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RESUMEN 

Existen diversas técnicas analíticas para la detección de residuos de antibióticos en 

alimentos,  pero muchas de ellas presentan importantes desventajas que derivan en la 

necesidad de buscar nuevos métodos más sensibles, selectivos, rápidos y económicos. 

Recientemente, en el área de los nanomateriales se está haciendo un gran esfuerzo 

investigador con el objetivo de desarrollar nuevos métodos de análisis basados en las 

especiales características físico-químicas que poseen, en particular, las nanopartículas 

de óxidos metálicos, como pueden ser una gran área superficial, características 

luminiscentes notables, capacidad de catálisis, etc. Asimismo, las técnicas luminiscentes 

ofrecen una especial sensibilidad y selectividad en el desarrollo de nuevos métodos de 

análisis. 

En el presente proyecto hemos abordado dos líneas de trabajo. Por una parte, la 

evaluación de nanopartículas de ZnS y de nanopartículas de ZnS dopadas con Eu (III), 

como medio para retener tetraciclina en disolución. La posibilidad de interacción de la 

tetraciclina con la superficie de las nanopartículas (a través de la formación del 

complejo tetraciclina-Zn) y las características luminiscentes del sistema, han sido la 

base de la hipótesis de trabajo.    

Por otra parte, también hemos evaluado la posibilidad de utilizar el complejo 

tetraciclina-terbio como sistema luminiscente para la determinación de tetraciclina en 

muestras de leche, una vez separado el antibiótico de la muestra. Hemos tomado como 

modelo, la tetraciclina puesto que es uno de los antibióticos más utilizados en el ámbito 

veterinario y ganadero, siendo la detección en leche la finalidad principal de estos 

estudios por ser el sector lechero uno de los sectores alimentarios de mayor relevancia a 

nivel mundial y que más ha ido aumentando en los últimos años. 
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ABSTRACT 

There are different analytical techniques to determine antibiotic residues in food; 

however, many of them have important drawbacks that prompt to search for new 

methods highly sensitive, selective, cheap and faster. 

Recently, in the nanomaterials area, a great research effort is being done with the aim to 

develop new analytical methods based on the unique physical and chemical 

characteristics of the nanomaterials, particularly metal oxide nanoparticles, such as the 

large surface area, the luminescent properties, catalyst properties, among others. Also, 

luminescent techniques offer sensitivity and selectivity for developing new analytical 

methods. 

In the present project, two working lines have been addressed. Firstly, we performed the 

evaluation of ZnS nanoparticles and Eu (III) doped ZnS nanoparticles with the aim to 

retain tetracycline in solution. The possibility of interaction of tetracycline with the 

nanoparticle surface (through the formation of tetracycline-Zn complex) and the 

intrinsic luminescent properties of the system were the base of the hypothesis. On the 

other hand, we have also evaluated the tetracycline-terbium complex as luminescent 

system for tetracycline determination in milk samples, once the antibiotic was extracted 

from the samples.  

We have use tetracycline as model antibiotic as it is one of the most used in the 

veterinary and livestock and milk as model sample as the daily market is one of the 

most worldwide relevant and developed in the last years. 
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1.-INTRODUCCION 

1.1. Importancia del uso de antibióticos en la ganadería 

Los antibióticos son compuestos orgánicos que se caracterizan por ser tóxicos, letales e 

inhibidores del crecimiento de ciertos microorganismos. En función de la capacidad del 

antibiótico de afectar a las distintas especies de microorganismos pueden clasificarse en 

antibióticos de amplio espectro, cuando actúan sobre múltiples especies de bacterias, o 

de espectro restringido cuando actúan solo sobre unas pocas especies. 

En los últimos años, estas sustancias se han convertido en un pilar importante para el 

tratamiento de enfermedades tanto en la medicina humana como en la veterinaria, sector 

este último en el que debido principalmente al aumento del número de industrias 

cárnicas y lecheras y, por tanto, al aumento de las exigencias de producción, se ha 

producido un incremento en la tendencia de administrarlos de forma habitual, en 

muchos de los casos por vía directa (inyecciones intravenosas y/o intramusculares), 

generalmente para los casos de prevención de las enfermedades bacterianas más 

comunes y también como aditivos en las comidas y en las aguas destinadas al consumo 

del animal, de forma que actúen como promotores del crecimiento del animal 

favoreciendo el control de la flora bacteriana, lo que deriva en un mayor 

aprovechamiento de los nutrientes y un aumento considerable del peso con la 

consiguiente mejora en la producción y por tanto,  en la competencia en los mercados. 

Además de este uso indiscriminado e irracional de antibióticos por parte de 

determinados sectores, motivado principalmente por razones económicas, también 

destacan aquellos casos en los que los encargados de administrar los antibióticos 

desconocen los efectos que puede ocasionar su uso descontrolado como puede ocurrir, 

por ejemplo, en el caso de los responsables de pequeñas ganaderías. 

Otro de las causas más destacadas y que finalmente derivan en  la presencia de 

antibióticos en los alimentos es el uso prolongado en el tiempo de dichos antibióticos  

respecto al tiempo recomendado por los especialistas o, en el caso de la ganadería 

lechera, el no respetar los períodos de cuarentena diseñados para la correcta eliminación 

de los restos de antibióticos a través de la leche  con lo que el consumidor se expone al 

consumo de leche con concentraciones de antibióticos potencialmente peligrosas. 
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Este uso excesivo de antibióticos en animales destinados al consumo humano, está 

generando una gran preocupación en las instituciones sanitarias ya que puede derivar en 

el desarrollo de múltiples problemas y/o alteraciones de la salud como pueden ser: 

-  Reacciones alérgicas. 

- Efectos genotóxicos y/o carcinogénicos. 

- Aparición de microorganismos resistentes a dichos antibióticos, con la 

consiguiente alteración del tratamiento de determinadas enfermedades. 

- Reducción de la síntesis de vitaminas. 

- Alteración de la flora intestinal. 

De todos los antibióticos existentes, la mayoría de los destinados al tratamiento del 

ganado se incluyen dentro de los grupos conocidos como antibióticos β-lactámicos, 

aminoglucósidos, macrólidos, tetraciclinas, sulfamidas, fenicoles y fluoroquinolonas 

cuyas características se describirán más detalladamente en el apartado de 

consideraciones teóricas y experimentales. 

A continuación, aparece representando en un gráfico de sectores el porcentaje de 

abundancia correspondiente a cada familia de antibióticos anteriormente citada. 

 

Figura 1.-Distribución de determinadas familias de antibióticos en los alimentos. [1]. 

Preocupa especialmente el caso de la leche debido a que, como se puede observar en la 

Figura 2, la leche es uno de los alimentos más demandados y consumidos por la 

población, por tanto, es importante llevar un control de la calidad de la misma siendo 

clave el análisis de la presencia de antibióticos u otras sustancias antimicrobianas. 
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Figura 2. Crecimiento de la demanda mundial de lácteos entre 1996-2011. [2]. 

Existen numerosas técnicas para la detección de antibióticos en alimentos, destacan 

sobre todo el uso de técnicas cromatográficas, técnicas inmunológicas, técnicas 

microbiológicas y biosensores [3] las cuales serán descritas más ampliamente en el 

apartado de consideraciones teóricas y experimentales, sin embargo, la gran mayoría 

presenta múltiples inconvenientes, entre los que destaca el alto coste o tiempos de 

análisis altos, que hacen necesario la búsqueda de nuevos métodos de detección, siendo 

ésta la idea impulsora de este estudio. 

1.2. Objetivos. 

 Síntesis y caracterización de nanopartículas de ZnS y de nanopartículas dopadas 

con Eu (III). 

 Estudiar la interacción de las nanopartículas sintetizadas con tetraciclina y 

evaluar dicha interacción como sistema para la detección del antibiótico. 

 Evaluación de las características luminiscentes del complejo tetraciclina-terbio 

como base para la detección de tetraciclina. 

 Ensayos de los anteriores sistemas en muestras reales de leche. 
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2.-CONSIDERACIONES TEÓRICAS Y EXPERIMENTALES 

2.1.- Antibióticos: presencia en alimentos y grupos más importantes. 

Como se he citado anteriormente, en el ámbito de la ganadería destacan sobre todo el 

uso de antibióticos β-lactámicos, aminoglucósidos, macrólidos, tetraciclinas, 

sulfamidas, fenicoles y fluoroquinolonas, a continuación, se describen más 

ampliamente: 

- Los antibióticos β-lactámicos son los más ampliamente utilizados en el ámbito 

veterinario. Se caracterizan por la presencia de un anillo β-lactámico (Figura 3, 

resaltado en rojo) en su estructura y actúan inhibiendo la síntesis del peptidoglicano que 

conforma la pared celular bacteriana, por lo que contribuye a la desintegración de la 

misma. 

