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RESUMEN

Existen diversas técnicas analiticas para la deteccion de residuos de antibidticos en
alimentos, pero muchas de ellas presentan importantes desventajas que derivan en la

necesidad de buscar nuevos métodos mas sensibles, selectivos, rapidos y econémicos.

Recientemente, en el area de los nanomateriales se esta haciendo un gran esfuerzo
investigador con el objetivo de desarrollar nuevos métodos de andlisis basados en las
especiales caracteristicas fisico-quimicas que poseen, en particular, las nanoparticulas
de 6xidos metélicos, como pueden ser una gran area superficial, caracteristicas
luminiscentes notables, capacidad de catélisis, etc. Asimismo, las técnicas luminiscentes
ofrecen una especial sensibilidad y selectividad en el desarrollo de nuevos metodos de

analisis.

En el presente proyecto hemos abordado dos lineas de trabajo. Por una parte, la
evaluacion de nanoparticulas de ZnS y de nanoparticulas de ZnS dopadas con Eu (1),
como medio para retener tetraciclina en disolucion. La posibilidad de interaccion de la
tetraciclina con la superficie de las nanoparticulas (a través de la formacion del
complejo tetraciclina-Zn) y las caracteristicas luminiscentes del sistema, han sido la

base de la hipotesis de trabajo.

Por otra parte, también hemos evaluado la posibilidad de utilizar el complejo
tetraciclina-terbio como sistema luminiscente para la determinacion de tetraciclina en
muestras de leche, una vez separado el antibiotico de la muestra. Hemos tomado como
modelo, la tetraciclina puesto que es uno de los antibioticos mas utilizados en el ambito
veterinario y ganadero, siendo la deteccion 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 mas ha ido aumentando en los Gltimos afios.



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 (l11) 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 antibioticos en la ganaderia

Los antibidticos son compuestos organicos que se caracterizan por ser toxicos, letales e
inhibidores del crecimiento de ciertos microorganismos. En funcién de la capacidad del
antibidtico de afectar a las distintas especies de microorganismos pueden clasificarse en
antibiéticos de amplio espectro, cuando actdan sobre multiples especies de bacterias, 0
de espectro restringido cuando acttian solo sobre unas pocas especies.

En los ultimos afios, 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 ultimo en el que debido principalmente al aumento del nimero de industrias
carnicas y lecheras y, por tanto, al aumento de las exigencias de produccién, se ha
producido un incremento en la tendencia de administrarlos de forma habitual, en
muchos de los casos por via directa (inyecciones intravenosas y/o intramusculares),
generalmente para los casos de prevencion de las enfermedades bacterianas mas
comunes y también como aditivos en las comidas y en las aguas destinadas al consumo
del animal, de forma que actien 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 produccion y por tanto, en la competencia en los mercados.

Ademas de este uso indiscriminado e irracional de antibioticos por parte de
determinados sectores, motivado principalmente por razones econdmicas, también
destacan aquellos casos en los que los encargados de administrar los antibidticos
desconocen los efectos que puede ocasionar su uso descontrolado como puede ocurrir,

por ejemplo, en el caso de los responsables de pequefias ganaderias.

Otro de las causas mas destacadas y que finalmente derivan en la presencia de
antibioticos en los alimentos es el uso prolongado en el tiempo de dichos antibidticos
respecto al tiempo recomendado por los especialistas o, en el caso de la ganaderia
lechera, el no respetar los periodos de cuarentena disefiados para la correcta eliminacion
de los restos de antibidticos a través de la leche con lo que el consumidor se expone al

consumo de leche con concentraciones de antibidticos potencialmente peligrosas.



Este uso excesivo de antibioticos en animales destinados al consumo humano, esta
generando una gran preocupacion en las instituciones sanitarias ya que puede derivar en

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

Reacciones alérgicas.

- Efectos genotdxicos y/o carcinogénicos.

- Aparicion de microorganismos resistentes a dichos antibidticos, con la
consiguiente alteracion del tratamiento de determinadas enfermedades.

- Reduccién de la sintesis de vitaminas.

- Alteracion de la flora intestinal.

De todos los antibidticos existentes, la mayoria de los destinados al tratamiento del
ganado se incluyen dentro de los grupos conocidos como antibidticos B-lactamicos,
aminoglucésidos, macrdélidos, tetraciclinas, sulfamidas, fenicoles y fluoroquinolonas
cuyas caracteristicas se describirdin mas detalladamente en el apartado de

consideraciones tedricas y experimentales.

