccion del cartucho por la complejidad de la
matriz analitica (Cz, Cs, Cis) (Tsai et al., 2009).

La extraccion en fase sdlida dispersiva (DSPE) y extraccion en fase sélida
magnética (MSPE), son técnicas desarrolladas como alternativa a la SPE, las cuales
se han utilizado ampliamente en la purificacion y preconcentracion de varios analitos
a partir de matrices complejas, como muestras medioambientales y biolégicas
(Fontanals et al., 2006). La DSPE se caracteriza por usar un proceso mecanico de
dispersién para mejorar el contacto entre el adsorbente y los analitos presentes en

la muestra liquida, posteriormente la fase soélida se aisla mediante centrifugacion.



La MSPE (figura 5), consiste en tres etapas principales 1) carga de la muestra, 2)
dispersion mecénica, y 3) el aislamiento del adsorbente mediante la aplicacion de
un campo magnético externo. Esto facilita el procedimiento y evita el uso de
elementos como bombas de vacio y cartuchos lo que la hace una técnica mas
econdmica. Esta técnica, emplea adsorbentes con particulas paramagnéticas
dentro de su estructura y suelen ser modificados para garantizar una adecuada
interaccion entre la fase sdlida y los analitos (Ibarra et al., 2011; Vazquez-Garrido
et al., 2022).

A TC
CcT

A c; —)

N

—

Aislamiento del

Carga de la muestra Dispersién mecdnica
adsorbente

Figura 5. Proceso de MSPE: 1) Carga de la muestra en el adsorbente, 2) dispersion
mecanica de la muestra con el adsorbente (vortex) y 3) aislamiento de la muestra

mediante la aplicacién de un campo magnético externo (iman).

1.5. Adsorbentes

Conforme la matriz analitica en los diversos tratamientos para el aislamiento,
remocion y pre-concentracion. El uso de adsorbente destaca entre las opciones de
aislamiento debido a su facilidad de manejo, bajo costo, flexibilidad y no ser agresiva
con el ambiente, ya que los materiales empleados como adsorbentes pueden ser
reutilizados, permitiendo el analisis de varias muestras (Dgbrowski, 2001; Tabrizian
etal., 2019). Adsorbentes como polimeros impresos, geles de silice, alimina, 6xidos
metalicos, fullerenos, zeolitas y materiales carbonosos, han sido empleados como

adsorbentes para su andlisis.
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1.5.1. Materiales carbonosos

Los materiales carbonosos destacan como adsorbentes debido a su capacidad para
retener compuestos organicos e inorganicos, como pesticidas, antibidticos,
colorantes y iones metéalicos mediante SPE, DSPE y MSPE puesto que compuestos
como el grafeno pueden ser funcionalizados con FesO4 para otorgar propiedades

magnéticas al adsorbente (Vazquez-Garrido et al., 2022).

El carbon activado es uno de los materiales carbonosos mas empleados debido a
su versatilidad al poder adsorber compuestos organicos e inorganicos gracias a sus
grupos funcionales carbono-oxigeno y su gran area superficial (Egirani et al., 2020).
El grafeno, posee una estructura plana (malla bidimensional de atomos de carbono),
de elevada densidad electronica y facil modificacion con una gran variedad de
grupos funcionales. Por lo cual, se considera como un adsorbente destacado en el

analisis o remocion de diversos compuestos (Vazquez-Garrido et al., 2022).

Los nanotubos de carbono son considerados laminas de grafeno enrolladas y
divididos a escala nanométrica con propiedades como gran superficie especifica,
buena conductividad térmica y eléctrica, rigidez y alta resistencia mecanica lo que
los convierte en excelentes adsorbentes. Sin embargo, el 6xido de grafeno (GO) es
el derivado principal del grafeno ya que los grupos funcionales con oxigeno en su
estructura propician buenas interacciones con los analitos (Vazquez-Garrido et al.,
2022).

1.5.2. Oxido de grafeno (GO)

Los 6xidos de grafeno (GO) (figura 6) son materiales adsorbentes de gran interés
debido al contenido de grupos funcionales con oxigeno en su estructura (hidréxido,
carboxilo' y ep6xido), los cuales favorecen interacciones del tipo van der Waals,
electrostaticas, puente de hidroégeno y/o interacciones n-n con una gran variedad de
analitos entre ellos las TCs. Los GO se pueden sintetizar a partir de la oxidacion del
grafito que, mediante modificaciones en la sintesis permite modificar el grado de

oxidacion (Chen et al., 2013). De esta manera, las proporciones de carbono sp3/sp?
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proveen propiedades especificas para cada GO y en consecuencia la interaccion

con los analitos de interés (Krishnamoorthy et al., 2013).

Figura 6. Estructuras del GO resaltando grupos funcionales hidréxido, carboxilo y

epoxido.

1.5.2.1. Sintesis de GO

Existen diferentes procesos para la sintesis de 6xido de grafeno entre los que
destacan el método Brodie, Staudenmaier y método Hummers. Este ultimo, ademas
de ser el mas empleado, cuenta con diversas modificaciones, como el método Tour,
permitiendo en algunos casos la obtencién de nuevos materiales (Gao, W 2015).
El método Hummers (figura 7) se basa en la oxidacion de grafito, mediante la adicion
de acido sulfarico concentrado, nitrato de sodio y permanganato de potasio. Dicha
mezcla se somete a una temperatura por debajo de 45.0 °C por 2.0 h. Sin embargo,
procesos de oxidacién incompletos y la generacion de gases toxicos: NO2, N2O4 y/o
ClO2 representan riesgos de mayor atencion (Islas et al., 2023; Marcano et al.,
2010).
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Paso1 [ Graphite + NaNO; + H,50, ]
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Figura 7. Proceso de sintesis de 6xido de grafeno mediante el método de Hummers.

Con el paso de los afios, el método de Tour evitd el uso de nitrato de sodio
aumentando la cantidad de permanganato de potasio y empleando una mezcla de
acido sulfarico (H,SO,) y acido fosférico (H;PO,) como medio acido, evitando la
formacion de 6xidos de nitrégeno. Aunque el H;PO, no participa directamente en la
oxidacion del grafito, permite una oxidacién més controlada y segura regulando la
concentracion de protones libres actuando como un tampon écido, lo cual favorece
la insercion controlada de grupos funcionales con oxigeno (principalmente en los
bordes de las laminas de grafito, promoviendo la formacién de grupos carboxilo) sin
causar sobreoxidacion o degradacion de la estructura basal del grafito. (Marcano
et al.,, 2010; Zhou et al., 2014). Mediante este método se reportd la obtencién de
GO con mayor grado de oxidacion empleando seis equivalentes de KMnOa4 por
equivalente de grafito en una mezcla 9:1 de H2SO4/H3PO4 (Gao, W. 2015).

Esto permite inferir que la proporcién entre acido sulfarico (H,SO,) y acido fosférico
(H;PO,) empleada en la sintesis influye en el grado de oxidacién del grafito y en la
estructura del éxido de grafeno obtenido. Una mayor proporcion de H,SO, favorece

un grado de oxidacion elevado, pero también promueve la formacion de defectos
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estructurales o laminas mas pequefas. En cambio, un mayor contenido de H;PO,
produce una menor oxidacion, con menor densidad de defectos y laminas mas

grandes (Marcano et al., 2010).