 

Figura 3. Estructura química de antibióticos β-lactámicos [3]. 

Penicilinas Cefalosporinas 

Amoxicilina Cefacetrilo 

Ampicilina Cefalexina 

Benzopenicilina Cefalona 

Cloxacilina Cefapirina 

Dicloxacilina Cefazolina 

Nafcilina Cefoperazona 

Oxacilina Cefquinoma 

 

Tabla 1. Ejemplos representativos de los diferentes antibióticos β-lactámicos [3]. 
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- Las fluoroquinolonas (FQs) constituyen un grupo importante de antibióticos sintéticos. 

Se caracterizan porque la mayoría no se metabolizan completamente en el organismo de 

modo que son excretados en su forma activa y pasan al entorno pudiendo llegar a las 

reservas de agua. Así, se ha comprobado en varios estudios la presencia de altos niveles 

de FQs en aguas superficiales, aguas profundas y aguas de bebida, presentando un 

importante riesgo para la salud humana. 

-Los aminoglucósidos constituyen una familia de antibióticos que presentan una 

estructura  caracterizada por tener dos o más grupos amino unidos mediante enlaces 

glucosídicos a un grupo aminociclitol [4] y son antibióticos que actúan inhibiendo la 

síntesis proteica de la bacteria mediante la unión a la subunidad ribosomal 30S, 

causando daños irreversibles en dicha bacteria. Dentro de este grupo de antibióticos 

destacan los antibióticos gentamicina, kanamicina y neomicina, estreptomicina y 

dihidroestreptomicina.  

 

Figura 4.-  Estructura química de un antibiótico aminoglucósido (gentamicina) [4]. 

-Los macrólidos son una familia de antibióticos que presentan una estructura 

caracterizada por tener un anillo lactónico macrocíclico (Figura 5) unido por enlace 

glucosídico a desoxiazúcares aminados [4]. Actúan  inhibiendo la síntesis proteica de la 

bacteria mediante la unión a la subunidad  ribosomal 50S causando, como los 

anteriores,  daños no reversibles en dicha bacteria. Dentro de este grupo de antibióticos 

destacan la tilosina, la espiramicina y la eritromicina. 
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Figura 5. Estructura básica de la eritromicina. El anillo macrólido es la lactona (ester 

cíclico) en la parte superior izquierda [4]. 

-Las tetraciclinas constituyen una familia de productos naturales (clortetraciclina, 

oxitetraciclina, tetraciclina y demeclociclina) y semisintéticos (metaciclina, doxiciclina, 

minociclina, limeciclina, rolitetraciclina y tigeciclina) derivados de diferentes especies 

de Streptomyces sp., y que actúan inhibiendo la síntesis de las proteínas bacterianas. 

Todas poseen estructura tetracíclica lineal (Figura 6), con diferentes grupos funcionales, 

lo que ha dado lugar a tres generaciones de antibióticos, según el orden de su 

descubrimiento: [5] 

 1) clortetraciclina, oxitetraciclina, tetraciclina, demeclociclina, rolitetraciclina, 

limeciclina y clomociclina (1948-1963). 

 2) metaciclina, doxiciclina y minociclina (1965-1972). 

  3) glicilciclinas (1993) 

 

Figura 6. Estructura de la tetraciclina [5]. 

-Las sulfamidas fueron los primeros agentes antibacterianos empleados en el 

tratamiento de las infecciones humanas. Constituyen una familia de antibióticos 

descubierta en la década 1930-1940, son sintéticos de amplio espectro y derivan de la 

sulfonamida. Su mecanismo de acción se basa principalmente en la inhibición de la 

síntesis de ácidos nucleicos de la bacteria. Se eliminan del organismo por la orina, 
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principalmente, parte sin metabolizar y parte en forma de conjugados entre 11-24 horas 

después de su ingestión. Es de los antibióticos que más resistencias ha desarrollado a lo 

largo de los años al ser de los primeros que se emplearon para el tratamiento de 

enfermedades. Estructuralmente presenta relación con el ácido para-aminobenzoico 

(Figura 7), con el que compiten por la unión al enzima dihidropteroatosintasa, la cual 

interviene en el metabolismo del ácido fólico imprescindible para la síntesis de ácidos 

nucleicos por la bacteria. 

 

Figura 7. Estructura química de las sulfonamidas [5] 

-Fenicoles: La denominación de fenicoles incluye tres fármacos, el cloranfenicol, el 

tianfenicol y el florfenicol, derivados del ácido dicloroacético (Figura 8). 

 

 

 

Figura 8.  Antibióticos derivados del ácido di-cloro-acético: fenicoles. 

 

2.2.- Técnicas clásicas de detección de antibióticos. 

Debido a la creciente preocupación por ese uso excesivo de antibióticos y sus 

consecuencias, desde hace varios años se vienen controlando los residuos de los mismos 

presentes en los alimentos, entendiéndose por residuo, “cualquier metabolito, sustancia 

farmacológica o producto de degradación de la misma que permanece en un alimento 

obtenido a partir de animales a los que se les ha sido suministrado un antibiótico” [4]. 

Así,  varias organizaciones a nivel mundial han establecido un límite máximo de 

residuos (MRL), definido como “la máxima concentración de residuo derivado del uso 

Florfenicol Tianfenicol Cloranfenicol 
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de antibióticos aceptada en un alimento” [4],  y se crea la Directiva 96/23/EC que 

establece una serie de normas para la elección de los métodos de análisis y para la 

interpretación de los resultados obtenidos.  

Existe una gran variedad de métodos destinados para la detección y/o cuantificación de 

antibióticos. Los más utilizados se agrupan en las siguientes metodologías: técnicas 

cromatográficas, técnicas inmunológicas, técnicas microbiológicas y biosensores. [3] 

 

Figura 9.Principales métodos de detección de antibióticos en alimentos [1]. 

A continuación describiremos brevemente cada una de las técnicas analíticas 

empleadas. 

-2.2.1.- Técnicas cromatográficas. 

Este tipo de técnicas han resultado bastante eficientes no sólo en la detección sino 

también en la cuantificación de múltiples residuos de antibióticos presentes en los 

alimentos.  En general, se precisa una limpieza previa de la muestra mediante una 

extracción en fase sólida y la separación posterior del residuo objeto de análisis 

mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC, high performance liquid 

chromatography) [6]. 

La cromatografía HPLC ofrece la posibilidad de analizar simultáneamente distintos 

residuos en un período de tiempo relativamente corto respecto a otras técnicas 

cromatográficas. Además, dada la posibilidad de automatizar el método, lo hace ideal 

como sistema de monitorización o “screening”. Con el fin de mejorar aún más esta 

técnica, en los últimos años, se han realizado una serie de cambios que consisten, sobre 

todo, en acoplar el sistema de HPLC a un espectrómetro de masas (HPLC-MS) lo que 

56% 

18% 

6% 

8% 

12% 

Tecnicas 
cromatográficas 

Inmunoensayos 
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microbiológicas 

Biosensores  
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contribuye a mejorar la eficiencia de la identificación y cuantificación, con la 

consiguiente  reducción del tiempo de análisis [4]. No obstante, la técnica HPLC-MS 

requiere de usuarios especializados. 

-2.2.2.-Biosensores. 

Están formados por un componente de reconocimiento molecular biológico (enzimas, 

ácidos nucleicos, aptámeros, anticuerpos…) y un elemento transductor que transforma 

el proceso de reconocimiento en una señal analítica cuantificable. 

 Los biosensores se clasifican atendiendo  principalmente a la naturaleza del elemento 

transductor, siendo los más empleados los electroquímicos y los ópticos. 

Entre las ventajas de los biosensores destaca su alta especificidad de reconocimiento y 

la rapidez de respuesta, por el contrario, también presenta numerosos inconvenientes 

como la inestabilidad del elemento biológico que puede perder su actividad en apenas 

unas horas o días dependiendo de su naturaleza o, de otros factores, como el pH o 

cambios en la temperatura que favorecen su desnaturalización.  Como resultado de estas 

desventajas, hasta la fecha, no se han sido comercializados biosensores para tetraciclina. 

-2.2.3.- Técnicas microbiológicas. 

Agrupa una serie de métodos cuantitativos y semicuantitativos basados en la inhibición 

del crecimiento de determinados microorganismos (Figura 10). Son métodos de barrido 

(“screening”), rápidos y económicos ya que no requieren equipamiento sofisticado.  

