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Antecedentes

1. ANTECEDENTES

1.1 Historia de los antibidticos

Los antibiéticos son sustancias quimicas producidas por diferentes especies de
microorganismos (bacterias y hongos) o sintetizados en laboratorio, capaces de suprimir el
crecimiento de otros microorganismos y eventualmente destruirlos. Estos compuestos difieren
marcadamente en sus propiedades fisicas, quimicas y farmacolbgicas, asi como en su
mecanismo de accion y espectro antimicrobiano, es decir, la gama de microorganismos sobre

los cuales pueden actuar [1-2].

El empleo de estos compuestos comienza cuando los chinos, hace mas de 2500 afos,
utilizaron la cascara enmohecida de la soya en el tratamiento de foranculos. En el afio 1877,
Pasteur y Joubert reconocen las potencialidades clinicas de los microorganismos como
agentes terapéuticos. Ehrlich fue el primero en formular los principios de la toxicidad selectiva,
es decir, cuando un antibiético afecta a un grupo determinado de microorganismos, y establecio
las relaciones quimicas especificas entre los parasitos y los medicamentos, el desarrollo de
resistencia a medicamentos en los parasitos y el papel de la terapéutica para combatir dicha

resistencia [2-3].

La llamada “Edad de Oro” de los antibidticos comienza en 1941 con la produccion de la
penicilina, descubierta accidentalmente en 1928 por Alexander Fleming, y su utilizaciéon con
buenos resultados en ensayos clinicos [4]. La produccion de antibidticos a gran escala se debe
a investigaciones realizadas por los ingenieros bioquimicos W. Dunn y colaboradores, quienes
aportaron nuevas técnicas para el cultivo en gran escala, sustituyendo los cultivos superficiales
por técnicas de fermentacion profunda en grandes tanques. Simultdneamente con las
penicilinas, han sido descubiertos y comercializados otros antibioticos. Ademas, se han
realizado modificaciones quimicas a estos compuestos con la finalidad de mejorar su actividad

antimicrobiana o su absorcion en el organismo [5].

El nimero de antibiéticos ha aumentado considerablemente, particularmente de aquellos

derivados de especies nuevas, 0 mutantes de organismos ya conocidos. Actualmente existen
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reportados mas de 2500, pero el nimero existente en el mercado es relativamente menor. Esto
se debe a que no todos tienen un estudio completo, ya que algunos no tienen nombre ni
estructura conocida y a otros les faltan pruebas clinicas. A pesar de esto, los antibiéticos son

los medicamentos mas numerosos en el mercado [5].

En veterinaria, los antibiéticos se emplean con fines terapéuticos y profilacticos, para tratar o
para prevenir infecciones. Sin embargo, desde la década de los cincuenta, la adicion de
antibioticos en pequefas dosis al pienso de los animales de abasto ha venido siendo una

practica habitual como promotores del crecimiento.

La propiedad de los antibiéticos de mejorar las tasas de crecimiento animal se conoce desde
finales de los afios cuarenta, cuando se observo que las aves alimentadas con productos de la
fermentacion de Streptomyces aureofaciens mejoraban su desarrollo, identificandose a la
clortetraciclina como el compuesto que influye en el crecimiento. Posteriormente se confirmé

esta propiedad en multiples antibiéticos y para diversas especies animales.

Los antibiéticos como promotores del crecimiento se han empleado en dosis subterapéuticas
durante largos periodos de la vida del animal, produciendo una ganancia de peso estimada
alrededor del 5%. EI mecanismo por el cual los antibiticos favorecen el crecimiento no se
conoce con exactitud. Basicamente actian modificando cuantitativa y cualitativamente la flora
microbiana intestinal, provocando una disminucién de los microorganismos causantes de
enfermedades subclinicas. Actdan también reduciendo la flora normal que compite con el
huésped por los nutrientes. Todo ello conduce a una mejora en la productividad y reduce la

mortalidad de los animales [6].

A pesar de los beneficios mencionados, la administracion de antibiéticos a animales de granja,
aumenta el riesgo de presencia de residuos de antibidticos en alimentos derivados. Los
alimentos que presentan mayor concentracion de antibidticos son carne, leche y miel. Es por
ello que, para la proteccion de los consumidores, se ha legislado el uso de estos

medicamentos, incluyendo el establecimiento de limites maximos de residuos [7].
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1.2 Clasificacion de los antibiodticos

Aunque los antibidticos estan constituidos por clases muy diversas de compuestos, a menudo

se clasifican en diferentes grupos. Una de las formas mas comunes de clasificarlos es segun el

mecanismo de accion, es decir, la forma en que el fArmaco actla sobre la estructura de los

microorganismos. En este caso, los antibidticos se clasifican en [8]:

1.

2.

3.

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

bacitracinas.

Antibidticos que ejercen su accion a través de la membrana celular y afectan su
permeabilidad: La membrana citoplasmatica es fundamental para la regulacion del
medio intracelular de la bacteria. Esta membrana tiene una estructura particular en las
bacterias y puede lesionarse por algunos productos, de esta forma, se obtiene una
actividad antimicrobiana selectiva. Los antibiéticos que entran en este grupo son

polimixinas, colistinas, nistatinas y anfotericina C.

Antibiéticos que inhiben la sintesis de proteinas: Estos farmacos impiden que las
bacterias sinteticen proteinas que son elementos indispensables para su supervivencia.
En este grupo, los antibidticos se dividen en aquellos que actian sobre la subunidad
30S, como aminoglucosidos, aminociclitoles y tetraciclinas, y los que actdan sobre la
subunidad 50S, como macrdlidos, lincosamidas y amfenicoles. Los antibiGticos que
actian en el mismo nivel no deben asociarse, pues compiten por el sitio de unién y se

antagonizan.
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4. Antibiéticos que inhiben la sintesis de acidos nucleicos: Son los antibiéticos que impiden
gue una bacteria sea capaz de producir los componentes fundamentales de su material
genético como el 4cido desoxirribonucleico. Entre estos antibidticos se encuentran las

guinolonas y rifampicinas.

5. Antibiéticos que antagonizan rutas metabdlicas: Por ejemplo, farmacos que interfieren

en la sintesis del 4cido félico como las sulfonamidas y trimetroprimas.

En la medicina veterinaria, uno de los antibiéticos mas empleados son las tetraciclinas debido a
su amplio espectro y bajo costo. Ademas de la prevencion y tratamiento de enfermedades de
animales de granja, estos antibiéticos también se emplean como aditivos en su alimento para

promover el crecimiento [7,9].

1.3 Tetraciclinas

Las tetraciclinas son antibiéticos producidos por el género Streptomyces, utilizados con el fin de
controlar el desarrollo de bacterias gram-positivas y gram-negativas, dentro de las cuales
presentan un mayor efecto sobre Staphylococcus, Streptococcus, Pneumococcus,
Gonococcus, Vibrio, Rickettsia, Chlamydia y Mycoplasma. Estos antibiticos, al ser
transportados al interior de las células de las bacterias, ejercen un efecto bacteriostatico ya que
inhiben la biosintesis de proteinas al unirse a la subparticula ribosomal 30S [10]. A pesar de
gue pueden establecerse diferencias especificas (origen o0 estructura quimica), sus
caracteristicas generales, como mecanismo de accién, espectro, y otras, permite describirlas
como un solo grupo [11]. Las tetraciclinas adoptan su nombre en base a su estructura quimica

compuesta por cuatro anillos, tal como se muestra en la Figura 1 [12].

Desde el punto de vista quimico, las tetraciclinas son compuestos sélidos, cristalinos, inodoros,
de color amarillo o amarillo palido, cominmente en forma de hidratos o clorhidratos. Son
solubles en soluciones diluidas de acidos y élcalis, ligeramente solubles en agua y metanol, y
practicamente insolubles en éteres y cloroformo. Su espectro ultravioleta muestra fuerte
absorcion a 270 y 350 nm. Estos compuestos tienen propiedades acido-base; la constante de
disociacion del grupo hidroxilo del anillo A es de pKa; 2.8-3.3, el grupo dimetil amino en el anillo

A tiene un pKa; de 7.3-8.3 y el grupo hidroxilo del anillo B tiene un pKas de 9.3-10.2. Las
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tetraciclinas son relativamente inestables, la luz solar genera productos de degradacion bajo
condiciones &cidas, basicas o alta temperatura [13].

Ry Rz
CHs OH Rs H
Y " OoH

D C B A

CONH2
OH
OH o) OH 0
Compuesto R1 R2 R3
Tetraciclina H H N(CHa)-
Oxitetraciclina H OH N{CH:),
Clortetraciciina Cl H N(CHa.).»