1.5.2.2. Aplicaciones

El uso de 6xido de grafeno como adsorbente para el analisis de contaminantes en
el medio ambiente ha ganado relevancia, ya que investigaciones como la de Ghadim
et al. (2013) demuestran que es un material no téxico, biocompatible con ciertas
nanoparticulas, como metales nobles (nanoparticulas de oro/plata) y los iones de
tierras raras (nanocristales de conversion ascendente), y ofrecen una interaccion
adecuada con compuestos organicos, como en el caso de las TCs, por medio de
interacciones de tipo n-n y por puente de hidrégeno, debido los anillos aroméaticos
con grupos funcionales que incluyen fenol, alcohol, cetona y amino presentes en la

estructura de las TCs.

En estudios recientes (Luo et al., 2011) se emplea grafeno como adsorbente en un
proceso de MSPE para extraer seis antibioticos sulfonamidas de muestras de agua.
Las laminas de grafeno se inmovilizan en microesferas magnéticas recubiertas de
silice lo que permite su separacion de la solucion de la muestra al aplicar un campo
magnético externo. Del mismo modo Yu et al. (2017) estudia el comportamiento que
presenta la adsorcion de tetraciclina empleando 6xido de grafeno magnético
obteniendo resultados en los que se observa un aumento de hasta el 50 % en la

capacidad de adsorcion del sélido al volverse magnético (Yu et al., 2017).

Gao etal. (2012) presentan un estudio donde se utiliza 6xido de grafeno como
adsorbente para extraer tres antibidticos de tetraciclina, incluyendo: TC, OT y DT.
Entre los resultados se encontré que la capacidad de adsorcion del sélido disminuye
con el aumento de pH y la concentracién de Na*. Estos antecedentes dieron paso
a mejorar los procesos de sintesis de los GO, con la finalidad de ser empleados en
tratamiento y extraccion de una gran diversidad de analitos (Gao et al., 2012). El

uso de GO magnético como adsorbente en el analisis de moléculas inorganicas, en
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este caso el mercurio, es estudiado en el trabajo de Mohammadnia et al. (2019), en
el que reportan porcentajes de remocion de hasta 78.0 % y capacidades maximas
de adsorcion de 129.7 mg g* (Mohammadnia et al., 2019).

Por lo anterior, el presente trabajo plantea el desarrollo de una metodologia analitica
de extraccion en fase sélida magnética (MSPE) en el analisis de tetraciclina (TC),
clortetraciclina (CT), oxitetraciclina (OT) y doxiciclina (DT) en muestras de leche por
electroforesis capilar, empleando como adsorbente, éxido de grafeno de elevado

contenido de oxigeno.

15



Il. OBJETIVOS



2. Objetivo General
Sintetizar 6xido de grafeno (GO) de elevado grado de oxidaciébn como adsorbente
en el analisis de tetraciclinas en muestras de leche por extraccion en fase solida

magnética (MSPE) y electroforesis capilar.

2.1. Objetivos especificos
e Sintetizar y caracterizar 6xidos de grafeno con diferente grado de oxidacion
por el método de Hummers utiles como adsorbentes.

e Establecer las condiciones o6ptimas por MSPE en la extraccion de

tetraciclinas en muestras complejas.

e Aplicar el método analitico propuesto en el andlisis de tetraciclinas en

muestras de leche de interés comercial.
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I1l. METODOLOGIA



3. Metodologia

3.1. Materiales y reactivos

Las soluciones estandares se prepararon usando una solucion madre de
Tetraciclina (TC, 95.0 %), Clortetraciclina (CT, 95.0 %), oxitetraciclina (OT, 95.0 %)
y doxiciclina (DT, 98.0 %), obtenidos por Sigma Aldrich, a una concentracion de
500.0 mg L* de cada TC en metanol. Como estandar interno se empled una solucion
de &cido picrico (98.0 %) obtenida por Sigma a una concentracion de 50.0 mg L.

El analisis de TCs mediante electroforesis capilar consiste en el uso de una solucién
electrolito de fosfato de sodio 30.0 mM, sal de EDTA disédica 2.0 mM y 2-propanol
al 2.0 %, ajustada a un pH =12.0 con NaOH 1.0 M (Ibarra et al., 2011).

La sintesis de magnetita se realiz6é a partir de sulfato de hierro (ll) heptahidratado
(Sigma). La sintesis de O6xido de grafeno se realiz6 empleando Grafito,
Permanganato de potasio, &cido sulfdrico (Reasol), acido fosférico (Meyer),
peréxido de hidrogeno al 30.0 % y acido clorhidrico (JT Baker). La funcionalizaciéon
de GO con la magnetita se llevo a cabo usando 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES),
tetrametoxisilano (98.0 %, TMOS), Triton X-100 y bromuro de cetiltrimetil amonio
(CTAB) (Sigma).

Las soluciones empleadas se prepararon disolviendo reactivo grado analitico en
agua desionizada con resistividad no menor a 17.5 Q mediante un sistema Milli-Q.
(Millipore)

3.2. Equipos

La caracterizacion de cada material sintetizado se realizo utilizando un
espectrofotometro infrarrojo con transformada de Fourier Perkin EImer (FITR). La
morfologia se evalué con un microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-820
(SEM). El grado de oxidacion del 6xido de grafeno se determiné mediante el uso de
un Espectrometro de Energia Dispersiva (EDS). La estabilidad térmica del

adsorbente se evalud utilizando un analizador TGA 200 con el software Universal
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V4.7A. El tamafio de particula se determiné utilizando un analizador de tamafio de
particulas por difraccion laser LS I3 320 de Beckman Coulter. El pH se ajustd
usando un analizador de pH/iones modelo 450; Corning Science Products, Nueva.
La separacion electroforética se realizé utilizando un equipo Beckman Coulter
P/ACE 5500-UV, empleando un capilar de silice fundida (41.7 cm x 75.0 um ID).
Los datos se analizaron con un software Beckman P/ACE system MDQ version 2.3.

3.3. Condiciones de separacion por Electroforesis capilar

El andlisis se realizo bajo las siguientes condiciones: capilar de silice fundida, fase
normal con voltaje de separacion de 12.0 kV, longitud de onda del detector de 360
nm y electrolito soporte fosfato de sodio (30.0 mM) EDTA (2.0 mM) 2-propanol al
2.0 % (v/v) ajustado a pH= 12.0 con solucion NaOH 1.0 M. El capilar se acondicioné
entre cada analisis con NaOH 1.0 M (2.0 min), NaOH 0.1 M (1.0 min), agua
desionizada (1.0 min) y electrolito soporte (2.0 min; Ibarra et al., 2011).

3.4. Sintesis de Fe30a4

La sintesis de particulas de magnetita se llevé a cabo mediante la oxidacion parcial
y precipitacion de hierro (ll) en presencia de oxigeno en medio basico (pH 11.0) en
agitacion y calentamiento por 1.5 h. Los iones Fe (lll) oxidados se combinan con los

iones Fe (lIl) restantes para formar magnetita (Altan et al., 2015; figura 8).