Incluso, algunos métodos de difusión en agar han sido implementados como métodos 

oficiales. La mayor parte de los métodos rápidos comercialmente disponibles se han 

desarrollado para la industria de la leche con objeto de determinar antibióticos en leche. 

[7- 10].  

El test más usado como sistema de referencia en la mayoría de los laboratorios es el 

conocido como “BsDA” [3], y es método de referencia en la Unión Europea para 

residuos de antibióticos en leche cruda y en leche tratada térmicamente. Consiste en 

colocar unos pequeños discos de papel en un medio de agar común donde previamente 

se ha hecho crecer cepas de Bacillus stearothermophillus var.Calidolactis y se ha 

añadido la muestra a analizar sobre la superficie del medio. Si hay presencia de 

antibióticos en la muestra, se forman zonas de inhibición alrededor del disco 
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caracterizadas por la formación de un anillo transparente alrededor del mismo. Se utiliza 

principalmente en la detección de antibióticos β-lactámicos [3]. 

 

Figura 10. Test de inhibición de crecimiento de microorganismos. 

En la siguiente tabla, se recogen algunos ensayos microbiológicos comerciales para la 

detección de antibióticos en leche.  

Ensayo de 

inhibición 

microbiano 

Compañía 
Tiempo por 

ensayo 

Antibiótico 

ensayado 

Tipo de 

detección 

Devoltest SP Kit 
Gist-

brocades/DSM 
2 h30 min 

Amplio 

espectro 

Cambio de 

color 

Copan test (CH 

ATK) 
Copan Italia SpA 2 h  30 min-3 h 

Amplio 

espectro 

Cambio de 

color 

CharmFarm Test Charm Sciences 2 h  30 min-3 h 
Amplio 

espectro 

Cambio de 

color 

Charm AIM-96 Charm Sciences 4 h 
Amplio 

espectro 

Cambio de 

color 

 

Tabla 2: Ensayos microbiológicos comerciales para la detección de antibióticos [10]. 

Como se puede observar, el ensayo AIM-96 es el más largo, pero permite analizar 

simultáneamente hasta 96 muestras y que, a diferencia del test BsDA, se emplea medio 

líquido en lugar de agar común, se incuba la muestra durante 3-4 horas y se observan 

cambios en el color del medio. Así,  una tonalidad amarilla indica que la muestra es 

negativa,  si la muestra toma otro color es positiva, es decir, presenta residuos de 

antibióticos (Figura 11). 
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Figura 11. Antibiograma múltiple. 

-2.2.4.- Técnicas inmunológicas. 

Aunque las técnicas microbiológicas presentan unas buenas características analíticas 

para el control rápido, adolecen de lentitud y en algunos casos de sensibilidad 

suficiente. Por ello, se ha venido investigando en el desarrollo de métodos de control 

rápidos, sensibles y selectivos. Entre ellos, los métodos inmunológicos ofrecen un 

potencial extraordinario. Están basados  en la capacidad de reconocimiento de un 

anticuerpo (Ac) por un antígeno (Ag)  determinado, gracias a la elevada afinidad entre 

ambos. Dentro de este grupo se distinguen varios formatos del método. Entre ellos, el 

ensayo ELISA (del inglés enzime-linked immunosorbent assay), llamado también 

ensayo inmunoadsorbido ligado a enzima, ha llegado a ser una de las técnicas más 

ampliamente utilizadas. Por ello, será el que describiremos en esta revisión.  

El formato ELISA es un inmunoensayo enzimático en el que la determinación de un Ag 

(o de un Ac) se lleva a cabo mediante el empleo de uno de ellos inmovilizado en placas 

de microtitulación con múltiples pocillos y el otro en disolución. El producto de 

reacción entre ambos puede ser detectado y cuantificado mediante un marcador 

enzimático con un sustrato apropiado.  Este tipo de ensayo se encuentra comercializado 

ya para el análisis de tetraciclina en muestras de alimentos y se basa en un ensayo 

indirecto competitivo.  La tetraciclina se encuentra inmovilizada en los pocillos y 

durante el análisis  la muestra se añade a los mismos, junto con un anticuerpo primario 

específico para el antibiótico. Si éste está presente en la muestra, competirá por el 

anticuerpo, impidiendo que éste se una al antibiótico inmovilizado. Tras un lavado, se 
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añade un segundo anticuerpo, marcado con peroxidasa, que interacciona con el primer 

anticuerpo. Tras la adición del sustrato enzimático, se genera un color cuya intensidad 

es inversamente proporcional a la concentración de tetraciclina en la muestra. En la 

Figura 12 se muestra un esquema simplificado del formato descrito y la reacción 

enzimática coloreada, base de la detección espectrofotométrica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Ensayo ELISA competitivo indirecto para tetraciclina. 

Es el método más usado debido a su sencillez, su alta sensibilidad y a su rapidez por la 

posibilidad de automatización. 

Hoy día existen métodos basados en inmunoensayos, comercialmente disponibles para 

el análisis de tetraciclinas en leche.  Por ejemplo, el ensayo Parallux
TM

Tetracyclines 

Test Kit es un inmunoensayo fluorescente basado en anticuerpos inmovilizados en 

capilares de vidrio. El cartucho de ensayo contiene cuatro capilares de vidrio, un 

reservorio de reactivos con cuatro pocillos de reactivos secos y un procesador que lee 

una señal de fluorescencia. El ensayo dura menos de 5 minutos. El sistema está 

patentado por lo que no se dispone información sobre la naturaleza de los anticuerpos ni 

de la sonda fluorescente. En la Figura 13 se muestra el sencillo protocolo que supone el 

análisis. 
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Figura 13. Protocolo para el análisis rápido de tetraciclinas empleando el 

ParalluxTMTetracyclines Test Kit [11]. 

A continuación, en la Tabla 3, se muestran la sensibilidad de un ensayo comercial de 

tipo inhibición microbiana con el inmunoensayo fluorescente Parallux
TM

 [12]. 
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Antiobiótico 

MRL., 

U.E. 

(µg/kg) 

MRL., Codex 

(µg/kg) 

FDA, 

USA 

(µg/kg) 

Ensayo 

inhibición 

microbiana 

Delvo SP, 

(µg/kg) 

Parallux
TM

 

test 

(µg/kg) 

Clorotetraciclina 100 100 100 300 150 

Doxiciclina 0 
   

(100) 

Oxitetraciclina 100 100 100 300 100 

Tetraciclina 100 100 100 300 100 

 

Tabla 3. Comparación de los límites máximos de residuos de tetraciclinas para 

diferentes ensayos [12]. 

Como se puede observar, la sensibilidad de los métodos está muy próxima a los valores 

MRL de los distintos organismos oficiales  para las tetraciclinas.  

El Parallux
TM

 test es el más rápido, pero requiere instrumentación, lo que limita su 

aplicabilidad para el análisis in situ.  

 

2.3.- Métodos basados en el empleo de nanomateriales. 

Las  técnicas anteriormente citadas son las más empleadas; sin embargo, en los últimos 

años ha aumentado notablemente la búsqueda de nuevos materiales que ofrezcan una 

mayor selectividad para el reconocimiento del analito, así como, una mejora en la 

sensibilidad del método de análisis dada la necesidad de detectar bajos niveles de 

residuos en muestras complejas, como son las de los alimentos. Entre esos materiales, 

hoy día se trabaja intensamente en el desarrollo de nanomateriales para su empleo en el 

campo de los alimentos, no sólo desde un punto de vista analítico, sino también en el de 

la nutrición, la agricultura y el procesado de los mismos [13-15]. 

 Con el nombre genérico de nanomateriales se definen, según la Comisión Europea en el 

año 2011 [16], “un material natural, secundario o fabricado que contenga partículas 

sueltas o formando un agregado o aglomerado y en el que el 50% o más de las 

partículas en la granulometría numérica presente una o más dimensiones externas en el 

intervalo de tamaños comprendidos entre 1nm y 100 nm”. 
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Se pueden clasificar en distintos grupos en función de su estructura y del número de 

dimensiones espaciales que superen el intervalo de valores de la nanoescala: 

 Nanomateriales 0D: presentan todas sus dimensiones en el rango nanométrico. 

Se denominan comúnmente nanopartículas. 

 Nanomateriales 1D: presentan una de las dimensiones espaciales fuera del rango 

de la nanoescala y adoptan, generalmente, forma alargada por lo que reciben el 

nombre de nanotubos o nanohilos. 