Figura 1. Estructura de las principales tetraciclinas

Existen diferentes tipos de tetraciclinas disponibles comercialmente, sin embargo, actualmente
las Unicas tetraciclinas usadas en reses, cerdos, ovejas, cabras, aves de corral y pescado son
oxitetraciclina, clortetraciclina, tetraciclina y doxiciclina. Su administracién puede ser por via
oral, a través de los piensos o disueltas en agua potable, parenteralmente o por infusion
intramamaria. La persistencia de las tetraciclinas en la sangre seguida de su absorcion, es un
significativo contraste en comparacion con otros antibioticos que son eliminados rdpidamente.
Dentro del organismo, sufren modificaciones metabdlicas minimas o nulas, y son excretadas en
orina y heces en su forma microbiol6gicamente inactiva o sin modificaciones en su estructura.
También son eliminadas en leche, alcanzando aproximadamente entre 50 y 60% de la
concentracion del antibiético en el plasma sanguineo y niveles ain mayores en leche mastitica.
Las concentraciones mas altas se alcanzan en leche ordefiada 6 horas después de dosis
parenteral, sin embargo, aun se encuentran trazas de tetraciclinas en leche ordefiada después
de 48 horas [9].

La ingesta diaria admisible (IDA) para el total de residuos de tetraciclinas, incluyendo
clortetraciclina, oxitetraciclina y tetraciclina, es de 25 pg kg* de peso corporal por dia. Sin
embargo, de la ingesta admisible de tetraciclinas el 60% proviene del consumo de leche y 40%
de la ingesta de tejidos animales. Basandose en la IDA, la FDA (Food and Drug Administration)

establecié una tolerancia de 300 pg I para la suma de residuos de tetraciclinas en leche
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(expresada como tetraciclina), o bien, para cada una de las tetraciclinas mencionadas
anteriormente [14].

1.4 Métodos de andlisis de tetraciclinas

La determinacién de residuos de tetraciclinas en productos de origen animal es de gran
importancia y ha sido el objetivo de diversos estudios analiticos empleando diversas técnicas
entre las que destacan los ensayos microbiolégicos, espectrofotometria y las técnicas de

separacion como cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) y electroforesis capilar.

Los ensayos microbioldégicos e inmunoensayos son los métodos de rutina para detectar
residuos de tetraciclinas en alimentos, sin embargo, presentan ciertas desventajas como baja
sensibilidad y selectividad, mediciones semicuantitativas de los residuos detectados y
resultados falsos positivos. La confirmacion y cuantificacion de residuos de tetraciclinas
requiere necesariamente meétodos instrumentales de analisis, destacando las técnicas

cromatogréficas [13].

1.4.1 Espectrofotometria

Debido a que las tetraciclinas son compuestos fendlicos, su determinacién cuantitativa se
puede realizar mediante técnicas espectrofotométricas para lo cual se requiere la formacion de
compuestos cuya coloracion sea proporcional a la concentraciébn. Se han desarrollado 4

alternativas simples, rapidas y sensibles que cumplen con este requerimiento [15]:

@ Método 1: Nitracibn mediante acido nitrico y sulfarico que resulta en la formacion de
derivados dinitro en la posicion orto al grupo fendlico. Posteriormente se forma un

complejo con un reactivo nucleofilico (carbanion) produciéndose un color intenso.

&® Método 2: Nitrosacion en la posicion orto al grupo fendlico al reaccionar con &cido
nitroso y una subsecuente quelacion con cobre(ll) que permite interconversiones

tautoméricas formando un compuesto de color intenso.

Johanan del Pino Espinosa Ramirez 7



Antecedentes

& Método 3: Acoplamiento con compuestos diazo en las posiciones orto- y para- al grupo
hidroxilo, la oxidacion del derivado acoplado forma una quinona-imida, cuya conjugacion
de dobles enlaces permite detectar el compuesto cromoéforo formado en la region visible

del espectro electromagnético.

&R Método 4: Acoplamiento con reactivos diazo y empleo de la molécula resultante como
agente quelante del cobre(ll) incluyéndolo en un anillo de 5 miembros. Una solucién

amatrilla es el resultado de la extraccidén en cloroformo del quelato.

Dentro de las determinaciones en la region visible se ha descrito una forma rapida de detectar
la presencia de tetraciclinas mediante un optosensor de fosforescencia a temperatura
ambiente, el cual se basa en la reaccion entre Europio(lll) y los antibiéticos buscados para
formar un quelato metélico fosforescente que se inmoviliza en una resina de intercambio i6nico
(Amberlite XAD-4) empacada en la celda de flujo. La velocidad de analisis alcanzada con este
método es de 20 muestras por hora, sin embargo, solo sirve para discriminar entre muestras
contaminadas y potencialmente contaminadas por uno o varios tipos de tetraciclinas, y no es

posible su cuantificacion [16].

1.4.2 Electroforesis capilar de zona

Las propiedades fisicoquimicas de las tetraciclinas, particularmente su naturaleza idnica,
multiples sitios de ionizacion y solubilidad en agua, facilitan su analisis mediante electroforesis
capilar, la cual es una técnica eficiente, de alta resolucién, automatizada, compatible con

diversos detectores, y de bajo consumo de muestra.

La electroforesis capilar de zona es un método muy sensible que determina ocho tipos de
tetraciclinas: clortetraciclina, demeclociclina, doxiciclina, metaciclina, minociclina, oxitetraciclina,
tetraciclina y rolitetraciclina. Generalmente se utilizan soluciones de borato de sodio y 2-
propanol como electrolitos base; los voltajes de separacién son variados y son cominmente
detectadas a 360 nm después de aproximadamente 15 minutos. Sus limites de deteccion se
encuentran entre 20 y 50 pg/kg, dependiendo del analito y las condiciones especificas de
andlisis. La limpieza de la muestra se lleva a cabo mediante extraccion en fase sélida con
cartuchos C18 [17].
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1.4.3 Cromatografia de liguidos de alta resolucidn

La cromatografia de liquidos de alta resolucion es el método de referencia para la
determinacion de tetraciclinas. Se lleva a cabo en fase reversa, con una columna de gel de
silice modificado (C18) y fase mévil a base de mezclas de acetonitrilo, metanol y soluciones
acuosas de acido oxdlico, el cual impide la formacion de complejos con iones metalicos en un
solvente organico. La proporcion adecuada de estos solventes permite una buena separacion
de las muestras. El detector mas comun es UV, a longitudes de onda de 270 y 360 nm, sin
embargo, debido a la fluorescencia que producen las tetraciclinas al formar complejos
metalicos, se ha empleado esta técnica para detectar tetraciclinas después de su degradacion
en condiciones alcalinas y la formacién de un quelato metdlico. La espectrometria de masas es

también un método de deteccion sensible en el caso del analisis de tetraciclinas [10].

Para el andlisis de tetraciclinas en muestras de alimentos se utiliza el buffer EDTA-Mcllvaine
como medio para disolver los analitos, y se realiza una posterior limpieza por extraccion en fase
sélida empleando cartuchos C18 [18-19]. Los limites de deteccion promedio alcanzados con
esta metodologia estan entre 50 y 100 ug I'* para las tetraciclinas de mayor interés en leche
[10].

1.5 Introduccién a las técnicas de preconcentracion

La determinacion de trazas de residuos y contaminantes en matrices complejas, como los
alimentos, frecuentemente requiere extracciones y tratamiento de la muestra antes del analisis
instrumental. La preparacion de las muestras es una etapa importante en el andlisis y deben
buscarse metodologias simples para minimizar el tiempo de analisis y las fuentes de error. El
grado de preparacion de la muestra depende de la matriz y de las propiedades y la
concentracion del analito que se desea determinar. Los pasos tipicos que se incluyen en el

tratamiento son: homogenizacion, extraccion, limpieza y concentracion.

Con el paso del tiempo, los limites maximos de contaminantes en alimentos establecidos por

las normas han ido disminuyendo debido a que, tanto los clientes como las autoridades
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sanitarias, exigen mayores estdndares de calidad, lo que conduce a la necesidad de
metodologias més sensibles y confiables para su determinacion [20].

Para el analisis de alimentos contaminados con tetraciclinas, éstas deben extraerse de los
tejidos o secreciones donde se encuentren mediante técnicas de extraccién con solventes
adecuados, seguido de una fase de purificacion [13]. Sin embargo, debido a que los limites
maximos permitidos por la horma para estos antibidticos en alimentos son bajos, se deben
emplear técnicas de preconcentracion que permitan el analisis de muestras reales en los casos
en que la cantidad de analito se encuentre por debajo de los limites de deteccién del método
instrumental elegido. La preconcentracion es una operacién cuyo objetivo es aumentar la
proporcion de la concentracion o cantidad de microcomponentes (elementos traza) con
respecto a los macrocomponentes (matriz) [21]. Ademas de su objetivo de enriquecimiento, las
técnicas de preconcentracion pueden servir para extraer al analito de una matriz compleja y

para su limpieza, mejorando, por lo tanto, la selectividad y estabilidad [22].

Actualmente se busca que las técnicas de tratamiento sean, ademas de eficientes, amigables
con el medio ambiente y que utilicen la menor cantidad de solvente posible, lo cual resulta
conveniente cuando se tratan muestras reales [20]. Es importante sefialar que, durante esta
etapa, se debe tener mucho cuidado para evitar la pérdida de cantidades significativas de los

analitos, de lo contrario, se podrian obtener resultados falsos negativos [23].

1.5.1 Extraccion liquido-liquido

Los analitos en solucion o muestras liquidas pueden ser extraidos por particién directa con un
solvente inmiscible. La extraccion liquido-liquido se basa en la solubilidad relativa de un analito
en dos fases inmiscibles y estd gobernada por el coeficiente de distribucidn/reparto. La
extraccion del analito se logra por la diferencia de solubilidad (polaridad) en las dos fases

liquidas inmiscibles.