NaOH 6M

Afadir hasta obtener Lavar el solido obtenido
pH=11 con agua desionizada

] Tl | —- &
en 40 mL agua Calentar a 80 °C
pori3t ) [ =
Aplicar campo
magnético

Figura 8. Sintesis de Fe;O4 por oxidacion parcial de Fe (ll).
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3.5. Sintesis de GO

La sintesis del 6xido de grafeno (GO) se realiz6 mediante una modificacion del
método de Hummers (Gao, W. 2015; figura 9) en la que se emplean tres
proporciones de la mezcla de H2SO4/H3PO4 (9:1, 1:1, 1.9), con las que se evalla el
grado de oxidacion. Para esto 0.5 g de grafito y 2.4 g de permanganato de potasio
fueron disueltos en la mezcla de acidos en bafio de hielo para controlar la
temperatura. Una vez la mezcla fue homogénea se llevé a una temperatura de 70.0
°C por 1.2 h con agitacion constante. Finalizado ese tiempo se afiadieron 25.0 mL
de agua desionizada y la mezcla regres6 a calentamiento (80.0 °C por 0.5 h).
Finalmente se afadieron 10.0 mL de perdxido de hidrogeno con agitacion constante
hasta que la mezcla de reaccion se atemperoé. Al 6xido de grafeno sintetizado fue

lavado con 100.0 mL de HCI al 5.0 % y posteriormente con agua hasta alcanzar un

pH de 5.0.
A H,SO,/H;PO, A l.l l.] @
. Calentara 70 °C

05¢g 24 o
Grafito KMnO4 A por 1.2h

con agitacion
constante con agitacion

constante

Afadir 25 mL
< 3012 desionizada

Calentar a 80 °C

por 0.5 h .
l . Q O‘

con agitacion

constante l

Afadir 10 mL
perdxido de hidrogeno

Recuperar y lavar
el material obtenido

con 100 mL de HCI 5 %
y con agua desionizada
hasta obtener un pH neutro

Figura 9. Sintesis de GO mediante modificacion del método de Hummers (método Tour).
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3.6. Sintesis de Fe304+@.

En esta etapa el GO se funcionalizé a las particulas de FesOs mediante la
metodologia Sol-gel (Ibarra et al., 2011; Niculescu et al., 2021), utilizando los
precursores de silice (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES), y tetrametil ortosilicato
(TMOS) que actian como monomero funcional y agente entrecruzante
respectivamente. Los precursores de silice y la magnetita se incorporaron en 25.0
mL de una solucion 25.0 % (v/v) metanol, 2.0% (p/v) Triton X-100, 0.02% (p/v) CTAB
y con 1.0 mL de amoniaco como catalizador. Posteriormente la mezcla se coloco a
reflujo por 2.0 h a 120.0 °C.

3.7. Sintesis de Fes04@GO.

Después de 2.0 h se afiadio el GO dispersado en 10.0 mL de agua desionizada y
se dejo 6.0 h mas a reflujo y agitacion constante (figura 10). Se realizan lavados con
agua desionizada al adsorbente hasta que alcance un pH neutro.

Anadir magnetita

disperzada en 10 mL Dejal_' en _ . Dej aren
metanol 25.0 % reflujo Afiadir GO dispersadoen  reflujo

10.0 mL agua desionizada

en 15.0 mL
2
6h al20°C

‘metanol 25.0 % —
Anadir 2hal20°C
(- )

(-~ O)TMOS/APTES e

( [—)isolver: Lavar con agua
5.0 mg CTAB desionizada
0.5 mL Triton X-100 @ @
) | 2
o

Aplicar campo
magnético

Figura 10. Sintesis de Fe;0.@GO mediante metodologia sol-gel.

3.8. Caracterizacion

El material adsorbente se caracteriz6 mediante espectroscopia IR (FTIR), en el cual
se observa bandas correspondientes a grupos funcionales C-O del 6xido de
grafeno, Fe-O de la magnetita y Si-O correspondientes a la funcionalizacién con
APTES y TMOS.

La morfologia del material se analizé con un microscopio electrénico de barrido. El

grado de oxidacion del o6xido de grafeno se determiné mediante el uso de un
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Espectrémetro de Energia Dispersiva (EDS) con el cual obtuvo informacién acerca
de la relacién O/C del material. Se evalué la estabilidad térmica del adsorbente en
el intervalo de temperaturas de 25.0 a 700.0 °C (10.0 °C min), asi como el tamafio

de particula.

La capacidad de adsorcion y la afinidad del adsorbente magnético por los analitos
de interés se determinaron mediante isoterma de adsorcion y andlisis Scatchard.
Empleando el modelo de adsorcion de Langmuir (Ec. 1) se obtuvo la capacidad
maxima de adsorcion (qmax mg g1) del adsorbente para cada analito, donde ge es la
cantidad de analito en el adsorbente al equilibrio (mg g), Ce es la concentracion del
analito en solucién al equilibrio (mg L) y KL la constante de Langmuir (L mg™?).

Ec. 1 1 ( 1 ) 1 4 1
c. —= —
qe KiGmax’ Ce  Qmax

El modelo de adsorcion de Freundlich (Ec. 2) permiti6 conocer si el proceso de

adsorcion era favorable mediante los valores del parametro 1/n.
1
Ec. 2 logq, = 1—llog C. +logKg

Para determinar si el proceso de adsorcién es fisico (E < 8 kJ molt) o quimico (8.0
kJ mol? < E < 16.0 kJ molt) se emple6 el modelo de Dubinin-Radushkevich (Ec. 3a)
en el que para conocer el potencial de adsorcion (¢ kJ mol') se usa la expresion
descrita en la ecuaciéon 3b y para conocer la emergia asociada al proceso de

adsorcioén la ecuacion 3c, donde B es la constante de energia de adsorcion (mol? kJ-

2),

a) Ing, = —Be* + In @y
1
b € =RTIn (1 + —)
Ec. 3 ) Ce

c) E=
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El andlisis Scatchard se describe con la ecuacion 4 en donde los valores de Kd (uM)
indican el tipo de afinidad que presenta el adsorbente con los analitos (Davenport,
2005; Dada et al., 2012).

Ec. 4

Finalmente se estudio la cinética de adsorcion empleando los modelos de pseudo
primer y pseudo segundo orden, descritos por la ecuacion 5 y 6 respectivamente,
en donde ge es la cantidad de analito en el adsorbente al equilibrio (mg g1), gtes la
cantidad de analito en el adsorbente al tiempo t (mg g1) y K1 (min ) y K2 (g mg™*
min) la constante de velocidad (Gao et al., 2012; Mohammadnia et al., 2019). Para

ambos modelos se evaluaron tiempos de contacto en el intervalo de 0 — 60 min.

K;
Ec. 5 log(qe — q;) = logq, — >303¢
Ec. 6 ‘ ! + 1 t

c. —= —
a:  K:q¢  qe
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3.9. Optimizaciéon de la metodologia MSPE

Las condiciones Optimas de extraccion se determinaran mediante la evaluacion de
las variables criticas del sistema de extraccion en fase solida magnética (MSPE):
efecto del pH (en un intervalo de 4.0 - 12.0), efecto del tiempo de contacto (1.0 -

20.0 min) y cantidad de adsorbente empleado (5.0 - 30.0 mg).

Para ello, se pesaran 20.0 mg del material sintetizado el cual se activa previamente
con 1.0 mL de metanol y 2.0 mL de agua desionizada para posteriormente ponerlo
en contacto con 1.0 mL de una solucion de TCs (TC, CT, OT, DT), a una
concentracion de 5.0 mg L, de la cual se varian las condiciones a optimizar. La
mezcla es dispersada por 5.0 min, para después aislar el adsorbente, mediante la
aplicacién de un campo magnético externo, y recuperar el sobrenadante al cual se
adiciona acido picrico a una concentraciéon de 5.0 mg L' como estandar interno,

para su posterior analisis por CE (figura 11).