A continuacion, aparece representando en un grafico de sectores el porcentaje de

abundancia correspondiente a cada familia de antibidticos anteriormente citada.

18% = Fenicol
u B-lactamicos
m Tetraciclinas
19% Sulfamidas
Aminoglicosidos

Fluoroquinolonas
19%

Figura 1.-Distribucion de determinadas familias de antibioticos 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 mas demandados y consumidos por la
poblacion, por tanto, es importante llevar un control de la calidad de la misma siendo

clave el analisis de la presencia de antibi6ticos u otras sustancias antimicrobianas.
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Figura 2. Crecimiento de la demanda mundial de lacteos entre 1996-2011. [2].

Existen numerosas técnicas para la deteccion de antibidticos en alimentos, destacan
sobre todo el uso de técnicas cromatogréaficas, técnicas inmunoldgicas, técnicas
microbioldgicas y biosensores [3] las cuales seran descritas mas ampliamente en el
apartado de consideraciones teoricas y experimentales, sin embargo, la gran mayoria
presenta multiples inconvenientes, entre los que destaca el alto coste o tiempos de
analisis altos, que hacen necesario la busqueda de nuevos métodos de deteccidn, siendo

ésta la idea impulsora de este estudio.

1.2. Obijetivos.

e Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de ZnS y de nanoparticulas dopadas
con Eu (I1).

e Estudiar la interaccion de las nanoparticulas sintetizadas con tetraciclina y
evaluar dicha interaccion como sistema para la deteccion del antibidtico.

e Evaluacion de las caracteristicas luminiscentes del complejo tetraciclina-terbio
como base para la deteccién de tetraciclina.

e Ensayos de los anteriores sistemas en muestras reales de leche.



2.-CONSIDERACIONES TEORICAS Y EXPERIMENTALES

2.1.- Antibidticos: presencia en alimentos y grupos mas importantes.

Como se he citado anteriormente, en el &mbito de la ganaderia destacan sobre todo el
uso de antibidticos pB-lactamicos, aminoglucoésidos, macrélidos, tetraciclinas,
sulfamidas, fenicoles y fluoroquinolonas, a continuacién, se describen mas

ampliamente:

- Los antibidticos B-lactdmicos son los mas ampliamente utilizados en el ambito
veterinario. Se caracterizan por la presencia de un anillo B-lactamico (Figura 3,
resaltado en rojo) en su estructura y acttan inhibiendo la sintesis del peptidoglicano que
conforma la pared celular bacteriana, por lo que contribuye a la desintegracion de la

misma.
R H H RZ H H
N, = N, :_s

\ B /S \ .

" v =
/ —OH
O/\ O OH

Estructura basica de las penicilinas Estructura bésica de las cefalosporinas

Figura 3. Estructura quimica de antibiéticos f-lactamicos [3].

Penicilinas Cefalosporinas
Amoxicilina Cefacetrilo
Ampicilina Cefalexina

Benzopenicilina | Cefalona

Cloxacilina Cefapirina

Dicloxacilina Cefazolina

Nafcilina Cefoperazona

Oxacilina Cefquinoma

Tabla 1. Ejemplos representativos de los diferentes antibidticos f-lactamicos [3].



- Las fluoroquinolonas (FQs) constituyen un grupo importante de antibioticos sintéticos.
Se caracterizan porque la mayoria 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. Asi, 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 aminoglucosidos constituyen una familia de antibiéticos que presentan una
estructura caracterizada por tener dos 0 mas grupos amino unidos mediante enlaces
glucosidicos a un grupo aminociclitol [4] y son antibi6ticos que actlan inhibiendo la
sintesis proteica de la bacteria mediante la unién a la subunidad ribosomal 30S,
causando dafios irreversibles en dicha bacteria. Dentro de este grupo de antibidticos
destacan los antibidticos gentamicina, kanamicina y neomicina, estreptomicina y

dihidroestreptomicina.

OH
CHs

NH
H,;C Hoo/w 2
HoN NH;

Figura 4.- Estructura quimica de un antibiotico aminoglucésido (gentamicina) [4].

-Los macrdlidos son una familia de antibioticos que presentan una estructura
caracterizada por tener un anillo lacténico macrociclico (Figura 5) unido por enlace
glucosidico a desoxiazucares aminados [4]. Actuan inhibiendo la sintesis proteica de la
bacteria mediante la unién a la subunidad ribosomal 50S causando, como los
anteriores, dafios no reversibles en dicha bacteria. Dentro de este grupo de antibidticos

destacan la tilosina, la espiramicina y la eritromicina.