La extraccion liquido-liquido es uno de los métodos de extraccion mas comunes, empleado
particularmente para compuestos organicos de matrices acuosas. Tipicamente se usa un
embudo de separacion y las dos fases inmiscibles se mezclan por agitacion y después se deja

en reposo para permitir la separacion. Para asegurar la completa extraccién de un analito en la
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fase requerida se deben repetir las extracciones, lo cual representa una gran desventaja de
esta técnica debido a que se emplea un gran volumen de solventes organicos, lo que la hace
costosa e incompatible con el medio ambiente. Ademas, debido a la baja selectividad,
especialmente en el andlisis de niveles traza, la muestra debe limpiarse o concentrarse antes

del analisis instrumental [20].

En el caso de las tetraciclinas, una primera etapa consiste en la precipitacion de proteinas
mayoritarias, utilizando una solucion de HCI-Na;EDTA, seguida de una centrifugacion y
filtracidbn. Posteriormente se realiza una extraccién liquido-liqguido de la fase acuosa con
diclorometano, el cual se evapora después de la extraccién y el residuo se reconstituye
generalmente en metanol. Esta metodologia ha sido aplicada para muestras de leche y tejidos
[24].

1.5.2 Extraccion en fase sélida

La extraccion en fase solida (SPE) es una separacion liquido-solido, donde la fase extractante
es un sorbente soélido, y ha sido usada ampliamente para eliminar y concentrar trazas de
compuestos organicos de muestras sélidas y soluciones [20]. Esta técnica ha ido reemplazando
gradualmente a la extraccion liquido-liquido y se ha convertido en la técnica de preparacion de

muestras mas comdun.

En la SPE, los analitos que se desean extraer se reparten entre una fase sélida y una liquida,
por lo que los analitos deben tener mayor afinidad hacia la fase sélida que hacia la matriz de la
muestra. Ademas de la extraccion, esta técnica es ideal para la preconcentracion y limpieza de
muestras. La limpieza es un paso importante en la determinacion de analitos a bajas

concentraciones y depende, de la complejidad de la muestra y de la forma de deteccion.

La eleccién del sorbente es el punto clave en la SPE debido a que éste controla parametros
como la selectividad, afinidad y capacidad. Para elegirlo deben considerarse las interacciones
del sorbente con los grupos funcionales de los analitos de interés, el tipo de matriz de la
muestra y su interaccion tanto con el sorbente como con el analito. Los sorbentes clasicos
incluyen fases inmovilizadas en silica de grupos organicos C8 y C18 entre otros, materiales de

intercambio de iones o de carbono, materiales poliméricos (poliestireno-divinilbenceno
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copolimero), inmunosorbentes, polimeros molecularmente impresos y tamices moleculares
[25].

La extraccion de tetraciclinas de la matriz de la muestra se realiza empleando soluciones de
Na;EDTA-buffer Mcllvaine y una posterior centrifugacion y filtracion. La extraccion en fase

sélida de estos analitos se realiza generalmente en silice modificada C18 [26].

1.5.3 Extraccion en fase sélida magnética

La extraccién en fase solida magnética (MSPE) es una técnica de limpieza y preconcentracion
gue tiene como base a la dispersion de matriz en fase sdélida (MSPD) y a las separaciones
asistidas magnéticamente. La MSPD es una técnica de limpieza en la cual se mezcla un
sorbente con la muestra; a diferencia de la extraccion en fase sélida, el sorbente es disperso en
la muestra favoreciendo el contacto con los analitos. El soporte sélido puede adsorber los
analitos contenidos en la matriz, los cuales son posteriormente eluidos con un disolvente
adecuado. Las propiedades fisico-quimicas del analito y de los componentes de la matriz
determinan la elecciébn del soporte. Entre los sorbentes reportados se encuentran los
compuestos derivados de silice y grafito, los cuales muestran gran eficiencia en la limpieza y
recuperacion de diferentes antibiéticos. La principal desventaja de la dispersion de matriz en
fase sélida radica en las etapas del procedimiento como lo son la filtraciéon o la centrifugaciéon
necesarias para acumular el sorbente para el lavado y elucion de los analitos. Estos
procedimientos son particularmente complicados cuando se utilizan micro- o nano-particulas

como soportes.

La separacion quimica asistida magnéticamente ha sido una alternativa para la preparacion de
muestras desde la década pasada [27]. Su funcionamiento se basa en el uso de soportes
magnéticos preparados por impregnacion o polimerizacion de mondmeros organicos o
inorganicos en presencia de magnetita. La MSPE se basa en la dispersion de un soporte
magnético en la muestra. El soporte con los analitos adsorbidos, se colecta mediante el uso de
un campo magnético externo sin necesidad de centrifugar o filtrar. Finalmente, los analitos son
eluidos del adsorbente y el extracto obtenido se analiza mediante la metodologia seleccionada.
Las principales ventajas de utilizar una separacion magnética son la facilidad y rapidez del

pretratamiento de las muestras [28].
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1.6 Introduccion alas técnicas de flujo

Los sistemas de flujo se basan en la insercion de un volumen de muestra a una corriente de
liguido en movimiento que contiene los reactivos necesarios para realizar el andlisis. Después
de un tiempo adecuado, la muestra, que ya ha reaccionado con los reactivos, llega al detector

donde se registra la sefial analitica [29].

Estos métodos presentan diversas ventajas, entre las que destacan: (1) mayor nimero de
analisis por unidad de tiempo, (2) mejor tiempo de respuesta (con frecuencia menos de un
minuto entre la inyeccion de la muestra y la respuesta del detector), (3) menores costos de
disolventes, ya que se pierde muy poca cantidad de reactivo (debido al diametro menor de los
tubos) y (4) el equipo es mas simple y flexible. Es util en la realizacién de analisis simultdneos
con el minimo de trabajo humano. A pesar de que su uso comenz6 en laboratorios clinicos, se
ha extendido a los laboratorios de control de procesos industriales y a la determinacién rutinaria
de un amplio espectro de especies en aire, agua, suelo, productos farmacéuticos y agricolas
[30].

El analisis por inyeccién en flujo (FIA) es un método cuyo sistema (Figura 2) consta de manera
general de una unidad de propulsién que es una bomba peristaltica, un sistema de inyeccion
gue consta de una valvula de 4 vias, un sistema de transporte y reaccion, y un sistema de

deteccidn cuya respuesta es proporcional a la concentracion inyectada [29].

GRS V
M D
= w—_ ) w

—/
BP

Figura 2. Elementos basicos de un sistema de andlisis por inyeccién en flujo (BP, bomba

peristéltica; M, muestra; DT, solucion transportadora; V, valvula de inyeccion; R, reactor;

D, detector; W, desechos)
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El consumo involuntario de alimentos con tetraciclinas representa un riesgo para la salud
humana, por lo que se han reportado diversas metodologias para su analisis, las cuales ya
fueron mencionadas; sin embargo, la complejidad y el tiempo de andlisis de la mayoria de ellas,
crean la necesidad de disefiar un método rapido que permita obtener resultados exactos y

precisos, por lo que los objetivos del presente trabajo se plantean en la siguiente seccion.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Desarrollar y validar una metodologia rapida, exacta y precisa, util en la determinacion
simultanea de residuos de tetraciclinas en leche basada en andlisis por inyeccion en flujo.

2.2 Objetivo particulares
&® Implementar un sistema de analisis espectrofotométrico en discontinuo para la
determinacion de residuos de tetraciclinas en leche empleando aminoantipirina vy

metilbenzotiazolina como derivatizantes.

&® Acoplar la metodologia en discontinuo a un sistema de andlisis por inyeccion en flujo

con deteccidn espectrofotométrica.

&R Evaluar y optimizar los factores principales que contribuyen a la respuesta con el fin de

obtener la mayor sensibilidad analitica.

& Evaluar técnicas de preconcentracion para eliminar interferencias presentes en la

muestra y lograr cuantificar las tetraciclinas en el limite que marca la norma (300 pg I%).

&R Optimizar la técnica de preconcentracion mediante extraccidn magnética en fase sélida

para acoplarla al sistema de analisis por inyeccion en flujo.

& Validar la metodologia disefiada mediante el método de referencia.
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Reactivos y soluciones

Todas las soluciones fueron preparadas disolviendo el respectivo reactivo grado analitico en
agua destilada. En el caso de las tetraciclinas, se utilizaron tres tipos (oxitetraciclina,
tetraciclina, clortetraciclina) suministrados por la casa comercial Sigma-Aldrich. Las soluciones
estandar se prepararon diariamente a partir de una solucién patrén de 1.0 g IX. Las soluciones
de los derivatizantes 3-metil-2-benzotiazolina hidrazona (MBTH) 0.10% p/v y 4-aminoantipirina
(AAP) 1.75% plv, fueron preparadas en agua destilada y solucién tampén de boratos (pH 10.0,
1.0 M) respectivamente. Como agentes oxidantes se utilizaron sulfato de cerio (IV) y amonio
5.0x10* mol I*(disuelto en H,SO4 0.1 mol 1Y) en el caso del MBTH vy ferricianuro de potasio

0.80% p/v cuando se emplea AAP como derivatizante.