1 mL
TCs5 mg L Dispersion
cﬂ 5 min
20.0 mg

Adicién de
muestra

Analisis

Aplicacién de
campo magnético

Figura 11. Metodologia MSPE empleada en el analisis de tetraciclinas por electroforesis capilar.
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V. RESULTADOS Y
DISCUSION



4. Resultados y discusion

4.1. Sintesis y caracterizacién de GO

En una primera etapa, se evalug el efecto de la proporcion de la mezcla de
H2S04/H3PO4 respecto al grado de oxidacion en la sintesis de 6xido de grafeno
considerando tres proporciones diferentes 9:1, 1:1 y 1:9. Para confirmar la presencia
de grupos funcionales con oxigeno se emplearon los datos del analisis EDS, los
cuales permiten conocer la relacion de proporciones de carbono y oxigeno (O/C)
(Al-Gaashani et al., 2019). En la Tabla 1, se muestran los resultados obtenidos para

los tres GO sintetizados.

Tabla 1. Analisis EDS para la determinacion del grado de oxidacién GO

Proporcion %Peso
o/C
(H2S04/H3PO4) C O
1:9 74.98 21.03 0.280
1:1 58.95 38.01 0.645
9:1 59.36 37.82 0.637

Como se observa, los adsorbentes que presentan un mayor grado de oxidacion, es
decir, una mayor cantidad de oxigeno en su estructura, son GO 1:1 y 9:1 con una
relacion de 0.645 y 0.637 respectivamente, caso contrario si se compara con el GO
con proporcion 1:9 (0.280). Esto se debe al uso de una mayor cantidad de &cido
sulfarico ya que al tener un medio mas acido propicia una oxidacién mas fuerte y
por lo tanto un mayor grado de oxidacién del grafito. Por otro lado, el acido fosférico,
controla la reactividad del H2SO4 lo que disminuye el grado de oxidacion del
adsorbente, por lo que, al tener una proporcion mayor de H2SO4, se espera que el
grado de oxidacion sea mayor, mientras que a mayor cantidad de HzPOas, menor
grado de oxidacion (Gao, W 2015). A proporciones iguales de los acidos se propicia
una oxidacion controlada lo que permite el equilibrio entre oxidacién y la obtencién

de mejores estructuras laminares (Marcano et al., 2010).
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La morfologia del adsorbente fue caracterizada mediante espectroscopia
electronica de barrido obteniendo micrografias del GO a las diferentes proporciones
de acido empleadas (figura 12a, 12b y 12c), donde se puede observar la forma
laminar (hojuelas) distintiva de los GO. Sin embargo, en la micrografia del
adsorbente con proporcion 1:9 de mezcla de acidos se pueden distinguir laminas
mas grandes, lo que permite inferir que a menor grado de oxidacion la estructura
laminar tiende a ser de mayor tamafio, lo anterior coincide con lo reportado (Cao y
Zhang, 2015; Zhang et al. 2009).

BED-C WD10.5mm Highvac. x6,000 [N 2um BED-C WD10.5mm HighVac. x4,000 N 5um LﬂEH
s

20.0kv High-P.C.30.0 4005 20.0kv High-P.C.30.0 4001

SED WD10.4mm HighVac x6,000 NN 5. ' E -
20.0kV High-P.C.30.0 4002 18

Figura 12. Imagenes SEM de GO a diferentes proporciones de mezcla H,SO4/HzPO4 a)
9:1b)1l:lc)l9

Los espectros IR obtenidos para los adsorbentes con proporcion 1:9, 1:1 y 9:1
(figura 13a, 13b y 13c), permiten corroborar la informacion previamente obtenida.
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Como se observa, los espectros de los GO con mayor grado de oxidacion presentan
bandas a 3360 cm™ correspondiente al enlace O-H, 1580 cm correspondientes a
enlaces de tipo C=0 presentes en los grupos carboxilo, cercanas a 1390 cm™
indicativas de enlaces C—OH y bandas correspondientes a enlaces C-O a los 1034
cm™ las cuales indican la presencia de grupos funcionales epéxido, banda en el
espectro del GO con proporcién 1:9 (Cao y Zhang, 2015; Mohammadnia et al.,
2019).

b)

C-OH

% T

3900 3400 2900 2400 1900 1400 200 400

em!

Figura 13. Espectros FTIR H2SO4/H3zPO4 GO a) 1.9, b) 1:1 y c) 9:1.

4.2. Sintesis y caracterizacion de Fes0O4@GO

En una segunda etapa, se realiz6 una evaluacion del grado de recubrimiento de la
Fe;0.@ empleando TMOS:APTES evitando la pérdida de paramagnetismo al
aplicar un campo magnético externo, puesto que, a pesar de que el recubrimiento
no elimina el comportamiento paramagnético de la magnetita, puede reducir la
magnetizacion del compuesto final debido al aumento en el grosor del recubrimiento
(Mahdavi etal.,, 2013). Para ello, se sintetizaron sélidos con las siguientes
proporciones Fe304 TMOS:APTES 1:2:3, 1:3:2, 1:4:6, 1:6:9 y 1:8:12.
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Conforme los resultados obtenidos, la proporcién 1:6:9 presenté mejor respuesta al

campo magnético aplicado, tal y como se muestrea en la figura 14.

<

1228 S5 1:4:6 1:6:9 1:8:12

Figura 14. Respuesta después de aplicar un campo magnético externo por 5 s a 20 mg
de Fes0.@ TMOS:APTES a proporciones 1:2:3, 1:3:2, 1:4:6, 1:6:9 y 1:8:12, dispersados
en 3.0 mL de H,O

Basado en los resultados anteriores, se evalud la cantidad de 6xido de grafeno en
proporciones 1:2, 1:3y 1:4 en peso con respecto a Fe;0.@. Para ello, se hizo uso
del 6xido de grafeno sintetizado con una proporcion de H2SO4/H3PO4 de 1:1 debido
a su grado de oxidacién. La Tabla 2 muestra que el mejor rendimiento en peso se
obtiene usando una proporcion de Fe;0.@GO 1:3 lo que puede garantizar que la
mayor parte de los grupos aminos del monomero funcional interactien con los
grupos funcionales del GO. Ademas, presenta buena respuesta al aplicar un campo

magneético externo.

Tabla 2. Rendimiento para la FesOs@GO.

Proporcion Rendimiento
(FesO1@:GO) g %R
1.2 0.320 43.5
1:3 0.421 52.3
1:4 0.346 39.5
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La funcionalizacion del GO con la magnetita se da principalmente por la formacion
de enlaces covalentes que presenta el grupo amino terminal (-NHs) del APTES y los
grupos funcionales del 6xido de grafeno, principalmente con los grupos carboxilo,
generando enlaces tipo amida mediante una reaccion de condensacion, que puede
ocurrir espontaneamente en presencia de grupos silanol o ser facilitada por
activadores como EDC/NHS. Ademas, los grupos epoxidos presentes sobre la
superficie del GO pueden sufrir apertura de anillo por ataque nucleofilico del grupo
amino, formando enlaces C—N covalentes y grupos hidroxilo adyacentes (figura 15)
(Kasprzak et al., 2018; Marques et al., 2011).