 Nanomateriales 2D: presentan dos de las dimensiones espaciales fuera del rango 

de la nanoescala y adoptan, generalmente forma de película delgada, por ello, 

también reciben el nombre de películas. 

 Nanomateriales 3D: materiales constituidos por agrupaciones de algún tipo de 

nanomaterial por lo que también se denominan materiales nanoestructurados. 

En la Figura 14 se muestra un ejemplo de cada uno de estos nanomateriales, en la que se 

observa también su forma.  

 

Figura 14. Clasificación de nanomateriales de acuerdo a su forma y dimensiones. 

En el campo del análisis de residuos de antibióticos en alimentos, se han utilizado 

diferentes tipos de nanopartículas. Describiremos brevemente algunas de ellas. 
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-2.3.1.- Nanopartículas de oro (AuNPs). 

Son las nanopartículas que tradicionalmente se han empleado con más frecuencia.  

Poseen propiedades físico-químicas excelentes para su empleo en el desarrollo de 

nuevas metodologías se caracterizan por ser de síntesis sencilla y económica, elevada 

relación superficie/volumen, propiedades ópticas, electrónicas y magnéticas únicas, 

diferentes a las del metal macroscópico. Asimismo, la posibilidad de modificarlas 

superficialmente de forma muy sencilla es una ventaja frente a otro tipo de 

nanopartículas [17]. El color de una suspensión de nanopartículas de oro, depende de 

forma crítica del tamaño de las mismas (Figura 15). 

 

Figura 15. Nanopartículas de oro. a) Síntesis empleando una sal de oro y ácido cítrico 

como reductor, b) Funcionalización superficial con diferentes ligandos hidrofílicos, c) 

Color de suspensiones coloidales de AuNPs de diferente diámetro, d) Espectros de 

absorción Vis-UV de AuNPs de diferente diámetro. 

Para el empleo de las AuNPs en el desarrollo de nuevos métodos de análisis es 

necesario modificar su superficie con ligandos adecuados (Figura 15 b). La selección 

adecuada de dichos ligandos es crucial para obtener la sensibilidad y selectividad 

deseada. En la Tabla 4 se recogen las propiedades ópticas que presentan las AuNPs y su 

aplicación potencial [18]. 
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Propiedades de las AuNPs Aplicaciones potenciales 

Plasmón superficial de resonancia (SPR) Sensorescolorimétricos,   

Raman sensibilizado 

Fluorescencia Sensores fluorescentes 

Dispersión Raman sensibilizada SERS 

Dispersión de luz Ensayos por dispersión dinámica de luz 

Funcionalización superficial Reconocimiento molecular por diversos 

mecanismos 

 

Tabla 4 Lista de propiedades de las AuNPs y sus aplicaciones. 

Como ejemplo representativo del empleo de AuNPs en el desarrollo de un método 

colorimétrico para determinación de antibióticos en leche es el desarrollado por Zhang y 

col. [19]. Este método se basa en la síntesis de AuNPs en presencia de PCV (pirocatecol 

violeta), compuesto que se caracteriza por presentar una serie de grupos funcionales (-

OH, -NH2, -NH)  por los que determinados antibióticos tienen afinidad y, por tanto, se 

unirán a él modificando el color de la solución formada debido a que esa unión modifica 

el tamaño de las AuNPs durante la síntesis. Como se puede ver en la Figura 16, en 

ausencia de antibióticos las AuNPs se sintetizan correctamente y la disolución presenta 

un color rojizo característico. Sin embargo, en presencia de bajas concentraciones de 

antibiótico en el medio se puede observar que las AuNPs se sintetizan correctamente 

pero la interacción del antibiótico con los grupos funcionales hace que éstas se agreguen 

y el color de la disolución cambia a azul. Si la cantidad de antibiótico aumenta, el 

crecimiento de las AuNPs se modifica, inhibiendo la acción del PCV y la disolución se 

torna marrón.   
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Figura 16. Esquema del mecanismo de reconocimiento de antibiótico en función del 

color de las AuNPs y la cantidad de antibiótico [19]. 

Recientemente, Shen y col [20] han descrito un ensayo colorimétrico para tetraciclina 

basado en el crecimiento in situ de AuNPs.  El método se basa en la capacidad de las 

tetraciclinas de reducir directamente las sales de oro formando, bajo condiciones 

adecuadas, nanopartículas de oro. Las nanopartículas resultantes absorben a 526 nm y 

su absorbancia está directamente relacionada con la cantidad de antibiótico en el medio. 

La sensibilidad del método es elevada, exhibiendo un límite de detección de 20 ng/mL. 

El ensayo presenta una selectividad importante frente a otros antibióticos como 

sulfonamidas o amino-glicósidos 

-2.3.2.- Nanopartículas de carbono. 

Las nanopartículas de carbono pueden ser una alternativa tecnológica importante en el 

desarrollo de nuevos métodos analíticos para la detección y determinación cuantitativa 

de antibióticos. Su base fundamental es carbono, pueden ser modificadas 

superficialmente con grupos funcionales como –COOH, -OH, -C=O, -NH2, -SH lo que 

les proporciona una excelente solubilidad en agua. Al mismo tiempo, dichos grupos 

pueden actuar como puntos de enlace para determinados analitos. 

 Existen varios tipos de nanopartículas de carbono (Figura 17), siendo los nanotubos de 

carbono los más explotados analíticamente hasta la fecha. [21]. 
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Figura 17. Nanopartículas de carbono. 

Así, se han desarrollado métodos voltamétricos y amperométricos para la determinación 

de tetraciclina empleando nanotubos de carbono de pared múltiple [22-24]. Con 

electrodos modificados con   nanotubos se mejora notablemente el proceso de oxidación 

de la tetraciclina en comparación con electrodos sin modificar, consiguiéndose límites 

de detección del orden de 0.50 - 3.10 ng mL
−1

. Zhou and col. [25] han empleado 

nanotubos de carbono para favorecer la inmovilización de aptámeros en la superficie de 

un electrodo de carbono vitrificado para desarrollar un aptasensor de tetraciclina. El 

dispositivo se empleó en la determinación de tetraciclina en leche con excelentes 

resultados. 
 

-2.3.3.- Otras nanopartículas. 

Además de las ya expuestas, se han venido desarrollando otros sistemas de análisis y 

detección de tetraciclina en muestras de alimentos empleando otras nanopartículas 

metálicas, de óxidos metálicos, de semiconductores o paramagnéticas. En la siguiente 

tabla se recopilan algunos ejemplos de estos sistemas de análisis para antibióticos. 
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NANO-

PARTICULAS 
Antibiótico Técnica 

Límite de 

detección 

Muestra 

real 
Ref. 

Mágneticas 

Fe3O4 

Tetraciclina, 

Penicilina, 

Sulfadimetoxina 

Inmuno- 

fluorescencia 
<50 ng mL

-1 
Leche [26] 

Plata Tetraciclina Fluorescencia 4 nM Leche [27] 

Sílice Tetraciclinas 
Electroquimio- 

luminiscencia 
< 0.1 µmol L

-1
 Fármacos [28] 

Puntos 

cuánticos de 

semi-

conductores 

Tetraciclina, 

Penicilina, 

Estreptocimina 

Inmunoensayo 

fluorescente 
5 pg mL-1 Leche [29] 

 

Tabla 5: Sistemas de análisis para antibióticos mediante el uso de nanopartículas. 

-2.3.4.- Materiales biomiméticos. 

Con objeto de obviar el empleo de materiales biológicos, que en determinadas 

condiciones experimentales pueden experimentar degradación y/o desnaturalización, se 

han desarrollado en los últimos 15 años materiales que simulan la capacidad de 

reconocimiento molecular que poseen moléculas como los anticuerpos. Entre estos 

materiales biomiméticos se encuentran los polímeros de impresión molecular. Estos 

polímeros se pueden preparar a partir de monómeros orgánicos o inorgánicos.  En la 

Figura 18 se muestra el esquema de síntesis de un polímero impreso para una molécula 

determinada. Como se puede observar, el polímero se sintetiza en presencia de la 

molécula de interés y finalmente, mediante un proceso de extracción con un disolvente 

adecuado o un cambio de pH, dicha molécula se extrae. Este proceso de limpieza deja 

“huellas dactilares” con puntos de enlace que poseen la estereoquímica de la molécula y 

grupos funcionales orientados de modo que sólo esa molécula será capaz de alojarse en 

dichas huellas.  