El suero lacteo se obtuvo mediante dos técnicas:

a) Calentar 100 ml de leche a 50°C; y adicionar 2.0 ml de acido acético 8 mol I* agitando
lentamente la mezcla hasta precipitar por completo la grasa y la caseina. El suero
obtenido se separa por decantacion y finalmente se centrifuga a 3000 rpm por 15 min o
hasta eliminar los residuos sélidos para obtener un suero con menor turbidez [31]. Este
suero se utilizé para evaluar el efecto matriz y para la extraccion liquido-liquido.

b) Mezclar 10 ml de leche con 30 ml de solucion Mcllvane/EDTA (pH 2.90) en un tubo para
centrifuga. La solucion se agita en Vortex por un minuto y posteriormente se centrifuga
a 3000 rpm por 15 min o hasta la completa precipitaciéon de la caseina. El suero
obtenido con esta metodologia se utilizé para la extraccion en fase soélida (SPE), tal

como se especifica en la bibliografia consultada [32].

La solucion Mcllvane-EDTA usada en la precipitacion de caseina y extraccion de las
tetraciclinas de las muestras de leche se preparé adicionando 15.0 g de fosfato acido de sodio
dihidratado, 3.72 g de EDTA y 13.0 g de acido citrico monohidratado en 1.0 | de agua. El pH de
esta solucién se ajustd a 2.90 usando acido fosférico 1.0 mol I'* o hidréxido de sodio 1.0 mol I
[32].
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La leche utilizada para la evaluacion del efecto matriz y de las técnicas de preconcentracion fue
entera de marca comercial. Para el andlisis de muestras, se utiliz6 leche sin pasteurizar,
pasteurizada y ultrapasteurizada. La leche sin tratamiento térmico se adquirié de establos
cercanos a la ciudad. La leche tratada térmicamente era entera, semidescremada y
descremada, de diferentes marcas y adquirida en establecimientos comerciales.

3.2 Preconcentracion de las muestras

3.2.1 Extraccion liquido-liquido

El suero lacteo se obtuvo como se menciona en la seccion 3.1. A 100 ml de suero a
temperatura ambiente contenido en un embudo de separacion, se adicionaron 20 ml de
diclorometano; las dos fases se mezclaron por agitacion y el embudo se dejé en reposo para
permitir la separacién. Se recuperd la fraccion organica y se repiti6 la operacién.
Posteriormente se evaporo el solvente y el extracto sélido se reconstituy6 en 10 ml de buffer de
boratos [24].

3.2.2 Extraccion en fase solida

Para esta extraccion se emplearon cartuchos C18 (Sep-Pak Vac C18 1cc, Waters), los cuales
se prepararon con 2.0 ml de metanol, seguido por 2.0 ml de la solucién Mcllvane/EDTA (pH
2.90). El suero obtenido como se menciona en la seccion 3.1 se pasé por el cartucho y
posteriormente se afiadieron 2.0 ml de una solucion al 2.0% de metanol en agua para disolver
cualquier remanente de azlcares. La elucion se realizé con 3.0 ml de metanol grado HPLC. Si
el color amarillo caracteristico permanece en el cartucho, debe eluirse con metanol extra para
evitar pérdidas de tetraciclinas. Las muestras se secaron hasta un volumen aproximado de 0.2
ml y posteriormente se afiadié 1.0 ml de buffer de boratos cuando se analizaron por el sistema

FIA o con fase mévil cuando se analizaron por HPLC [32].
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3.2.3 Extraccion en fase sélida magnética

3.2.3.1 Preparacién del soporte magnético

La magnetita (FesO4) se prepard por coprecipitacion de la siguiente manera: 0.03 moles de
FeS0,4.7H,O se disolvieron en 100 ml de agua. La mezcla se calentd con agitacion hasta
alcanzar 60°C. Se burbuje6 aire en la mezcla mientras se ajustaba el pH a 10 con una solucion
de NaOH (2.0 mol I't). Después de 1 h, el precipitado magnético fue aislado del solvente con un
iman y se lavé varias veces con agua desionizada [33]. La magnetita previamente sintetizada
(1.5 g), se adicioné a un matraz que contenia 5.95 g de tetrametoxisilano disuelto en 24 ml de
una solucion compuesta por Triton X-100 (2.0% p/v), bromuro de cetiltrimetilamonio (0.2% p/v),
metanol (12.5% v/v) y 200 ul de amoniaco (28% v/v). La mezcla se calentd y se puso en reflujo
con agitacion a 120°C durante 1 h. La caracterizaciéon fisico-quimica de este soporte ha sido

descrita previamente [28].

La isoterma de sorcion de nitrégeno se realizé6 a 77°K en un analizador Micrometrics ASAP
2020. Las muestras se desgasificaron a 100°C por 10 h antes de las mediciones. El area
superficial Brunauer-Emmett-Teller (BET) se calculé a partir de los datos de adsorcién en el
intervalo de presion relativa de 0.01 a 0.20. Las curvas de distribucién del tamafio de poro se
obtuvieron de la isoterma de adsorcion, usando el método Barrett-Joyner-Halenda (BJH). La
distribucion del tamafio de particula se determiné usando un analizador Beckman Coulter LS
13320 mediante dispersion de luz utilizando un laser de longitud de onda de 750 nm. La

muestra se disperso6 en una solucién de Triton X-100 (0.2% p/v) a 25°C.

3.2.3.2 Extraccién

Se pesaron 0.3 g del soporte magnético en un tubo para centrifuga y se adicionaron 50 ml de
leche. Se dispersaron agitando mecdnicamente durante 15 minutos. Con un iman se retuvo la
fase sélida y se eliminé el exceso de leche. Se hizo un lavado con 30 ml de EDTA (0.01 mol I%)
y otro con 30 ml de agua destilada. Las tetraciclinas se eluyeron con 5 ml de metanol
acidificado con acido acético (1x10 mol I''). Durante los lavados y elucién se emplea el iman
como campo magnético externo para permitir la separacion de la fase soélida y liquida. Para el

andlisis mediante FIA se tomaron 0.5 ml de extracto metanodlico, se adicionaron 0.5 ml de
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EDTA (0.01 mol I'*) y se afor6 a 10 ml con agua destilada; para el andlisis mediante HPLC, el
extracto metandlico se filtré a través de papel de 0.45 pm previo a su inyeccion.

3.3 Construccioén del sistema FIA

El sistema FIA desarrollado para la determinacion de tetraciclinas (Figura 3) consta de una
bomba peristéltica (BP) de 4 canales (Gilson, Miniplus 3) con tubos de la misma marca. La
introduccion de las muestras y patrones en el flujo transportador se realizd utilizando una
valvula de inyecciébn de cuatro vias (V) Rheodyne. También cuenta con dos reactores,
entendiendo tales como la porcion de tubo existente entre la valvula de inyeccién y el punto de
confluencia (reactor 1) y del punto de confluencia al detector (reactor 2). Los diferentes
componentes del montaje se unieron entre si por tubos de teflon de 0.8 mm de diametro interno

de la marca Omnifit, ligadores y terminales Gilson.

El registro de las sefiales analiticas se realiz6 utilizando un espectrofotémetro UV-Vis marca
Perkin-ElImer modelo Lambda 40, acoplado a una celda de cuarzo de 18.0 ul de volumen

interno y 1.0 cm de paso Optico, marca Hellma 178.710-QS.

‘N\, R2 D
DO w

BP

Figura 3. Esquema del sistema FIA utilizado (BP, bomba peristéltica; M, muestra; DD,
solucion derivatizante; DO, solucién oxidante; V, vélvula de inyeccion; R1y R2,

reactores; D, detector; W, desecho)

3.4 Ciclo analitico del sistema FIA
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3.4.1 Sistema FIA optimizado empleando MBTH

El sistema de andlisis en flujo optimizado comienza con la inyeccién de 250 pl de muestra en la
solucion derivatizante que fluye por el canal DD, la muestra reacciona con el MBTH en R1 con
una longitud de 30 cm, posteriormente, la muestra confluye con el canal DO donde es oxidada
con Ce(lV) en R2 con una longitud de 60 cm y adquiere un color rojo que es posteriormente

detectado a 403 nm. El flujo de trabajo optimizado fue de 2.0 ml min=t.

3.4.2 Sistema FIA optimizado empleando AAP

El sistema de andlisis en flujo optimizado comienza con la inyeccién de 400 ul de muestra en la
solucion derivatizante que fluye por el canal DD, la muestra reacciona con la AAP en el reactor
uno (R1) con una longitud de 30 cm, posteriormente, la muestra confluye con el canal DO
donde es oxidada con ferricianuro en el reactor dos (R2) con una longitud de 90 cm y
adquiriendo un color rojo que es posteriormente detectado a 540 nm. El flujo de trabajo

optimizado fue de 2.0 ml min't.

Esta metodologia se basa en que, tanto el MBTH como la AAP, son compuestos diazo que
tienen la funcién de acoplarse en el anillo fendlico de las tetraciclinas para generar un derivado
gue al ser oxidado produce un cromoforo de color rojo, el cual es detectable en la region visible

del espectro electromagnético. La reaccion se muestra en la Figura 4.