Una vez obtenidos los datos sobre la caracterizacién a las diferentes proporciones
de &cido, la sintesis se continu6 empleando el adsorbente GO 1:1; conforme al
grado de oxidacion, por lo que mediante la metodologia sol-gel se obtuvo el

adsorbente magnético FesO4@GO (figura 15) a la proporcion 1:3.

Fe;0,-Si0,

Fe;0,@G0

Figura 15. Esquema general de la sintesis del adsorbente Fes0.@GO.

La micrografia obtenida mediante espectroscopia electronica de barrido, ademas de
mostrar una morfologia de tipo hojuelas (pertenecientes al GO), demostro la
presencia de cumulos de particulas correspondientes a la magnetita y a los

precursores de silice utilizados en la sintesis (He et al., 2021; figura 16).
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Figura 16. Micrografia SEM de Fe;0,@GO

Los espectros FTIR obtenidos para Fes3Os, Fe3O0s@ y FesOs@GO (figura 17)
presentan bandas con longitudes de onda de: 550 cm* correspondientes a enlaces
de estiramiento de tipo Fe—0, lo que confirma la presencia de magnetita. y de 1050
cmt indicativas de enlaces Si-O-C atribuidas a los precursores de silice (APTES y
TMOS). El espectro para Fe30s@GO muestra bandas a 2930 cm
correspondientes a enlace O-H, 1584 cm correspondientes a enlaces C=0 de los
grupos carboxilo y bandas propias a enlaces C-O a los 1046 cm™ de grupos
funcionales de tipo epoxido, lo que confirma la funcionalizacion del GO con la
magnetita funcionalizada. Sin embargo, si se compara con el espectro obtenido para
su precursor GO 1:1, se aprecia una disminucién en la intensidad de la banda O-H,
asi como la pérdida de la sefial alusiva a la presencia de enlaces C-OH
(Mohammadnia et al., 2019).
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Figura 17. Espectros FTIR de a) Fez04, b) Fes04@ y ¢) Fes04@GO

El analisis termogravimétrico (TGA) y deriva de pérdida de peso del adsorbente
Fes04@GO se muestran en la figura 18ay 18b respectivamente. En esta se observa
una ligera pérdida de masa (2.45 %) a una temperatura de 70 - 90 °C,
correspondiente al proceso de deshidratacion del adsorbente. A temperaturas de
entre 160 - 190 °C se observa otro decrecimiento en la masa del adsorbente (6.47
%) debido a la pérdida de grupos funcionales labiles del 6xido de grafeno (grupos
epoxido, carboxilo e hidroxido) en forma de CO2, CO y vapor de agua. La Ultima
etapa de degradacion del adsorbente se da después de los 400 °C perdiendo 18.3
% de masa correspondiente a la degradacion de las laminas de carbono y de las
particulas del recubrimiento, obteniendo como residuo final 6xidos de hierro y
remanente de SiO2. La primera derivada del andlisis termogravimétrico permite
conocer la temperatura donde la pérdida de masa es mas rapida, por lo que se
infiere que la mayor descomposicion térmica ocurre a temperaturas de entre 160 -
190 °C, mientras que a temperaturas superiores a 400 °C la pérdida de masa es
mas lenta lo que indica una mayor estabilidad térmica del material remanente (Gao,
2015; Li et al., 2016; Rudolph et al., 2012).
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Figura 18. a) Andlisis termogravimétrico (TGA) para Fe;0.@GO y b) primera derivada de

la pérdida de masa.

El tamafio de particula del adsorbente FesO4@GO (figura 19) mostré un didmetro
promedio centrado de 12.46 um, con un perfil unimodal, lo que puede indicar que el
adsorbente es homogéneo. La mayor parte del volumen de particulas se concentra
entre 1.0 — 50.0 pm, lo que indica una distribucion relativamente estrecha. Lo
anterior concuerda con trabajos como Zhang et al. (2009) en el que se obtienen
tamafos de particula de entre 5 - 590 um para las laminas de GO y se comprueba
gue a medida que se utilizan tiempos de oxidacidon mas largos y mas oxidantes, el
tamafio medio de las ldminas de GO disminuye (Pan y Aksay, 2011; Zhang et al.,
2009).
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Figura 19. Distribucion del tamafio de las particulas de Fe;0.@GO.

Para evaluar la capacidad de adsorcién, afinidad y modo de interaccién del
adsorbente Fe3O4@GO con las tetraciclinas se realizaron isotermas de adsorcion
basadas en los modelos de Langmuir, Freundlich, Dubinin-Radushkevich y analisis
Scatchard. Para ello se puso en contacto 10.0 mg del adsorbente magnético con
1.0 mL de una solucién estandar de TCs, en intervalo de concentracion de 1.00-
30.0 mg Lt para TC, OT y DT, y de 20.0 - 60.0 mg L para CT, por 5 min.

Los resultados obtenidos para cada modelo se muestran en la Tabla 3, en la que se
exponen valores de capacidad maxima de adsorciéon (gmax) de 1.16 - 7.66 mg g*
para cada TCs segln el modelo de Langmuir y de 1.05 - 8.00 mg g* basado en el
analisis Scatchard. Del mismo modo basado en el modelo de Freundlich, ya que los
valores del parametro 1/n < 1.0 se demuestra que el proceso de adsorcion es
favorable, lo que se puede comprobar mediante el valor de Kq (andlisis Scatchard)

el cual indica que los analitos tienen una afinidad de buena a moderada con el
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adsorbente (Dada et al., 2012; Davenport, 2005). El modelo Dubinin-Radushkevich
proporciona informacion para determinar si el proceso de adsorcion es fisico (E <
8.0 kJ molY) o quimico (8.0 kJ mol? < E < 16.0 kJ mol ') dependiendo de los valores
de energia (E) obtenidos. Al obtener valores de E de entre 0.12 - 0.88 kJ mol* para
cada TCs se puede inferir que el adsorbente lleva a cabo una fisisorcion con los
analitos (Dada et al., 2012).

Tabla 3. Parametros de adsorcion para TCs

Datos TC oT DT CT

, gmax (Mg g1) 1.80 1.20 1.17 7.66
Langmiur

r? 0.992 0.983 0.984 0.997

_ 1/n 0.442 0555 0552 0.712
Freundlich

r? 0989 0.992 0984 0.999

DR E (kJ/mol) 0.880 0.480 0.682 0.127

r? 0.914 0963 0.990 0.960

gmax (Mg g1) 1.87 1.99 1.05 8.00

Scatchard Kd (uM) 7.81 15.2 7.87 114.8

r? 0.917 0903 0.930 0.967

Para estudiar la cinética de adsorcion de Fez04@GO con las cuatro TCs se
utilizaron los modelos de pseudo primer y pseudo segundo orden. Para ello se puso
en contacto 10.0 mg del adsorbente magnético con 1.0 mL de una solucion estandar
de TCs, a una concentracion de 10.0 mg L variando el tiempo de contacto en un
intervalo de 0 - 60 min. El estudio se realiz6 a dos temperaturas diferentes: 20.0 y
35.0 °C. Los resultados obtenidos (Tabla 4) muestran que los datos experimentales
presentan un mejor ajuste al modelo de pseudo segundo orden con coeficientes de
determinacion (r?) mayores a 0.998, lo que indica que el proceso de adsorcién entre
Fes04@GO y las TCs se basa en interacciones de tipo =« - &, fuerzas de Van der
Waals o0 enlaces covalentes, ademas el modelo explica que la velocidad de
adsorcion depende de la disponibilidad de sitios activos en el adsorbente y no de la
concentracion del analito (Gao et al., 2012; Ho y McKay, 1999). Empleando este
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modelo, se calcularon valores de capacidad de adsorcion (ge) obteniendo valores
de entre 0.6954 - 1.005 mg g y constantes de velocidad de adsorcion de 2.432 -
5.884 g mg! min? para TC, CT, OT y DT a una temperatura de 20.0 °C mientras
qgue al incrementar la temperatura se obtienen valores de ge entre 0.5579 - 1.005
mg g* lo que podria indicar que cuando la temperatura incrementa la capacidad de
adsorcion disminuye. En ambos casos, los valores de ge son muy parecidos a los
valores de capacidad de adsorcion experimental ge exp |0 que demuestra que modelo
de pseudo segundo orden se ajusta a los datos experimentales obtenidos (Gao
et al., 2012; Mohammadnia et al., 2019).