Los polímeros impresos tienen un elevado potencial para la recuperación/extracción de 

moléculas y cómo material de reconocimiento para el diseño de sensores, tanto ópticos 

como electroquímicos.  
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Figura 18. Esquema general de síntesis de un polímero molecularmente impreso. 

Cohelo Moreira y col. [30] han desarrollado un polímero molecularmente impreso para 

tetraciclina empleando monómeros vinílicos y lo han utilizado para el desarrollo de 

sensores potenciométricos para la determinación del antibiótico tanto en sistemas 

estáticos como en flujo. El sistema presenta un límite de detección  menor de 1.3 x 10
-5 

M y su aplicabilidad se demostró con la determinación de tetraciclina en muestras de 

suero.  

Hoy día es posible adquirir comercialmente cartuchos de extracción en fase sólida, que  

contienen polímeros molecularmente impresos, para la extracción selectiva de 

tetraciclina en alimentos. [31] 
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3.-METODOLOGIA 

3.1.- Reactivos y disoluciones. 

 Sulfuro de sodio (Na2S). 

 Acetato de Zinc cristalizado (ZnAc2). 

 Etanol absoluto. 

 Tetraciclina (Tc). 

 Tricloruro de Europio (EuCl3) 99.9%. 

 Tricloruro de Terbio (TbCl3) 99.9%. 

 Hidróxido de sodio en escamas 99% (NaOH). 

 Ácido clorhídrico 38%. 

 MOPS 99.5% (3-(N-morpholino) propanesulfonicacid). 

 BES 99% (bicine ethane sulfonic). 

 Acetato de sodio 99% (NaAc). 

 Ferrocianuro potásico cristalizado. 

 Agua destilada. 

 Leche desnatada de marca blanca obtenida en el supermercado Alimerka. 

 Ferrocianuro de Potasio cristalizado. 

 

Todos los reactivos han sido adquiridos en Sigma Aldrich. 

3.2.- Instrumentación analítica. 

 Balanza analítica Mettler AE 163. 

 Fluorímetro Varian Cary Eclipse. 

 Espectrofotómetro FTIR, Varian 670 IR equipado con un módulo de ATR 

“Golden Gate”. 

 Microscopio de Transmisión Electrónica Jeol-2000 EX II. 

 Espectrofluorímetro Edimburgh Instruments modelo FLSP920 equipado con 

cubeta de cuarzo de 1 cm de paso óptico. 

 pH-metro (micropH-2002, CRISON). 

 HRTEM: Jeol JEM 2100F. 
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3.3.- Utillaje de laboratorio. 

 Matraces Erlenmeyer de 100 mL. 

 Matraces aforados de 5 mL y 10 mL. 

 Pipeta aforada 10 mL. 

 Vasos de precipitados de 50 mL. 

 Tubos de plástico de 12 mL. 

 Tubos eppendorf. 

 Micropipetas LABMATE+: de 100-1000 µl. 

 Mortero. 

 Papel de filtro analítico (tamaño de poro de 7 µm-11µm). 

 Placa calefactora: Heidolph MR-HeiTec. 

 Estufa: Function line. Heraeus. 

 Vortex Labnet VX-100. 

 Embudo de vidrio. 

3.4.- Síntesis nanopartículas de sulfuro de zinc. 

En un matraz erlenmeyer de 100 mL de capacidad se preparó una disolución formada 

por 15 mL de acetato de zinc 1M, 15 mL de sulfuro de sodio (Na2S) 1M y llevando a un 

volumen final de 100 mL con agua destilada. [32,33]. La reacción de formación se 

puede describir mediante el siguiente equilibrio: 

                      

En el que Ac = ion acetato. A continuación, se dejó dicha disolución agitando a 

temperatura ambiente durante una hora dejándose reposar después unas 12 horas más 

hasta formación de un precipitado. Una vez transcurrido este tiempo, se centrifugó dicha 

disolución en tubos de 10 mL durante 5 min a 5400 rpm eliminando el sobrenadante 

cada vez y lavando el precipitado varias veces con agua destilada y etanol. 

Finalmente, se dejaron secar las muestras en una estufa a 40
o
C durante varios días hasta 

eliminación total de disolventes, tras lo cual se homogenizan en un mortero de ágata. 
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3.5.- Síntesis de nanopartículas de ZnS dopadas con europio (ZnS-Eu). 

En varios matraces erlenmyer de 100 mL de capacidad se preparó una serie de 

disoluciones formadas por la mezcla de 15 mL de ZnAc2 1M, 15 mL de Na2S 1M y 0, 

0.25 mL, 0.5 mL, 1 mL y 2 mL, respectivamente, de Eu3Cl 1M. Estas disoluciones 

resultantes se trataron posteriormente siguiendo los mismos pasos descritos para la 

síntesis de las nanoparticulas de ZnS. 

3.6.- Estudio de la morfología de las nanopartículas. 

Las nanopartículas anteriormente sintetizadas se caracterizaron morfológicamente 

empleado la técnica de microscopía electrónica de transmisión (TEM).  Para ello,  se 

suspendió una pequeña cantidad de nanopartículas en metanol en un tubo eppendorf y 

del cual se tomaron posteriormente, unos pocos µL y se colocaron sobre una rejilla de 

cobre recubierta por una película de carbono amorfo. Tras dejar evaporar el disolvente 

se introduce la rejilla en el microscopio para llevar a cabo la medida.  En la Figura 19 se 

muestra una imagen del microscopio utilizado (Servicios Científico-Técnicos de la 

Universidad de Oviedo). 

 

Figura 19. Microscopio Electrónico de Transmisión. Jeol 2000 EX – II. 

 

 

 



25 
 

3.7.- Estudio de la absorción al infrarrojo de las nanopartículas. 

Para el análisis de la absorción al infrarrojo de las nanopartículas anteriormente 

sintetizadas se utilizó un Espectrofotómetro FTIR, Varian 670 IR equipado con un 

módulo de ATR “Golden Gate”, el análisis de las muestras se realizó sin necesidad de 

tratamiento previo de las mismas colocando dichas muestras directamente sobre el 

módulo de ATR del equipo. 

3.8.- Estudio de las características luminiscentes de las nanopartículas. 

Se registraron los espectros de excitación y de emisión de las nanopartículas 

anteriormente sintetizadas utilizando un espectrofluorímetro Edimburgh Instruments 

modelo FLSP920 equipado con cubeta de cuarzo de 1 cm de paso óptico. 

3.9.- Características luminiscentes de la tetraciclina y de sus complejos con el europio 

y el terbio. 

Las características luminiscentes de la tetraciclina se realizaron sobre una disolución de 

5x10
-2

M, en medio acuoso  (pH = 6), empleando una longitud de onda de excitación de 

446 nm y una de emisión de  554 nm.  

En el caso del complejo Tc-Eu,  se preparó  una disolución acuosa 2x10
-3

M de Tc y otra 

disolución acuosa 6x10
-3

M de EuCl3. Para la preparación del complejo, se tomó 1 mL 

de la disolución de Tc y 1 mL de la de Eu
+3

 y se añadieron a un matraz aforado de 5 mL 

enrasando al volumen final con agua destilada. De este modo, la estequiometría del 

complejo se encuentra en una relación Tc:Eu = 1:3. Finalmente, se registraron los 

espectros de excitación y fluorescencia en cubeta de 1 cm de paso óptico. Para el 

complejo Tc-Tb se siguió un procedimiento análogo al descrito anteriormente para el 

complejo Tc-Eu utilizando en su lugar, disoluciones de Tc y de TbCl3, asegurando una 

estequiometría del complejo Tc:Tb = 1:3.  

3.10.- Análisis de la capacidad de retención de Tc de las nanopartículas ZnS-Eu. 

Con objeto de estudiar la capacidad de las nanopartículas sintetizadas de retener Tc en 

disolución en función del tiempo de interacción, se preparó una disolución acuosa de 

Tetraciclina 5x10
-2

M. 
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A continuación, se prepararon 4 tubos de ensayo cada uno de los cuales contenía 50 mg 

de las nanopartículas de ZnS-Eu sobre las que se añadió 1 mL de la disolución inicial de 

Tc y 2 mL de disolución reguladora de pH6. Se agitaron los tubos durante 1 min y 

posteriormente se dejaron reposar: el primero 0 min, el segundo 5 min, el tercero 15 

min, el cuarto 30 min [34]. Transcurrido el tiempo de reacción, se centrifugó la 

disolución y se registró el espectro de emisión de fluorescencia del sobrenadante 

excitando a una longitud de onda de 446 nm. 

3.11.- Influencia del pH en la emisión de fluorescencia del complejo Tc-Tb. 