OH OH 0
Ry—NHz + Ei ——= 2Ht + %"
T
H N
3 By

~[&]]8

AAP MBTH

Figura 4. Reaccion croméfora entre el fragmento fendlico de las tetraciclinas y los
diferentes agentes derivatizantes
3.5 Andlisis mediante HPLC
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La concentracion de tetraciclinas en las muestras analizadas mediante el sistema FIA se
compar6 usando HPLC, la técnica oficial de andlisis. Se utilizé un equipo HPLC marca Perkin-
Elmer Series 200 equipado con un detector UV-Vis a 360 nm, conectado a un inyector manual
con un loop externo de 20 ul; la separacion cromatografica se lleva a cabo en una columna
Spheri-5 ODS column (5um; 240x4.6 mm) de PerkinElmer a temperatura ambiente. La fase
movil utilizada consta de una mezcla acido oxalico (0.010 mol I'*)-acetonitrilo-metanol (66-17-17

v/v), a un flujo de 1.0 ml mint [32].
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Método en discontinuo

La eleccién de la longitud de onda de trabajo adecuada se determind a partir del espectro
visible de los componentes de la reaccién en la cual se basa esta metodologia (Figura 4). En la
Figura 5a se muestran los espectros de la tetraciclina (TC; 30.0 mg I?%), el blanco de reaccién
compuesto por Ce(lV) (0.2% p/v) y MBTH (0.01% p/v), y de la mezcla (TC+Ce(IV)+MBTH). La
longitud de onda que presentd un aumento con la concentracion de tetraciclinas fue la
observada a 403 nm por lo que esta longitud se eligié para el andlisis de tetraciclinas utilizando

MBTH como derivatizante.

De la misma manera se determiné la longitud de trabajo para la AAP, comparando los
espectros de la tetraciclina (TC; 30.0 mg I?%), del blanco de reaccién entre ferricianuro de
potasio (0.05% p/v) y AAP (0.01% p/v), asi como el de la mezcla (TC+ferricianuro+AAP), los
cuales se muestran en la Figura 5b. La sefial analitica que presenta un aumento mayor en

funcién a la concentraciéon de TC es la sefial registrada a 540 nm.
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Figura 5. Espectro visible obtenido de las reacciones de acoplamiento entre a)
tetraciclina (30.0 mg I'Y), MBTH (0.01% p/v) y sulfato de cerio (IV) (0.2% p/v); b) tetraciclina

(30.0 mg I'Y), AAP (0.01% p/v) y ferricianuro (0.05% p/v)
403 nm
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4.2 Optimizacion de las variables del sistema FIA

Las variables operacionales del sistema FIA se optimizaron para realizar la determinacion de
tetraciclinas en las concentraciones presentes en las muestras y para obtener la maxima

sensibilidad analitica.

En un sistema FIA, es necesaria la optimizacién de dos tipos de variables: las primeras son las
variables quimicas involucradas en un sistema especifico, tales como pH, fuerza idnica,
composicion de la solucién transportadora y concentracién de los diferentes reactivos; las
segundas son aquellas inherentes al sistema que controlan la dispersiéon o dilucion de la
muestra, tal como caudal de la solucién transportadora, el volumen de inyeccion y la longitud

del tubo donde ocurren las reacciones (reactor).

La técnica de optimizacion tradicional es univariable, es decir, se varia por turno un parametro
mientras el resto permanecen constantes. Es comun que como variable de optimizacion se
utilice la altura de la sefial analitica obtenida durante el andlisis de cierta concentracion de
analito, tomando en cuenta que a mayor altura del pico, se obtiene una mayor sensibilidad
analitica [34].

4.2.1 Optimizacion del sistema FIA empleando MBTH

4.2.1.1 Variables quimicas

En la etapa inicial de la optimizacién, se evaluaron las concentraciones de los agentes
derivatizantes y oxidantes que sirven como soluciones transportadoras. La primer variable en
evaluarse fue la concentracion de la solucion oxidante, es decir, sulfato de cerio (IV) y amonio;
para ello, los pardmetros de flujo utilizados fueron: volumen de inyeccion, 100.0 ul; caudal 1.0
ml min?; longitud de R1, 30 cm; longitud de R2, 60 cm, y concentraciones de derivatizante de
0.10% p/v y de tetraciclina de 30 mg It. Se probé el intervalo de concentraciones de 5.0x10°
mol I* hasta 1.0x10° mol I1. Como se observa en la Figura 6, la sefial aumenta con la
concentracién de oxidante, hasta alcanzar un punto maximo en 5.0x10* mol I, posterior al cual
disminuye la altura, por lo que esta concentracion se seleccioné como la mas adecuada. El

Ce(lV) es un oxidante fuerte (E°=1.44 V), por lo cual, ain a concentraciones bajas presenta
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actividad optima, mientras que a concentraciones elevadas, presenta un color con una longitud
de onda cercana a la de deteccion, produciendo una interferencia.

0.16

0.14 -
0.12
0.10

0.08 o Py

Abs (u.a.)

0.06
0.04 -
0.02

0.00 = T T T
«4.5 -4.25 -4 -3.75 -3.5 -3.25 -3 -2.75

log [Ce(IV)]

Figura 6. Variacion de la absorbancia en funcién de la concentracion de Ce(lV)

Una vez fijada la concentracion de oxidante, se evalué el derivatizante MBTH. En este caso se
probaron concentraciones de 0.10 a 0.50% p/v. La sefial analitica no presenta cambios
significativos en el intervalo de concentraciones evaluadas, como se observa en la Figura 7, por
lo que se selecciond la concentracion mas baja con la finalidad de minimizar el gasto de
reactivo. Por lo tanto, durante la optimizacion de los parametros del sistema de flujo, las
concentraciones de la solucién de MBTH y de Ce(lV) fueron 0.10% p/v y 5.0x10* mol I*,

respectivamente.
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Figura 7. Variacién de la absorbancia en funcién de la concentracién de MBTH

Johanan del Pino Espinosa Ramirez 27



Resultados y Discusion

4.2.1.2 Caudal

Se evalué el cambio en la altura de la sefial analitica al variar el caudal de 0.25 a 2.75 ml min.
Se obtuvo el promedio de las absorbancias registradas al inyectar, por triplicado, una solucion
de tetraciclinas de 30 mg I1. Los parametros de flujo utilizados fueron: volumen de inyeccion,
100.0 pl; longitud de R1, 30 cm; longitud de R2, 60 cm, y las variables quimicas optimizadas,
mencionadas en la seccién 4.2.1.1. El promedio del tamafio de la sefial analitica a los
diferentes caudales se muestra en la Figura 8, donde se observa el aumento en el tamafio de la
sefial analitica al aumentar el caudal, sin embargo, se eligi6 el caudal a 2.0 ml min* porque a
partir de éste no se observo un incremento significativo en el tamafio de la sefial y para no
incrementar considerablemente el consumo de reactivos y muestra, lo que pasaria con
caudales mas altos. La tendencia observada es caracteristica de cinéticas de reaccion
elevadas. Los caudales de trabajo bajos favorecen la dispersion de la muestra, haciendo que la

sefial se vuelva mas ancha y de menor altura [29].
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Figura 8. Variacion de la absorbancia en funcién del caudal (empleando MBTH)

4.2.1.3 Volumen de inyeccion

El volumen de inyeccién se evalué utilizando el caudal a 2.0 ml min, longitud de R1, 30 cm y
longitud de R2, 60 cm. Se probaron volumenes de 100, 150, 200 y 250ul (Figura 9) y se
compar6 el tamafio de la sefal analitica para cada valor, obteniéndose una sefial maxima con
250ul. Al aumentar el volumen de inyeccion, se incrementa la cantidad de analito y, por lo tanto,

se producen sefiales analiticas mas altas [29].
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Figura 9. Variaciéon de la absorbancia en funcion del volumen de inyeccién (empleando
MBTH)

4.2.1.4 Longitud de R1

La longitud de R1, o reactor de derivatizacion, se evalu6 en 30, 60, 90 y 120 cm. Para ello, se
mantuvieron los valores de los pardmetros optimizados hasta el momento y una longitud de R2
de 60 cm. En la Tabla 1 se observa que el reactor que presenté una mayor sefial analitica fue
el de 30 cm; a longitudes mayores, la sefial disminuy6 y se mantuvo constante. La reaccion de
derivatizacion es rapida, por lo tanto, se requieren reactores cortos para completarla. A

longitudes mayores, se favorece la difusion de la muestra, disminuyendo la sefial analitica [29].

Tabla 1. Absorbancia en funcion de lalongitud de R1 (empleando MBTH)

Longitud del R1 %DER
Y em) Abs (n=3)

30 0.061 4.4

60 0.053 3.7

90 0.053 3.5

120 0.053 1.4

4.2.1.5 Longitud de R2

Con el resto de los parametros optimizados, se evalu6 la longitud de R2, o reactor de
oxidacion. Se probaron longitudes de reactor de 30, 60, 90 y 120 cm. La sefial analitica méas
alta se obtuvo con un reactor de 60 cm, tal como se muestra en la Tabla 2. Reactores mas

cortos no permiten la completa oxidacion del compuesto, y, por lo tanto, la sefial es menory la
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variacion entre sefiales es alta; a longitudes mayores a 60 cm, se favorece la difusion de la
muestra y la sefial analitica disminuye [29].