Tabla 4. Estudios cinéticos de adsorcion

20.0 °C 35.0 °C
TC CT or DT T1C CT __OoT DT
. 2 0.5394 0.6982 0.1915 0.2221 0.2470 04840 -  0.4440
er
orden qeexpl 0.8747 1.000 0.7322 0.7079 0.8110 1.000 0.6040 0.5621
(mg g™
e 1 0.8650 1.005 0.7200 0.6954 0.8051 1.005 0.6014 0.5579
(mg g™
2do .
2
orden _ 2432 3252 3.919 5884 1237 3.071 -3.372 -2.486
(g mgtmin?)
2 0.9990 0.9999 0.9987 0.9986 0.9998 0.9998 0.9987 0.9987

4.3. Optimizacién de la metodologia MSPE

4.3.1. Evaluacion de pH

Para garantizar la obtencion de porcentajes de extraccién competitivos es necesario
considerar variables como el pH ya que de este depende la especie a la que se
encuentren los analitos en solucién y la carga que poseen los grupos funcionales
presentes en el adsorbente. Por lo tanto, el pH condiciona el tipo de interaccion que
presenta el adsorbente con los analitos.

Las TCs poseen tres constantes de disociacion a valores aproximados a 3, 7y 9

(figura 20; Tabla 5), por lo que a pH superiores a 9 la especie se encentra en su

34



forma negativa, a pH menores a 3 se encuentran cargadas positivamente y en un

rango de 3-7 se encuentran en su forma de zwitterion.

Figura 20. Estructura de los antibiéticos TCs (TC, CT, OT, DT).

Tabla 5. Valores de pKa de las TCs (TC, CT, OT, DT) (lbarra et al., 2011).

Nombre Simb  Grupos funcionales pK

a
Ri R Rs 1 2 -
Tetraciclina TC -H -OH -H 32 75 89
Clortetraciclina CT -CI  -OH -H 33 76 93
Oxitetraciclina oT -H -OH -OH 33 78 96
Doxiciclina DT -H -H -OH 30 80 92

Considerando la anterior se evalu6 la retencion que presenta el adsorbente al poner
en contacto 20.0 mg de este con 1.0 mL de la solucién de TCs a una concentracion
de 5.0 mg L%, un tiempo de contacto de 5 min y a valores de pH de 4, 6, 8, 10y 12.
En la figura 21 se observa como a un pH de 12.0 los porcentajes de retencion
disminuyen un 50 % para TC, OT y DT. Si bien se explica que la principal interaccién
entre el GO y las TCs se da por interacciones del tipo n-r, debido a que, a pH altos
tanto los analitos como los grupos funcionales del GO se encuentran cargados
negativamente, la repulsion entre ambas especies dificulta que las TCs sean
retenidas. De este modo se explica como a valores de pH 4.0, 6.0y 8.0, se presenta
una mejor retencion ya que al estar a un pH mas neutro, ademas de las

interacciones de tipo n-n, se favorecen las interacciones electrostaticas entre las
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especies positivas y las negativas. Se toma pH 8 como pH Optimo de extraccion

debido a que presenta los valores de retencion mas altos (Gao et al., 2012).
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Figura 21. Evaluacioén del efecto del pH en la remocion de TCs con Fe;0.@GO.

4.3.2. Evaluacion de masa del adsorbente

La cantidad de adsorbente empleada durante el proceso de MSPE condiciona la

cantidad de sitios activos que hay disponibles para que el adsorbente interactte con

las TCs. Por ello, se realiz6 la evaluacion de masa de adsorbente en un intervalo de

5.0 - 30.0 mg con 1.0 mL de la solucién de TCs a 5.0 mg L' a un pH de 8, con un

tiempo de contacto de 5 min. La figura 22 muestra como los mayores porcentajes

de extraccion se dan cuando se usan 15.0 mg de Fe304@GO (85.4 % de retencion

en promedio). Sin embargo, la diferencia entre este valor y el obtenido al emplear

10.0 mg de adsorbente (85.2 % de retencion en promedio) no es relevante por lo

gue se toma 10.0 mg como masa Optima para reducir el gasto de adsorbente.
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. Evaluacién del efecto de masa del adsorbente en la remocioén de TCs con
Fe:0.@GO.

4.3.3. Evaluacion de tiempo de contacto

Para evaluar el tiempo de contacto entre FesO4@GO vy la solucion de TCs a una

concentracion de 5.0 mg L* a pH 8 se colocaron 10.0 mg del adsorbente con 1.0

mL de la solucién de TCs en un intervalo de tiempo de 1.0 — 20.0 min. Los resultados

obtenidos (figura 23) muestran que mejores porcentajes de retenciéon se logran

empleando un tiempo de contacto de 5.0 min con un porcentaje promedio de 85.2

%, mientras que a mayores tiempos de contacto se observa una variacion de un 4

hasta un 11.3% en la retencién de los analitos de interés. Es por ello, se toman 5.0

min como tiempo de contacto 6ptimo.
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Figura 23. Evaluacion tiempo de contacto e en la remocion de TCs con Fe;04@GO.

La figura 24a muestra el electroferograma de una solucién estandar de TC, CT, OT
y DT con estandar interno a una concentracion de 5.0 mg L, mientras que la figura
24b expone el electroferograma de la misma solucién estdndar de TCs pero
después del proceso de MSPE a las condiciones oOptimas (pH= 8, 10 mg de

adsorbente y tiempo de contacto de 5.0 min)

El
DT
TC ot
cT
a)

I 3x10°AU

5.5 6 6.5 7 7.5 8
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b)

Figura 24. Electroferograma de a) solucion estandar de TC, CT, OT y DT con EI (5.0 mg
L) y b) solucién de TC, CT, OT y DT (5.0 mg L) después del proceso de MSPE a las
condiciones Optimas de extraccion (pH= 8.0, 10.0 mg de adsorbente y tiempo de contacto
de 5.0 min).
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4.3.4. Analisis de interferentes

Al trabajar con muestras complejas, como lo es la leche, la presencia de
interferentes dentro de la matriz de muestra puede afectar la eficiencia de remocién
de Fe304@GO debido a que estos compuestos pueden ocupar sitios activos del
adsorbente y disminuir la extraccion de los analitos de interés. Por ello, se evalud el
proceso de remocion de las tetraciclinas con FesOs@GO en presencia de AINEs
(Naproxeno y Acetaminofén), y sales de calcio y magnesio (CaCOs y MgCl) en
concentraciones de 5.0, 10.0 y 20.0 mg L. Para ello, se puso en contacto (por 5
min) 10.0 mg del adsorbente magnético con 1.0 mL de la solucion de AINES/TCs,

Ca?" y Mg?*/TCs manteniendo la concentracion de las TCs constante (5.0 mg L2).