Con objeto de estudiar la influencia del pH sobre la emisión de fluorescencia del 

complejo Tc-Tb,  se prepararon varias disoluciones reguladoras en el intervalo de pH 4-

7,5. Las reguladoras de pH 4 y pH 5, se obtuvieron ajustando el pH de una disolución 

0,1M de acetato sódico.  La reguladora de pH 6 se preparó a partir de una disolución 

acuosa 0,1M de MOPS y la de  pH 7 a partir de una  disolución acuosa 0,1M de BES. 

Se prepararon 50 mL de cada disolución y por medio de un pH-metro se ajustaron al 

valor de pH deseado. En aquellos casos en que fue necesario añadir una base para subir 

el pH se utilizó NaOH 0.1M y cuando fue necesario añadir un ácido para bajar el pH 

hasta los valores deseados se utilizó HCl 0.1M. 

A continuación, en un matraces aforados de 10 mL se adicionaron 1 mL de Tc 2x10
-3

M 

y 1 mL de Tb 6x10
-3

M enrasando a volumen con cada uno de las reguladoras 

anteriormente mencionadas. Se registró el espectro de emisión fluorescencia, excitando 

a una longitud de onda de 405 nm. 

3.12.- Cinética de formación del complejo Tc-Tb. 

El estudio de la cinética de formación del complejo Tc-Tb se llevó a cabo midiendo la 

intensidad de fluorescencia del complejo Tc-Tb (estequiometría Tc-Tb = 1:3) a pH = 6 

(reguladora MOPS 0,1 M). Para ello, se preparó el complejo en 6 matraces aforados de 

5 mL y se dejaron reposar 2 min, 6 min, 12 min, 18 min, 24 min y 30 min, 

respectivamente. Una vez transcurrido este tiempo se midió la fluorescencia a 405 nm. 

3.13.- Tratamiento previo de la leche. 

Dado que la leche es una matriz compleja, con objeto de eliminar la mayor parte de 

posibles interferentes, como grasas, proteínas o azúcares es necesario realizar un pre-
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tratamiento de la leche para eliminar, en lo posible, la mayor parte de dichos 

interferentes sin perder el antibiótico. 

Para eliminar el contenido proteico, se tomó una muestra de 2 mL de leche desnatada a 

la que se añadieron 200 µL de reactivo de Carrez I (disolución acuosa de ferrocianuro 

de potasio 0,1M) y posteriormente 200 µL de reactivo de Carrez II (disolución acuosa 

de ZnAc2 0.6M) [35]. Se agitó la mezcla durante 1 minuto en un Vortex, se dejó reposar 

durante 10 min, tras lo cual se filtró a través de un papel de filtro analítico (diámetro de 

poro 7 µm-11 µm) lavándose con 5 mL de agua destilada, recogiéndose el filtrado total 

en un matraz y llevando a un volumen final de 10 mL con reguladora de pH 6 

(reguladora MOPS 0.1M). 

3.14.- Influencia del pre-tratamiento de la muestra sobre la extracción de la Tc. 

Con objeto de comprobar la influencia del proceso de precipitación de proteínas en la 

recuperación de la Tc en muestras de leche, se llevó a cabo el proceso de precipitación 

anteriormente descrito sobre una muestra de 2 mL de leche desnatada a la que se le 

había añadido previamente 1 mL de una disolución de Tc 5x10
-2

M. Se dejó 

interaccionar la Tc con la muestra de leche durante 24 h antes de proceder al tratamiento 

con los reactivos de Carrez. La operación se realizó por quintuplicado. La concentración 

de Tc en el sobrenadante se determinó frente a una recta de calibrado previamente 

preparada para Tc a pH 6. 

3.15.- Determinación de Tc en leche por formación del complejo Tc-Tb. 

Con este método se busca analizar la eficacia del uso de disoluciones de Tb en la 

detección de trazas de Tc en muestras de leche. Se prepararon muestras de leche 

enriquecidas con Tc. Para ello, se adicionó  1 mL de una disolución acuosa de Tc 5x10
-2 

M a 2 mL de leche y se dejó reposar durante 24 horas. La operación se realizó por 

quintuplicado. Una vez pasado este tiempo, se siguieron los siguientes pasos: 

Adición de 1ml de disolución acuosa de Cloruro de Terbio 15x10
-2

M a las muestras de 

leche que llevaban el antibiótico dejando reposar 20 min y posteriormente precipitando 

las proteínas llevando a un volumen final de 10 mL con reguladora de pH 6. La 

concentración del complejo Tc-Tb en disolución se determinó empleando una recta de 

calibrado previamente preparada para el complejo Tc-Tb a pH6. 
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4.-RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1.- Características espectrales FTIR de las nanopartículas de ZnS. 

Las medidas del espectro FTIR de las nanopartículas de ZnS se llevaron a cabo en el 

intervalo de 600-3900 cm
-1

. Como se puede observar en la Figura 20, aparece una banda 

intensa a 3197 cm
-1

 correspondiente a vibraciones de tensión O-H de las moléculas de 

agua. La banda a 1542 cm
-1

es característica de grupos hidroxilo [36], mientras que la 

banda a 930 cm
-
1se asigna a interacciones resonantes entre modos vibracionales de 

iones sulfuro en el cristal [36] y la banda débil a 601 cm
-1 

se asigna a la banda del ZnS 

que corresponde a los sulfuros [36]. Por tanto, el espectro FTIR confirma la presencia 

de ZnS, junto con impurezas (moléculas de agua o grupos hidroxilo).  

 

Figura 20. Espectro de absorción FTIR de nanopartículas de ZnS. 

4.2.- Características luminiscentes de las nanopartículas de ZnS. 

En la Figura 21 se puede ver el espectro de emisión de las nanopartículas de ZnS 

cuando fueron excitadas a una λexc= 324 nm. Como se puede apreciar en el gráfico 

presenta un máximo de excitación en torno a los 425 nm. 
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Figura 21. Espectro de emisión de las nanopartículas de ZnS. (λexc = 324 nm). 

4.3.- Caracterización morfológica por TEM de las nanopartículas de ZnS. 

Se puede obtener información directa acerca del tamaño y la morfología de las muestras 

nanocristalinas preparadas por análisis TEM.  

Como se muestra en la Figura 22a, la imagen TEM indica que las nanopartículas de ZnS 

son monodispersas, aproximadamente esféricas y con un tamaño ≤ 5 nm. El análisis por 

EDS (Energy Dispersive Spectroscopy) (Figura 22b), muestra que las nanopartículas 

sintetizadas son puras. 
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Figura 22. Morfología de las nanopartículas de ZnS. a) Imagen TEM. b) Espectro 

EDS. 

4.4.- Características espectrales FTIR de las nanopartículas de ZnS-Eu. 

Se prepararon, según se describió en el procedimiento operatorio, nanopartículas de ZnS 

dopadas con diferentes cantidades de europio. Como se muestra en la Figura 23, el 

espectro FTIR de las nanopartículas de ZnS dopadas muestran el mismo hábito. Se 

observan además dos nuevas bandas de muy débil intensidad a 2310 y 2340 cm
-1

, que 

pueden adscribirse a cambios microestructurales en las nanopartículas debidos a la 

presencia del Eu
+3

siendo la intensidad de dichas bandas mayor a medida que aumenta la 

concentración de europio [36]. 
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Figura 23. Espectro de absorción FTIR de nanopartículas de ZnS dopadas con 

europio. [Eu], M. 

4.5.- Propiedades fotoluminiscentes de nanoparticulas de ZnS-Eu. 

En la Figura 24 se muestran los espectros de emisión de fluorescencia de las 

nanopartículas de ZnS dopadas con diferentes concentraciones de ión Eu
3+

. 

 

 

Figura 24. Espectro de emisión de fluorescencia de nanopartículas de ZnS dopadas 

con europio (λexc = 324 nm). 

Como se observa, aparece un máximo de intensidad a 430 nm, dicha intensidad depende 

directamente de la concentración de europio en las nanopartículas. Estos espectros 

coinciden en buena medida con los reportados en la referencia bibliográfica [36]. 
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4.6.- Caracterización morfológica de las nanopartículas de ZnS-Eu. 

El estudio morfológico se realizó con las nanopartículas dopadas con la mayor 

concentración de europio empleada en este estudio, ya que eran las nanopartículas que 

presentaban la mayor absorción en el infrarrojo y las que mayor emisión de 

fluorescencia presentaban.  

En la Figura 25a, se puede observar que la morfología de las nanopartículas dopadas no 

cambia, respecto a las nanopartículas sin dopar: monodispersas, aproximadamente 

esféricas y con tamaños ≤ 5 nm.  