Tabla 2. Absorbancia en funcion de lalongitud de R2 (empleando MBTH)

Longitud de R2 %DER
¥ em) Abs (n=3)

30 0.047 9.7

60 0.061 4.3

90 0.036 5.7

120 0.037 4.1

4.2.2 Optimizacion del sistema FIA empleando AAP

4.2.2.1 Variables quimicas

Como en el caso anterior, la etapa inicial de la optimizacién consiste en evaluar las
concentraciones del agente derivatizante y oxidante. Los parametros de flujo utilizados durante
la evaluacién de la concentracién del oxidante ferricianuro de potasio fueron: volumen de
inyeccion, 100.0 pl; caudal 1.0 ml min?; longitud de R1, 30 cm; longitud de R2, 60 cm, y
concentraciones de derivatizante de 2.0% p/v y de tetraciclina de 30 mg I. Se probd el
intervalo de concentraciones desde 0.2 hasta 1.0% p/v. Como se muestra en la Figura 10, la
sefial aumenta con la concentracion de oxidante, sin embargo, a partir de 0.6% p/v no se
observan cambios significativos, pero se elige la concentracion de 0.8% para garantizar el
exceso de oxidante. El ferricianuro es un oxidante medio (E°=0.36 V), sin embargo, esto
presenta una ventaja pues impide que otros componentes de la muestra también se oxiden.
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Figura 10. Variacion de la absorbancia en funcién de la concentracion de Fe(CN)e*
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Posteriormente se evalud la concentracion del derivatizante AAP, manteniendo el resto de los
parametros constantes, y utilizando la concentracion de oxidante optimizada en la etapa
anterior. Se probaron concentraciones de 0.25 a 2.00% p/v. En la Figura 11 se observa que el
tamafio de la sefial aumenta con la concentracion de AAP, hasta obtener un maximo en 1.75%
p/v. Las concentraciones de las soluciones de AAP y ferricianuro durante la optimizacién de los

pardmetros del sistema de flujo, fueron 1.75% p/v y 0.80% pl/v, respectivamente.

0.06

—~ 0.05 } } {

3 4

o ¥

s

7]

S 0.04 {

0.03 . .

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00

AAP (%)

Figura 11. Variacion de la absorbancia en funcidn de la concentracién de AAP

4.2.2.2 Caudal

Se evaluaron valores del caudal entre 0.25 a 2.75 ml min™* utilizando como parametros de flujo:
volumen de inyeccion, 100.0 ul; longitud de R1, 30 cm; longitud de R2, 60 cm, y las variables
guimicas optimizadas en la seccién 4.2.2.1. Al comparar las sefiales obtenidas al inyectar, por
triplicado, una solucién de tetraciclinas de 30 mg I'* (Figura 12), se observa que, al aumentar la
velocidad del flujo, el tamafio de las sefiales analiticas también aumenta. A pesar de no ser el
valor maximo, se eligié un valor de caudal de 2.0 ml min'! para no incrementar el consumo de
reactivos, y a la vez tener una velocidad de analisis adecuada. Como en el caso del MBTH, las
reacciones que se presentan son rapidas, por lo que el caudal debe ser alto para impedir la

difusion de la mezcla reaccionante y con ello, la disminucion de la sefial analitica [29].
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Figura 12. Variacion de la absorbancia en funcion del caudal (empleando AAP)

4.2.2.3 Volumen de inyeccion

Utilizando los valores optimizados hasta el momento, y longitud de R1, 30 cm y longitud de R2,

60 cm, se evalu6 el volumen de inyeccién probando volimenes de 50, 100, 150, 200, 250, 325,

400 y 500ul que se compararon con el tamafio de la sefial analitica correspondiente. Como se

observa en la Figura 13, el valor maximo se obtiene con un volumen de inyeccion de 400 pl. A

mayor volumen de inyeccion, mayor cantidad de analito reaccionando, lo cual se refleja en un

aumento de la sefial analitica [29]. Sin embargo, el crecimiento de la sefial no es indefinido

pues también depende de la concentracion de los otros reactivos (derivatizante y oxidante).
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Figura 13. Variacién de la absorbancia en funciéon del volumen de inyeccion (empleando
AAP)
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4.2.2.4 Longitud de R1

Para la evaluacion de la longitud de R1, se utilizaron las condiciones optimizadas para este
derivatizante y una longitud de R2 de 60 cm. Como en todos los casos, se inyectd por triplicado
una solucién de 30 mg I de tetraciclina para probar reactores con longitudes de 30, 60, 90 y
120 cm. En la Tabla 3 se muestran las absorbancias medias de las sefiales analiticas para
cada caso, y se puede observar que la sefial disminuye al aumentar la longitud del reactor,
debido a que la reaccién de derivatizacién es rapida y requiere una longitud corta que permite
gue se complete la reaccion y evita la difusién de la mezcla reaccionante [29]. Es por ello que
se eligié como reactor de trabajo el de 30 cm.

Tabla 3. Absorbancia en funcién de la longitud de R1 (empleando AAP)

Longitud de R1 %DER
”em) Abs (n=3)

30 0.124 0.4

60 0.110 12.9

90 0.111 0.9

120 0.114 3.0

4.2.2.5 Longitud de R2

Con el resto de parametros optimizados, se evalué la longitud de R2. Se probaron longitudes
de 30, 60, 90 y 120 cm. En la Tabla 4 se muestran las absorbancias para cada longitud de
reactor, obtenidas al inyectar una solucién de tetraciclina de 30 mg I, siendo el reactor de 90
cm el que presenta una mayor sefial analitica pues a longitudes menores no se completa la
reaccion de oxidacion, y por lo tanto, la sefial es menor, y a longitudes mayores, se favorece la

difusion de la muestra, disminuyendo también la sefial analitica [29].

Tabla 4. Absorbancia en funcion de la longitud de R2 (empleando AAP)

Longitud de R2 %DER
¥ em) Abs (n=3)

30 0.101 6.4

60 0.103 0.6

90 0.124 2.9

120 0.119 5.2
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4.2.3 Parametros analiticos FIA

Las lineas de calibrado de los analitos de interés (tetraciclina, clortetraciclina y oxitetraciclina), a
partir de soluciones estandar en el intervalo de concentraciones de 30 a 500 mg I?, se
realizaron en las condiciones 6ptimas encontradas, las cuales se muestran en la Tabla 5. La
altura de la sefal obtenida para cada concentracion se midié por triplicado, y la linea de
calibrado se obtuvo con las alturas medias. Los pardmetros analiticos para la AAP y el MBTH,

los cuales se muestran en la Tabla 6, se obtuvieron a partir del FIAgrama (Figura 14) de cada

analito.
Tabla 5. Condiciones 6ptimas de las variables del sistema FIA
MBTH AAP
Parametro Valor Intervalo Valor
Intervalo evaluado " "
optimo evaluado 6ptimo
Caudal (ml min't) 0.25a2.75 2.0 0.25a2.75 2.0
Volumen de inyeccion (L) 100.0 a 250.0 250.0 50.0 a 500.0 400.0
Longitud de R1 (cm) 30.0a120.0 30.0 30.0a 120.0 30.0
Longitud de R2 (cm) 30.0a120.0 90.0 30.0a120.0 60.0
[Derivatizante] (Yop/v) 0.05a0.50 0.10 0.25a2.00 1.75
[Oxidante] 5x10° a 1x10°mol I 5x10*mol I 0.2a1.0% p/v  0.8% p/v

Tabla 6. Limites de deteccion y sensibilidades analiticas obtenidos para las tetraciclinas
evaluadas utilizando AAP y MBTH. Unidades: concentracién, mg |; sensibilidad

analitica, Abs | mg?

AAP MBTH
Analito Limite de Sensibilidad Limite de Sensibilidad
deteccion analitica (x103) deteccion analitica (x103)
Tetraciclina 19.46 1.63+0.44 29.34 1.23+0.12
Clortetraciclina 18.04 1.51+£0.21 73.98 2.01 £0.50
Oxitetraciclina 21.49 1.59+0.27 34.00 0.90£0.10
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Figura 14. FIAgrama representativo obtenido para la tetraciclina utilizando MBTH como
derivatizante

Las sensibilidades obtenidas a partir de la reaccién con AAP son estadisticamente similares
debido a que sus intervalos de confianza se traslapan, permitiendo el analisis global de las
especies. Ademas, el limite de deteccién para el andlisis con este derivatizante se encuentra en
torno a los 20.0 mg I%, el cual es inferior y mas homogéneo que el obtenido con MBTH. Por lo
tanto, el andlisis global de las tetraciclinas de interés es mas conveniente utilizando AAP como

derivatizante.