En la Tabla 6 se presentan los resultados obtenidos en cada caso. Como se
observa, al aumentar la concentracion de AINEs en la muestra los porcentajes de
remocion disminuyen, lo que permite inferir que la presencia de estos compuestos
interfiere en el proceso de remocion de tetraciclinas. Caso contrario, al aumentar la
concentracion de las sales de Ca?* y Mg?* los porcentajes de remocién incrementan
lo que indica que la presencia de iones favorece la remocion por efecto de salting-
out.

Tabla 6. Porcentajes de remocién en la evaluacion de interferentes

Interferente mg L TC CT oT DT Promedio
5 786 98.7 67.2 687 78.6
Naproxeno y
o 10 69.2 98.7 414 436 63.6
Acetaminofén
20 51.1 98.7 27.1 276 51.5
5 96.1 98.7 896 795 91.3
Ca?*y Mg?* 10 98.7 98.7 949 88.0 95.4
20 989 98.7 982 885 96.7

4.3.5. Fuerzaionica
Para evaluar el efecto de la fuerza i6nica en el proceso de remocion se prepararon
soluciones estandar de TCs (5.0 mg L) las cuales contenian NaCl a diferentes

concentraciones (en un intervalo de 1x10° - 1x10* M). En la figura 25 se ilustran
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los resultados obtenidos. En estos se observa como la eficiencia de remocion de
TCs aumenta al incrementar la concentracién de NaCl logrando obtener porcentajes
promedio de remocion de hasta 91.8 % para los cuatro analitos con la mayor
concentracion de la sal. Este efecto, conocido como salting-out, se da debido a que
la sal en solucién puede aumentar el coeficiente de actividad de las TCs lo que

disminuye su solubilidad en agua y promueve su adsorcién (Li et al., 2016).

100

90
80
70
60 . TC
50 CT
40 0T
30 . DT
20
e=@==Promedio

10

0

0.00001 0.0001 0.001 0.01 0.1
NaCl (M)

%Retencion

Figura 25. Evaluacién del efecto de la fuerza idnica en la remocién de TCs con
Fe;0.@GO.

4.4. Pruebas de Elucion

Dentro de la adsorcion, algunos de los materiales empleados como adsorbentes
presentan caracteristicas que permiten su reutilizacidbn ya que son capaces de
liberar los analitos adsorbidos. Por ello, se realizaron pruebas de elucién para el
Fes04@GO. Para esta etapa, se comenz6 realizando pruebas con cuatro eluyentes
diferentes: acetona, metanol, acetonitrilo y etanol. Para cada prueba se puso en
contacto 10.0 mg de Fe3O4@GO cargado con TCs a una concentracion de 5.0 mg
Lt con 1.0 mL de cada disolvente manteniendo en contacto por 5.0 min.
Posteriormente el solvente fue evaporado a sequedad para después reconstituir en
1.0 mL de agua, filtrar y analizar por CE. En la Tabla 7 se muestran los porcentajes
de elucién obtenidos para los cuatro solventes utilizados con respecto al porcentaje
de retencion del adsorbente a las condiciones Optimas.
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Tabla 7. Porcentaje de elucion de TCs

TC CT oT DT

Acetona 13.32 0 6.03 1.72
Metanol 13.04 0 8.79 6.55
Acetonitrilo 9.59 0 2.37 4.94
Etanol 23.75 8.10 18.99 17.57

Debido a la polaridad que presentan las TCs, por los grupos funcionales en su
estructura, los solventes polares son capaces de disminuir las interacciones que
tienen con el GO lo que propicia su elucion. Basandose en los datos obtenidos, el
etanol es el eluyente que muestra mejores porcentajes de recuperacion de las TCs.
Por otro lado, y conforme a las interacciones adsorbente-analito, ya que la forma
quimica de las tetraciclinas esta condicionada por el pH del sistema, se realizaron
pruebas con el eluyente a pH acidos. Para ello se prepararon soluciones de HCI en
etanol a tres concentraciones diferentes (1x101, 1x102y 1x102 M). La figura 26
muestra que la elucion se mejora de forma moderada con una solucién de
Etanol/HCI 1x102 M con la cual se obtiene un porcentaje de recuperacién promedio
de TCs de casi 29.0 %. A estas condiciones la solucion se encuentra a un pH
aproximado de 3.0 por lo que se espera que las TCs presenten cargas positivas en
su estructura lo que genere repulsién con el GO que, a pH acidos, posee sus grupos

funcionales protonados (Gao et al., 2012).

41



25
C

0 20
(S)
=

55
X

10

5

0.1 0.01

Etanol 0.001

[HCI] (M)

Figura 26. Porcentajes promedio de elucion empleando soluciones etandlicas de HCI.

Finalmente se realizaron pruebas de tiempo de contacto para optimizar el proceso
de elucidén y garantizar los mejores porcentajes de recuperacion. Para ello se evalu6
un intervalo de tiempo de 1 - 15 min empleando la soluciéon Etanol/HCI 1x102 M
como eluyente. Los porcentajes de elucion promedio para cada tiempo se presentan
en la figura 27, la cual muestra que a un tiempo de 7.5 min se alcanza un porcentaje

promedio de elucion de 29.0 %.
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Figura 27. Porcentajes promedio de elucién empleando solucién Etanol/HCI 1x102 M a
diferentes tiempos de contacto.
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4.5. Parametros analiticos

Los parametros analiticos de la metodologia MSPE-CE se evaluaron bajo las
condiciones 6ptimas. Para ello, se prepararon soluciones de 200.0 mL de TC, OT y
DT a concentraciones en un intervalo de 75.0 — 350.0 ug L. Cada solucién se puso
en contacto con 150.0 mg de FesOs@GO (previamente activado) por 0.5 h en
agitacion constante para después eliminar interferentes con tres lavados con agua
desionizada vy finalmente eluir con 5.0 mL de etanol/HCI 1x102 M. los resultados
obtenidos se exponen en la Tabla 8. La relacion lineal en el intervalo de
concentracion estudiado presenta un r> > 0.99 para las tres TCs. Los limites de
deteccion (LOD; S/N = 3.29) se encuentran en un intervalo de 32.3 - 44.5 ug L%,
mientras que los limites de cuantificacion (LOQ; S/N = 10) van de 98.2 - 135.1 ug L
LparaTC, OT y DT.

Finalmente se evaluo la repetitividad intra e inter-dia a una concentracion de 10.0
mg L obteniendo valores de desviacién estandar relativa (% RSD) inferiores a 10.0
% en todos los casos.

Tabla 8. Parametros analiticos

TC oT DT

Coeficiente de
) 0.995 0.992 0.996
correlacion (r?)