El análisis por EDS (Figura 25b) muestra que las nanopartículas de ZnS-Eu únicamente 

contienen Zn, S y Eu, indicando que se obtuvo el nanomaterial puro.  

 

Figura 25. Nanopartículas de ZnS-Eu: a) imagen HRTEM, b) espectro EDS. 

4.7.- Características fluorescentes de la tetraciclina. 

La estructura química y el número de átomos protonados en la Tc, se muestran en la 

Figura 26. Los cambios en el estado de protonación de la Tc se manifiestan en cambios 

en el espectro de emisión de la misma.  
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Figura 26. Estructura química de la tetraciclina totalmente protonada. 

Existen varias alternativas tautoméricas y formas rotaméricas en disolución. 

 

 

Figura 27.Espectros de excitación (azul) y de emisión (rojo) de la tetraciclina en 

medio acuoso a pH 6. 

En la Figura 27 se muestran los espectros de excitación y emisión de la Tc a pH 6.  

Como se puede ver la Tc presenta un máximo de emisión (línea roja) en torno a los 554 

nm y un máximo de excitación (línea azul) en torno a los 446 nm. A pH 6, y teniendo en 

cuenta los equilibrios de disociación de la Tc [37] el espectro corresponde a la forma 

zwitteriónica TcH
+
-2. 
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4.8- Características fluorescentes del complejo Tetraciclina-Europio. 

Puesto que una de las hipótesis propuestas en este proyecto es el empleo de 

nanopartículas de ZnS dopadas con Eu
+3

 para la detección de Tc, dada la afinidad de la 

misma por el Eu
+3

, es necesario conocer las características fluorescentes de dicho 

complejo.  En la Figura 28, se muestran los espectros de excitación y emisión de 

fluorescencia del complejo Tc-Eu (en relación estequiométrica Tc:Eu = 1:3) a pH 6.  

 

Figura 28. Espectro de emisión (línea azul) y de excitación (línea roja) del complejo 

Tc-Eu
+3

. 

Como se puede observar, aparecen dos bandas en excitación, una a 345 nm que 

correspondería al complejo Tc-Eu y otra banda más acusada a 420 nm que 

correspondería a la Tc libre. En el espectro de emisión de fluorescencia se observa  un 

pico intenso a 615-620 nm que corresponde a la emisión de complejo Tc-Eu, un hombro 

a 580 nm y una pequeña banda a aproximadamente 690 nm, que se debe a la dispersión 

de la radiación de excitación (345 nm x 2 = 690).  

El proceso de emisión de los complejos con lantánidos tiene algunas peculiaridades no 

observables en complejos convencionales (Figura 29): 
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 a) el ligando (la tetraciclina), y no el propio ión lantánido (europio), se excita desde el 

estado fundamental So hasta el primer estado singlete S1 a partir del cual tiene lugar un 

proceso de conversión interna. 

 b) desde el nivel S1 tiene lugar entonces un cruce intersistemas al triplete T1 del propio 

ligando (tetraciclina) y desde éste al nivel 4f del europio, el cual se desactiva emitiendo 

fluorescencia con emisiones múltiples.  Por ejemplo, en el complejo Eu-Tc, las 

transiciones más intensas en el europio son la 
5
D0

7
F2 (alrededor de 620 nm) y la 

5
D0

7
F1 (alrededor de 580 nm) [38].  

 

Figura 29.-  Esquema del proceso de excitación de la Tc, de transferencia de energía 

al europio y desactivación radiacional del mismo. Se muestran los valores  

energéticos de los diferentes niveles excitados. 

4.9.- Interacción de las nanopartículas de ZnS-Eu con Tc en disolución acuosa. 

Como se describió en la parte experimental, se puso en contacto una cantidad dada de 

las nanopartículas dopadas con Eu
+3

 con una disolución de Tc 5x10
-2

M y, tras un 

tiempo de reacción, se separaron las nanopartículas por centrifugación y se midió la 

fluorescencia de la Tc libre en el sobrenadante a 560 nm. Los resultados se 

representaron gráficamente en función del tiempo de reacción (Figura 30). Como se 

puede observar, a medida que el tiempo de reacción aumenta, la intensidad de 
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fluorescencia del sobrenadante aumenta. Este hecho sugiere claramente que la Tc no es 

retenida por las nanopartículas.  Este aumento de fluorescencia en el sobrenadante en 

función del tiempo sugiere, además, que existe un mecanismo por el cual la Tc se 

mantiene en disolución, con un aumento gradual de la intensidad de fluorescencia, 

superior al observado para la Tc libre en disolución y que no ha estado en contacto con 

las nanopartículas de ZnS dopadas.  

 

 

Figura 30. Intensidad de fluorescencia vs tiempo de reacción de la disolución de Tc 

en contacto con nanopartículas de ZnS dopadas con Eu
+3

. 

 Dos son los mecanismos que proponemos para el comportamiento observado: 

 En primer lugar, es posible que tenga lugar una lixiviación del Eu
3+

 de las 

nanopartículas de ZnS dopadas, favoreciéndose así la formación del complejo 

Tc-Eu.  Obsérvese que el máximo de emisión de fluorescencia del complejo 

(580 nm, correspondiente a la transición 
5
D0

7
F1) está muy próximo al máximo 

de emisión de fluorescencia de la Tc libre (560 nm), lo que puede dar lugar a 

ese aumento de fluorescencia observado.   

 Otro posible mecanismo, es la interacción de la Tc con el Zn presente en la 

superficie de las nanopartículas de ZnS, formando un complejo, manteniéndolas 

en suspensión y dando lugar  a un aumento considerable de la fluorescencia de 

la Tc debido a la limitación de la movilidad de la misma. Es un hecho bien 
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conocido que la inmovilización de moléculas fluorescente sobre una superficie 

minimiza las vías de desactivación no radiacional, dando lugar a un aumento 

del rendimiento cuántico de fluorescencia [39]. En la Figura 31, se muestra un 

esquema del posible mecanismo. 

 

Figura 31.  Formación del complejo Tc-Zn sobre la superficie de nanopartículas de 

ZnS dopadas con Eu+3. 

La posibilidad de formación del este tipo de complejos está respaldada por las elevadas 

constantes de formación del complejo [40] resumidas en la Tabla 6. Como comparación, 

se incluye también la constante de formación del complejo Tc-Eu [41]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 6. Constante de formación de complejos Tc-Zinc en medio acuoso [40,41]. 

Tipo de complejo Logβ 

Zn Tc H2 18,245 

Zn Tc H 13,522 

Zn2Tc H2 27,238 

Zn2Tc H3 32,210 

Eu3Tc 10,05 

Tb3Tc 10,36 

CaTc 5,86 
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Como se puede observar, la Tc tiene mayor afinidad por el zinc que por el europio, por 

lo que es plausible el mecanismo propuesto. Además, hay que tener en cuenta el 

pequeño tamaño de las nanopartículas (diámetro ≤ 5 nm), lo que explicaría también la 

baja eficacia del proceso de centrifugación. 

4.10.- Características luminiscentes del terbio y de su complejo con tetraciclina. 

A la luz de los resultados anteriores, nuestra hipótesis de trabajo que se basaba en la 

posibilidad de utilizar las nanopartículas de ZnS-Eu como fase para la extracción de la 

Tc de muestras complejas, fue descartada. Procedimos entonces a la búsqueda de un 

sistema luminiscente que nos permitiese, una vez separada la Tc de la muestra mediante 

un procedimiento químico, determinarla por fluorescencia.  Con este fin, seleccionamos 

un metal lántanido, el terbio, y estudiamos su interacción con la Tc. 

En primer lugar se preparó una disolución acuosa del metal 15x10
-2

M a pH 6, se 

registraron los espectros de excitación y emisión del metal (Figura 32), y se pudieron 

observar dos máximos de excitación a 345 y 365 nm. En el espectro de emisión (λexc = 

350 nm) se observan varios máximos: 483, 537, 579 y 610 nm, correspondiendo a las 

transiciones de orbitales f-f internos, 
5
D4

7
F6,

5
D4

7
F5,

5
D4

7
F4 y 

5
D4

7
F3,  

respectivamente,   siendo el máximo de 537 nm el que presenta mayor intensidad y el 

más sensible a variaciones en el entorno del metal [42]. 