4.2.4 Evaluacion del efecto matriz

Antes de comenzar con el analisis de muestras, se evalu6 el efecto matriz. Para ello, se
doparon muestras de suero de leche (ver seccién 3.1) a tres niveles de tetraciclinas (100, 200 y
300 mg I') para determinar su concentracién y posteriormente, determinar el grado de
recuperacion. Las muestras dopadas se analizaron empleando la metodologia optimizada con
AAP como derivatizante. Las recuperaciones obtenidas en todos los casos fueron mayores al

200%, lo que indica que el efecto matriz es positivo. Este efecto Unicamente se eliminé al diluir
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10 veces el suero dopado, lo cual limita su aplicaciébn en muestras reales. Sin embargo, otro
método para eliminar el efecto matriz, consiste en un pretratamiento de la muestra que permita
simultdneamente, eliminar las interferencias contenidas en la matriz y concentrar los analitos
contenidos en la muestra, de manera que puedan cuantificarse y detectarse, con el método

disefiado, las concentraciones maximas permitidas por la norma.

4.3 Preconcentracidn de las muestras

Debido al efecto matriz y a los limites de deteccién y cuantificacién altos, comparandose con
los limites maximos que exige la norma para las tetraciclinas (300 pg I?), se emplearon
técnicas de preconcentracion de las muestras para aumentar la proporcién de tetraciclinas en
relacion con el liquido que las disuelve y asi permitir su analisis mediante el sistema FIA
optimizado. Los resultados obtenidos para cada una de las técnicas evaluadas se describen en

las siguientes secciones.

4.3.1 Extraccién liquido-liquido

Para la extraccion liquido-liquido se doparon muestras de suero de leche (ver seccién 3.1) a
tres niveles de tetraciclinas (6.0, 12.0 y 18.0 mg I'%); para ello, se adicion6 cada tetraciclina de
interés (clortetraciclina, tetraciclina y oxitetraciclina) en una tercera parte de la concentracion,
para gue su suma alcanzara la concentracion final afiadida. Las recuperaciones obtenidas
después de la extraccion y analisis mediante el sistema FIA optimizado con AAP se muestran
en la Tabla 7, donde se observan recuperaciones bajas en todos los casos. Otra desventaja es
el alto consumo de solventes, en este caso organoclorados, lo que hace a esta técnica costosa
e incompatible con el medio ambiente. Debido a esto, la extraccion liquido-liquido no es

adecuada para la preconcentracion de tetraciclinas.

Tabla 7. Recuperaciones obtenidas mediante extraccién liquido-liquido

Concentracién

Concentracion Recuperacién

afadida (mg 1) re‘(;r‘:]%elr_f‘)da (%)
6.00 3.85 64.1
12.00 3.85 32.0
18.00 5.59 31.1
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4.3.2 Extraccion en fase sélida

Para evaluar la extraccion en fase sélida, tres muestras de leche se doparon con tetraciclinas
de la misma forma que para la extraccién liquido-liquido. Los porcentajes de recuperacién se
muestran en la Tabla 8, donde se observa que las recuperaciones son adecuadas a
concentraciones altas, sin embargo, a concentraciones bajas el porcentaje de recuperacion es
doble. Esto se debe a que una porcién de las proteinas del suero de leche son retenidas en el
cartucho C18 y por lo tanto, se eluyen junto con las tetraciclinas. Estas proteinas poseen un
color amarillo que afecta positivamente el porcentaje de recuperacion a concentraciones bajas
de analito. Debido a que la concentracion maxima de tetraciclinas permitida por la norma es
menor a las evaluadas, y a que a estas concentraciones se presenta un error positivo en las
recuperaciones, la extracciébn en fase soélida no es adecuada para la preconcentracion de

tetraciclinas en muestras de leche para su determinacion mediante el sistema FIA propuesto.

Tabla 8. Recuperaciones obtenidas mediante extraccion en fase sdlida

Concentracién Concentracion Recuperacién
recuperada b

afiadida (mg 1) (mg I) (%)
6.00 10.93 182.2
12.00 11.91 99.3
18.00 15.03 83.5

4.3.3 Extraccion en fase s6lida magnética

4.3.3.1 Caracterizaciéon del soporte magnético

La isoterma de adsorcion-desorcién de N, y el correspondiente BJH de distribucién del tamafio
de poro del soporte magnético se muestran en la Figura 15. El material muestra una isoterma
tipo IV caracteristica de materiales mesoporosos con distribucion de tamafio de poro uniforme.
El tipo de histéresis es H1, lo cual se atribuye a poros cilindricos abiertos por ambos extremos.
El area superficial BET, volumen de poro y diametro de poro fueron 346 m?g?*, 0.6 cm® gty 7.0
nm, respectivamente. El area BET de silice pura es mayor que la obtenida en el soporte
magnético, sin embargo, la incorporacién de la magnetita disminuye la porosidad y el area
superficial de los solidos, pero presenta caracteristicas adecuadas para su uso como sorbente
en MSPE [35].
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Figura 15. (a) Isoterma de adsorcion-desorcidon de N2 y (b) distribucidon del tamafio del

poro del soporte magnético

La distribucion del tamafio de particula para el soporte magnético se muestra en la Figura 16.
El polvo sintetizado presenta un intervalo de tamafio de particula entre 1.1 a 10.0 pm con un
diametro promedio de 2.0 pm. La sintesis del soporte magnético por polimerizacion en
emulsion juega un papel importante en la formacion de materiales de mesoestructura

homogénea con respecto al proceso sol-gel sin surfactante [36].

Yolumen (%)
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Figura 16. Distribucién del tamafio de particula para el soporte magnético
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4.3.3.2 Optimizacion de la metodologia

Las variables de la extraccién en fase sélida magnética se optimizaron para permitir la mayor
eficiencia en la preconcentracion de tetraciclinas presentes en las muestras de leche. Para ello
se utilizé un disefio de pardmetros de Taguchi (TPD) que proporciona la informacién necesaria
utilizando un minimo de experiencias. El TPD utiliza una serie de matrices de disefio especiales
(arreglos ortogonales), en las cuales, las columnas (los factores y sus interacciones) y las filas
(experiencias) son colocadas de manera adecuada, indicando la combinacion de factores y
niveles de cada experimento, permitiendo ademas la evaluacién de distintos parametros con un

namero bajo de experiencias [37].

La optimizacion de sistemas mediante TPD involucra 5 pasos basicos:
1. La eleccion de la variable de salida a optimizar
La identificacion y seleccién de los factores que afectan al sistema
La eleccién del arreglo ortogonal adecuado y de los niveles de los factores
El andlisis de los resultados para encontrar los valores 6ptimos

a > w N

La confirmacién del valor éptimo mediante la realizacion de la curva de calibraciéon en
las condiciones Optimas predichas

Como factor objetivo o respuesta, se seleccioné el porcentaje de recuperacion, el cual se desea
gue adquiera un valor maximo y que se relacione con la obtencion de pardmetros analiticos

adecuados.

En la extraccién en fase sélida magnética, los principales parametros operacionales son:
e pH de la muestra
e Cantidad del soporte magnético
e Tiempo de dispersion entre el soporte y la muestra

e Concentracion de &cido acético en el eluyente (metanol)

El pH de la muestra es un factor a controlar debido a la naturaleza anfotérica de las
tetraciclinas; con la cantidad del soporte magnético se varia la superficie de contacto que
tendran los analitos para adsorberse; el tiempo de dispersion debe ser suficiente para

completar la adsorcién de los analitos en el soporte magnético, y finalmente la acidificacion del
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solvente permite evaluar el efecto que tiene la ionizacion en la elucion de las tetraciclinas del

soporte magnético [25].
El arreglo ortogonal que permite el andlisis de cuatro factores es el Lo(3%), esto involucra elegir
3 niveles para cada uno de ellos, los cuales fueron elegidos mediante experimentos previos.

Los valores seleccionados para los distintos factores se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Factores y niveles elegidos para la optimizacién

Factor Notacion Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
pH A 6.0 7.0 8.0
Cantidad de soporte (g) B 0.1 0.2 0.3
Tiempo de dispersién (min) C 5 10 15
Acidificacién (mol I%) D 0.000 0.001 0.010

En la Tabla 10 se muestra la matriz de disefio y los resultados obtenidos. Cada una de las
experiencias se realizé por triplicado, para calcular el valor residual, de modo que se hicieron
27 experiencias (9 experimentos X 3 réplicas). Durante el proceso de optimizacién se uso6 una
solucién de 9 mg I de las tetraciclinas de interés (oxitetraciclina, clortetraciclina y tetraciclina),

es decir, 3 mg I'* de cada una de ellas.

Tabla 10. Matriz de disefio ortogonal Lo(3%) utilizada para la optimizacion de la extracciéon
en fase sdlida magnética y respuesta promedio obtenida de cada uno de los

experimentos (n=3)

Exp Control factores y niveles Recuperacién
A B C D promedio
1 1 1 1 1 56.51
2 1 2 2 2 74.94
3 1 3 3 3 95.00
4 2 1 2 3 82.31
5 2 2 3 1 75.55
6 2 3 1 2 90.70
7 3 1 3 2 75.14
8 3 2 1 3 64.70
9 3 3 2 1 69.41
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Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente para ajustar el valor de cada
variable a su nivel éptimo. Todos los calculos fueron realizados utilizando el programa Minitab
v15.0. Los resultados del andlisis de varianza (ANOVA) regular se muestran en la Tabla 11.
Las variables criticas del sistema fueron identificadas a través del valor de la varianza
proporcional (F) y el valor critico F21s (3.55 para un 95% de nivel de confianza), deduciéndose
gue todas las variables son criticas en el sistema (Fca>Fcriica). Todos los factores tienen una
contribucién similar, por lo tanto, todos tienen gran influencia en la metodologia de

preconcentracion [37].