Ordenada  boxts(bo) 0.00754+0.0121 0.00928+0.0248 0.0365+0.0628

Sensibilidad
b1 £ts(b1) 0.0004+0.00005 0.0003+0.00009 0.0012+0.00023

analitica
LOD (ug L) 32.98 44.45 32.30
LOQ (png L) 100.25 135.13 98.17
Repetitividad Intra dia 6.18 7.81 2.22
(%RSD n=3
Inter dia 7.14 8.03 3.27
5.0mg L)

43



4.6. Protocolo

El consumo de alimentos contaminados de residuos de TCs representa un riesgo
para la salud publica, por lo que organismos internacionales como la FDA 'y el Codex
Alimentarius han establecido limites maximos de residuos (MRLs) para estos

compuestos en productos lacteos.

La FDA fija un limite combinado de 0.3 mg L para TC, CT y OT, mientras que la
Unién Europea establece un MRL individual de 0.1 mg L (Rodriguez et al., 2010).
La metodologia desarrollada permite la deteccibn de estos antibidticos en
concentraciones menores a las normadas por lo que se propone su empleo en la
determinacion de TCs en muestras de leche comercial bajo las condiciones

optimizadas.

4.6.1. Pretratamiento de muestras de leche

Las muestras de leche se recolectan, se almacenan a 4.0 °C y analizan dentro de
los 3 dias posteriores a su recoleccion o apertura del tetra pak. Como primer paso
de pretratamiento se eliminan de proteinas presentes en la matriz lactea en medio

acido.

Para esto, a 300.0 mL de leche se adicionan 1.5 mL de &cido acético concentrado.
La mezcla se calienta a 60.0 °C durante 20.0 minutos con agitacion constante para
inducir la precipitacion de las proteinas. Posteriormente, se realiza una
centrifugacion a 4000.0 rpm durante 5.0 minutos para separar el suero,

cuidadosamente decantado y reservado para el proceso de extraccion.

4.6.2. Extraccion y preconcentracion

La extraccion y preconcentracion de las TCs se realiza mediante MSPE empleando
150.0 mg del adsorbente FesO4@GO previamente activado con 15.0 mL de metanol
y 15.0 mL de agua desionizada (tres lavados de 5.0 mL de cada disolvente).
Posteriormente, el adsorbente se aisla magnéticamente y se decanta el

sobrenadante.
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Posteriormente se ajusta el pH al optimo de extraccion a 200.0 mL del suero
previamente obtenido (pH = 8.0) y se coloca en contacto con el adsorbente activado
en un vaso de precipitados de 600.0 mL. La mezcla se agita durante 0.5 h a
temperatura ambiente. Una vez finalizado el tiempo de contacto, el adsorbente se
aisla magnéticamente y se eliminan interferentes presentes en la matriz mediante
lavados con dos alicuotas de 5.0 mL de una solucion de EDTA 2.0 mM vy tres

alicuotas de 5.0 mL de agua desionizada.

Finalmente, la elusion de las tetraciclinas se realiza utilizando 5.0 mL de una mezcla
etanol/HCI 1x1072 M con un tiempo de contacto de 7.5 min. La fraccion eluida se
lleva a sequedad por evaporacién y el residuo se reconstituye con 0.5 mL de agua
desionizada y se afiade metanol al 25 % (v/v) para su andlisis posterior. La figura
28 esquematiza el proceso de pretratamiento, extraccién y preconcentracion de la

muestra.

Pretratamiento de la muestra

1.5 mL de acido
acetico concentrado

Con agitacion
\ | constante ‘
300.0 mL : S ) U
om .
de leche Calentar a 60 °C Centrifugar a 4000 rpm Suero de leche
por 0.3 h por 5 min

Extraccién y preconcentracién

& Eliminar impuresas
150.0 mg — ) P> con solucion de EDTA

del adsorbente 2.0 mM y agua desionizada

Ajustar a pH 8.0 Agitacion constante Aislar el adsorbente
por0.5h

Afiadir metanol
al 250 % viv

Eluir con 5.0 mL de

Etanol/HCI 1x102 M ‘ — i ! L — U m—p Anéiisis por CE
' S -

Reconstituir en
Evaporar a sequedad 0.5mL

Figura 28. Preparacion de muestra de leche mediante MSPE para su analisis por CE.
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4.6.3. Analisis por electroforesis capilar

El andlisis se realiza mediante electroforesis capilar de zona con deteccién UV. Las
condiciones experimentales se optimizaron previamente, estableciendo los
parametros de separacion y deteccion mas adecuados para lograr una buena

resoluciéon entre los analitos de interés.

El analisis se realiza bajo las siguientes condiciones: capilar de silice fundida, fase
normal con voltaje de separacion de 13.0 kV, longitud de onda del detector de 360
nm y electrolito soporte fosfato de sodio (30.0 mM), EDTA (2.0 mM), 2-propanol al
2.0 % (v/v) y metanol al 10 % (v/v) ajustado a pH= 12.0 con solucién NaOH 1.0 M.
El capilar se acondicioné entre cada analisis con NaOH 1.0 M (4.0 min), NaOH 0.1

M (2.0 min), agua desionizada (2.0 min) y electrolito soporte (4.0 min).
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V. CONCLUSIONES



. Conclusiones

El grado de oxidacion en particulas de GO esta relacionada de forma directa con
proporcion de &cido sulfurico en la mezcla H2SO4/H3POa4 durante la sintesis por
el método de Hummers.

El grado de oxidacion del material mas alto fue de 0.645 para GO con proporcion
1:1. El analisis por SEM permitio observar la forma en hojuela caracteristica del
adsorbente.

La capacidad de adsorcion, afinidad y tipo de interaccion entre el adsorbente
Fe;0,@GO y TCs fue determinado mediante los modelos de Langmuir,
Freundlich, Dubinin-Radushkevich y andlisis Scatchard. Conforme los valores
obtenidos se determiné un proceso de adsorcién favorable, afinidad de buena a
moderada, y un proceso mediante fisisorcion en la que participan interacciones
de Van der Waals, electrostaticas, puentes de hidrégeno e interacciones = - .
En el estudio cinético, los datos mostraron un ajuste al modelo de pseudo
segundo orden (R% > 0.998), lo que sugiere que el proceso depende de la
cantidad de sitios activos disponibles.

Bajo las condiciones éptimas para MSPE (pH= 8, 10.0 mg de adsorbente y
tiempo de contacto de 5 minutos) se alcanzé un porcentaje promedio de
extraccion de 85.2 % para 1.0 mL de una solucién a 5.0 mg Lt de TC, CT, OTy
DT.

La metodologia MSPE-CE propuesta demuestra ser una alternativa viable en la
determinacién de residuos de TC, OT y DT en muestras complejas como es el
caso de muestras de leche, confirme los LODs de 32.3 - 44.5 ug L' y LOQs de
98.2 - 135.1 ug L1, los cuales permiten detectar TCs en concentraciones
menores a las establecidas por la normatividad.

La metodologia propuesta es comparable con las técnicas analiticas reportadas
cumpliendo con normativas internacionales (FDA y Codex Alimentarius) con

MRL menores a 0.3 mg L, para EUAy 0.1 mg L para la Unién Europea
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6. Perspectivas

Conforme a los resultados obtenidos es necesaria la evaluacién del porcentaje de
recuperacion en muestras de leche blanco dopadas a dos niveles de concentracion,
lo que permitira valorar la exactitud del método.

La metodologia propuesta sera validada en el andlisis de residuos de TC’s en 8
muestras de leche comercial conforme los parametros analiticos obtenidos

cumpliendo con normativas internacionales (FDA y Codex Alimentarius).
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