 

Figura 32. Espectro de excitación (azul) y de emisión (rojo) del ión Tb+3 en 

disolución reguladora de pH6. 
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A continuación se estudiaron las características luminiscentes del complejo Tc-Tb, en 

las condiciones especificadas en la sección experimental. En la Figura 34, se puede 

observar que el complejo presenta un máximo de excitación a  405 nm y dos bandas de 

emisión, una banda ancha con una intensidad máxima a 554 nm y una banda más 

estrecha, cuyo máximo de intensidad está a 612 nm. La banda a 554 nm se corresponde 

con la banda a 537 nm observada en el ión, ensanchanda como consecuencia de la 

formación del complejo. El pico a 612 nm se corresponde con la transición  
5
D4

7
F3  

del terbio. 

 

Figura 33. Espectros de excitación (azul) y de emisión (rojo) del complejo Tc-Tb en 

medio acuoso a pH 6. 

4.11.- Cinética formación complejo Tc-Tb. 

Dado que la reacción entre la Tc y el ión puede ser lenta, se procedió a estudiar la 

cinética de formación del mismo, con objeto de asegurar que las medidas posteriores se 

lleven a cabo en condiciones de equilibrio. Para ello se siguió el procedimiento descrito 

en la parte experimental y los resultados obtenidos se muestran en la Figura 34. Las 

medidas de fluorescencia del complejo se tomaron en función del tiempo, con una λexc = 

405 nm y una λem= 554 nm. 
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Figura 34. Fluorescencia del complejo Tc-Tb en función del tiempo de reacción. 

Como se puede ver la intensidad aumenta lentamente durante los primeros 15 minutos 

sufriendo un aumento mucho más marcado a partir de los 20 minutos hasta alcanzar un 

máximo estable a partir de los 25 min. En estudios posteriores, se seleccionó un tiempo 

de reacción de 30 min para asegurar que se alcanzó el equilibrio de formación del 

complejo.  

4.12.- Influencia del pH en la emisión de fluorescencia del complejo Tc-Tb. 

Se estudió la influencia del pH en la emisión de fluorescencia del complejo Tc-Tb. Para 

ello, se preparó una serie de muestras conteniendo la misma cantidad de complejo, pero 

variando el pH de cada una de ellas, en el intervalo pH 4-7,5.  Tras 30 min de reacción, 

las medidas de fluorescencia del complejo se tomaron empleando una λexc = 405nm y 

una λem= 554 nm. Los resultados se muestran en la Figura 35. 
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Figura 35. Influencia del pH en las características espectrales del complejo Tc-Tb.  

Como se puede observar, a medida que el pH se eleva, la intensidad de fluorescencia del 

complejo también aumenta y se observa un desplazamiento el máximo de emisión hacia 

el azul, notándose un importante desplazamiento hipsocrómico de 40 nm a pH 7.5. Este 

hecho está relacionado con la ionización de la tetraciclina, como se detalló 

anteriormente en esta Memoria. A pH 7.5, se pierde un nuevo protón y es ahora la 

especie TcH
-
la que forma complejo con el ion Tb

+3
. En lo sucesivo, se seleccionó un pH 

= 6 con objeto de evitar desplazamientos espectrales y asegurar la formación de un 

único complejo. 

4.13.- Ensayos de detección de Tetraciclina mediante disolución de Terbio en leche. 

Con objeto de determinar la Tc en muestras de leche empleando el terbio como metal 

para su complejación, se llevaron a cabo dos vías de trabajo. En ambos casos se utilizó 

una concentración de Tc superior a la esperada en muestras reales, con objeto de evaluar 

la bondad de los procedimientos.  Así, en la primera vía de trabajo, se adicionó Tc (5 x 

10
-2

M) a las muestras de leche y tras un período de reposo (24h) con objeto de que se 

alcanzasen los equilibrios de interacción posibles de la Tc con la matriz, se procedió a 

separar la Tc mediante el tratamiento de las muestras con los reactivos de Carrez, tal y 

como se detalló en la parte experimental. Los análisis se llevaron a cabo por 

quintuplicado empleando leche desnatada y la fluorescencia de la Tc en el sobrenadante, 
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tras separar las proteínas precipitadas, se determinó empleando una línea de calibrado 

para Tc (Figura 36). 

 

Figura 36. Línea de calibrado para Tc. 

El promedio, para un nivel de confianza del 95%, se recoge en la Tabla 2. 

Muestras Intensidad, U.A. 

Leche 1 155,89 

Leche 2 156,12 

Leche 3 155,75 

Leche 4 156,46 

Leche 5 155,98 

Promedio 156,04  0,4 

 

Tabla 7. Intensidades de fluorescencia de la Tc medidas en el sobrenadante, tras el 

tratamiento de las muestras de leche. 

La concentración media de la Tc en el sobrenadante, resultó ser 1,95 x 10
-3

M, lo que 

supone una recuperación del 78%. Este resultado indica que el proceso de limpieza, 

empleando los reactivos Carrez, no es completo y que parte de la Tc queda ocluida en el 

precipitado o bien haya formado complejos con el Ca (II) presente en la leche. La 

constante de formación del complejo Tc-Ca (log  = 5,86) [43] sugiere una alta afinidad 

y = 157,5x + 583,37 

R² = 0,9975 
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de la Tc por el ión. No obstante, el método es reproducible como lo demuestra la 

desviación estándar de las cinco muestras tratadas.  

Visto este resultado, la segunda vía de trabajo fue adicionar Tc a las muestras de leche, 

así como la cantidad suficiente de Tb para asegurar la formación del complejo Tc-Tb en 

concentración 5 x 10
-2

M. Tras la adición del metal, se mantuvieron las muestras en 

reposo durante 24 horas con objeto de que el sistema alcanzase el equilibrio y se 

procedió después a la precipitación de las proteínas con los reactivos Carrez como 

anteriormente. Tras centrifugar, se determinó la intensidad de fluorescencia del 

complejo Tc-Tb en el sobrenadante, empleando para ello una línea de calibrado 

preparada para el complejo Tc-Tb (Figura 37). El análisis se realizó por cuadruplicado.  

 

Figura 37. Línea de calibrado para el complejo Tc-Tb. 

El promedio, para un nivel de confianza del 95%, se recoge en la Tabla 8. 
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Muestras Intensidad 

Leche 1 97,9 

Leche 2 98,7 

Leche 3 98,5 

Leche 4 98,1 

Promedio 98,3   0,5 

 

Tabla 8. Intensidades de fluorescencia el complejo Tc-Tb medidas en el 

sobrenadante, tras el tratamiento de las muestras de leche. 

La concentración media del complejo Tc-Tb en el sobrenadante, resultó ser 1,26 x 10
-3 

M, lo que supone una recuperación del 50%. Como anteriormente, el resultado indica 

que el proceso de limpieza, empleando los reactivos Carrez, no es completo y que parte 

del complejo queda ocluido en el precipitado (en este caso, en mayor proporción que la 

Tc libre, como vimos antes) o bien que la Tc sea desplazada del complejo por iones Ca 

(II) presentes en la leche. Este último punto es menos probable, dada la diferencia en las 

constantes de estabilidad de los correspondientes complejos [43]. El método, no 

obstante, es reproducible como lo demuestra la desviación estándar de las cuatro 

muestras tratadas.  
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5.-CONCLUSIONES 

1. Se han sintetizado con éxito, nanopartículas de ZnS y nanopartículas de ZnS 

dopadas con Eu (III). 

2. Se han evaluado dichas nanopartículas como sistemas para la recuperación de Tc 

en medio acuoso. En ambos casos, las nanopartículas enlazan a la Tc a través de 

la formación de complejos con Zn. 

3. La recuperación de las nanopartículas en suspensión requiere del empleo de 

procedimientos de separación más eficaces que la centrifugación  diferencial, 

como es la ultracentrifugación. 

4. El tratamiento previo de las muestras de leche para la precipitación de proteínas 

resultó ser altamente reproducible, como se demostró en la recuperación de la Tc 

adicionada. 

5. El empleo de Tb como metal luminiscente y complejante de la Tc, permitió 

alcanzar una recuperación de la Tc del 50% en muestras de leche, tras un 

proceso de precipitación química de las proteínas.  
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6.- SUGERENCIAS PARA TRABAJOS POSTERIORES 

De los resultados obtenidos en este trabajo, las nanopartículas de ZnS-Eu ofrecen 

potencial analítico para la determinación de Tc. 

 

 

Un incremento de más del 400% en la intensidad de fluorescencia de la Tc, augura un 

sistema altamente sensible.  

El sistema se podría utilizar como nanosensores para la determinación de Tc en 

disolución o bien en el diseño de un sensor en fase sólida (tiras reactivas).   
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