Tabla 11. Andlisis de varianza regular

Origen de la Varianza Contribucion
varianza promedio (F) (%)
A 13.09 25.4
B 13.61 26.4
C 11.32 21.9
D 13.56 26.3

En la Figura 17 se muestran los niveles éptimos encontrados, los cuales son: pH de la muestra,
7.0; gramos de soporte magnético, 0.3; tiempo de dispersion entre la muestra y el soporte, 15
min, y grado de acidificacion del eluyente, 0.01 mol I1. El pH indica el grado de disociacién de
las tetraciclinas, siendo un valor neutro el que mejora la adsorcion; por otro lado, la cantidad de
soporte y el tiempo de dispersion indican que deben situarse en su valor maximo con la
finalidad de intentar alcanzar el equilibrio durante la adsorcion de las tetraciclinas presentes en
la muestra, finalmente, se demuestra que los analitos son eluidos en su forma ionizada, sin
embargo, se selecciona una concentraciéon de 0.001 mol I* debido a que a concentraciones

mayores de acido se disuelve la magnetita contenida en el soporte.
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Figura 17. Efecto de la interacciéon de factores control en los valores de tetraciclinas. A,
pH de la muestra; B, gramos de soporte magnético polar; C, tiempo de dispersion, y D,
grado de acidificacion del eluyente

4.3.3.3 Parametros analiticos y recuperaciones

Bajo las condiciones 6ptimas encontradas se realizé la linea de calibrado utilizando muestras
de leche dopada con concentraciones de tetracilina entre 200 y 800 mg . Las soluciones
estandar se analizaron mediante el sistema FIA optimizado, utilizando AAP como derivatizante.
La altura de la sefal obtenida (u.a.) se midié por triplicado, construyéndose la linea de
calibrado a partir de las alturas medias. La linea de calibrado muestra una dependencia lineal
entre la intensidad media de la sefial y la concentracion de analito presente en la solucion
estandar. El FIAgrama obtenido en condiciones de preconcentracién optimas y los parametros
de regresion de la linea de calibrado se muestran en la Figura 18 y la Tabla 12,
respectivamente.
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Figura 18. FIAgrama correspondiente a la inyeccién de soluciones estandar de

tetraciclina en leche

Tabla 12. Parametros de regresién de la linea de calibrado, altura (u.a.) vs concentracién

de tetraciclina (mg 1)

Parametro Valor
Raiz cuadrada de la varianza residual, Se 0.0012
Ordenada en el origen, boxts(bo) 0.001 £ 0.003
Pendiente, bi*ts(b:) (Abs | mg?) 0.156 + 0.006
Intervalo lineal (ug 1) 75.0 - 800.0
Limite de deteccion (ug 1) 25.0
Repetitividad (%DER, n=3, 400 ug I%) 0.28
Reproducibilidad (%DER, n=3, 600 ug ') 2.56
Velocidad de muestreo (muestras ht) 54
Coeficiente de correlacion (r?) 0.999

Antes de aplicar la metodologia de analisis a muestras de leche, se realiz6 el andlisis de
muestras dopadas de manera simultanea con las tres tetraciclinas de interés a 3 diferentes

niveles. La concentracion se expresa como la sumatoria de las concentraciones individuales de
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acuerdo a la normativa de la FDA [14]. Los valores seleccionados corresponden a 0.5, 1.0y 2.0
veces el limite maximo permisible. Los resultados obtenidos de la recuperacion se presentan
en la Tabla 13, los cuales permiten afirmar que la preconcentracion de tetraciclinas en
muestras de leche es posible mediante el método propuesto, ya que la recuperaciéon fue mayor
al 80% [9]. Ademas de la adecuada recuperacion, esta técnica de preconcentracion presenta
diversas ventajas sobre las otras metodologias evaluadas tales como facilidad y rapidez del

pretratamiento, asi como una eficiente limpieza de la muestra.

Tabla 13. Recuperacién de tetraciclinas (media 'y %DER, n=3) en muestras de leche
dopadas. Unidades de concentraciéon g I

Concentracion Concentracion Recuperacién
Afiadida encontrada (%)
150.0 123.9 (5.3) 82.6
300.0 275.6 (2.0) 91.9
600.0 531.1 (2.4) 88.5

4.4 Andlisis de muestras

La metodologia optimizada, es decir, la preconcentracion mediante extraccion en fase sélida
magnética acoplada al sistema FIA, se aplicé a muestras de leche disponibles en el mercado
(pasteurizadas y ultrapasteurizadas), asi como leche sin pasteurizar adquirida en establos. Se
analizaron un total de 22 muestras: 13 de leche ultrapasteurizada, de las cuales 2 sobrepasan
los limites maximos permitidos por la norma con concentraciones de 355 y 322 ug I'%; 4 de
leche pasteurizada, resultando positivas 2 de ellas con concentraciones de 358 y 433 ug I, y 5

muestras sin pasteurizar, de las cuales ninguna sobrepasé los limites de la norma (300 ug I'%).

La concentracién de las muestras positivas de leche ultrapasteurizada también fue determinada
por el método de referencia (SPE-HPLC). Para la validacion de la técnica de preconcentracion,
se realizo el pretratamiento propuesto a las muestras y posteriormente se analizaron mediante
HPLC. En la Tabla 14 se muestra la media de las concentraciones obtenidas por estas tres
metodologias. Se realiz6 un andlisis de varianza de dos vias a los resultados obtenidos
mediante las diversas metodologias, los resultados se muestran en la Tabla 15. Los valores de
Fcacuada fueron comparados con los de Feiica. EsSte andlisis reveld que existen diferencias
significativas entre las muestras, mientras que para las metodologias no hay diferencia

significativa entre los resultados provenientes de cada una de ellas, lo que demuestra que la
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metodologia propuesta proporciona resultados exactos, y que la técnica de preconcentracion
es robusta ya que permite acoplarse a diferentes metodologias de analisis.

Tabla 14. Contenido de tetraciclinas (media y %DER, n=3) en muestras de leche
determinado por el método de analisis propuesto y comparacion con SPE-HPLC y MSPE-
HPLC. Unidades de concentracién pg I

Muestra MSPE-FIA SPE-HPLC MSPE-HPLC
1 358.4(2.0) 355.9(0.7) 359.4(1.7)
2 433.4(1.9) 435.2(1.3) 436.0(0.4)

Mediante el analisis por HPLC se pudo identificar cada una de las tetraciclinas presentes en las
muestras positivas. El cromatograma obtenido del analisis de leche mediante la metodologia de
preconcentracion propuesta y la de referencia se muestra en la Figura 19, donde se observa
gue la oxitetraciclina es la tetraciclina que predomina. Ademas, al comparar mediante este
cromatograma las técnicas de preconcentracion, se observa que la MSPE es una metodologia
mas eficiente que la SPE en la limpieza de las muestras, disminuyendo la interferencia de otros

componentes de la muestra que afectan las sefiales analiticas.
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Figura 19. Cromatograma de la (a) solucion estandar de tetraciclinas, comparado con
muestras de leche analizadas mediante (b) SPE-HPLC y (¢) MSPE-HPLC
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Tabla 15. Andlisis de varianza de dos vias del contenido de tetraciclinas determinado por

el método de analisis propuesto y comparacion con SPE-HPLC y MSPE-HPLC

Fuente de Grados de Suma de

variacion libertad cuadrados Varianza Fealculada Fertica
Muestra 1 26665.1 26665.1 817.61 4.75
Método 2 15.7 7.9 0.24 3.89
Interaccién 2 14.1 7.1 0.22 3.89
Residual 12 3914 32.6
Total 17 27086.3

El método disefiado (MSPE-FIA) presenta diversas ventajas sobre el de referencia (SPE-
HPLC), entre las que destacan la rapidez tanto del pretratamiento de la muestra, debido a la
eliminacion de etapas como la precipitacion de la caseina, asi como del andlisis, en el cual se
obtuvo una velocidad de muestreo de 54 muestras h*. Adicionalmente, esta técnica es mas

sencilla y el equipo es de menor costo.
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5. CONCLUSIONES

1.

3.

El sistema FIA con deteccion espectrofotométrica desarrollado es un método sencillo
basado en el uso de 4-aminoantipirina como derivatizante y ferricianuro como oxidante
que permite el andlisis de 54 muestras h' proporcionando resultados exactos y
precisos.

La extraccion en fase sdélida magnética permitid la limpieza y concentracion, con
recuperaciones adecuadas, de residuos de tetraciclinas presentes en muestras de
leche, demostrando ser un método rapido y robusto al poder acoplarse a otras
metodologias de andlisis.

Se desarrollé una metodologia de analisis basada en la extraccion en fase sélida
magnética acoplada a un sistema de andlisis por inyeccién en flujo (FIA) con deteccién
espectrofotométrica para la determinacion simultdnea de residuos de las tetraciclinas de
mayor interés (tetraciclina, clortetraciclina y oxitetraciclina) en muestras de leche, el cual

no habia sido reportado en el analisis de este tipo de antibittico.
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