Figura 5. Estructura basica de la eritromicina. El anillo macrélido es la lactona (ester

ciclico) 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 actuan inhibiendo la sintesis de las proteinas bacterianas.
Todas poseen estructura tetraciclica lineal (Figura 6), con diferentes grupos funcionales,
lo que ha dado lugar a tres generaciones de antibidticos, segin 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)

HIl
OH O OH O O

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 antibidticos
descubierta en la década 1930-1940, son sintéticos de amplio espectro y derivan de la
sulfonamida. Su mecanismo de accidn se basa principalmente en la inhibicion de la

sintesis de &cidos nucleicos de la bacteria. Se eliminan del organismo por la orina,

6



principalmente, parte sin metabolizar y parte en forma de conjugados entre 11-24 horas
después de su ingestion. Es de los antibidticos que mas resistencias ha desarrollado a lo
largo de los afios al ser de los primeros que se emplearon para el tratamiento de
enfermedades. Estructuralmente presenta relacién con el acido para-aminobenzoico
(Figura 7), con el que compiten por la unién al enzima dihidropteroatosintasa, la cual
interviene en el metabolismo del &cido félico imprescindible para la sintesis de acidos

nucleicos por la bacteria.

O“\s”O R 0o
N o
N ~
N H,N S\NH
H,N 2
Estructura basica de las sulfonamidas Sulfamida

Figura 7. Estructura quimica de las sulfonamidas [5]

-Fenicoles: La denominacion de fenicoles incluye tres farmacos, el cloranfenicol, el

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

o 0 (0]
v
8! F o= OH HoH w ¢
i o "L} "y
I
HJ\(C : ﬁJ\/CI ON Ly O
OH Cl OH cl 2 O
Florfenicol Tianfenicol Cloranfenicol

Figura 8. Antibioticos derivados del acido di-cloro-acético: fenicoles.

2.2.- Técnicas clasicas de deteccion de antibidticos.

Debido a la creciente preocupacion por ese uso excesivo de antibidticos y sus
consecuencias, desde hace varios afios se vienen controlando los residuos de los mismos
presentes en los alimentos, entendiéndose por residuo, “cualquier metabolito, sustancia
farmacoldgica o producto de degradacién de la misma que permanece en un alimento
obtenido a partir de animales a los que se les ha sido suministrado un antibiotico” [4].
Asi, varias organizaciones a nivel mundial han establecido un limite maximo de

residuos (MRL), definido como “la maxima concentracion de residuo derivado del uso

7



de antibidticos aceptada en un alimento” [4], Yy se crea la Directiva 96/23/EC que
establece una serie de normas para la eleccion de los métodos de analisis y para la
interpretacion de los resultados obtenidos.

Existe una gran variedad de métodos destinados para la deteccién y/o cuantificacion de
antibidticos. Los mas utilizados se agrupan en las siguientes metodologias: técnicas

cromatogréficas, técnicas inmunolégicas, técnicas microbioldgicas y biosensores. [3]

= Tecnicas
cromatograficas

® [nmunoensayos
Tecnicas
microbiolégicas

Biosensores

Otros métodos

Figura 9.Principales métodos de deteccion de antibioticos en alimentos [1].

A continuacién describiremos brevemente cada una de las técnicas analiticas

empleadas.
-2.2.1.- Técnicas cromatogrdficas.

Este tipo de técnicas han resultado bastante eficientes no sélo en la deteccion sino
también en la cuantificacion de multiples residuos de antibidticos presentes en los
alimentos. En general, se precisa una limpieza previa de la muestra mediante una
extraccion en fase solida y la separacion posterior del residuo objeto de analisis
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, high performance liquid

chromatography) [6].

La cromatografia HPLC ofrece la posibilidad de analizar simultaneamente distintos
residuos en un periodo de tiempo relativamente corto respecto a otras técnicas
cromatograficas. Ademas, dada la posibilidad de automatizar el método, lo hace ideal
como sistema de monitorizacién o “screening”. Con el fin de mejorar aun mas esta
técnica, en los ultimos afios, se han realizado una serie de cambios que consisten, sobre

todo, en acoplar el sistema de HPLC a un espectrometro de masas (HPLC-MS) lo que
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contribuye a mejorar la eficiencia de la identificacion y cuantificacion, con la
consiguiente reduccion del tiempo de analisis [4]. No obstante, la técnica HPLC-MS

requiere de usuarios especializados.
-2.2.2.-Biosensores.

Estan formados por un componente de reconocimiento molecular biolégico (enzimas,
acidos nucleicos, aptameros, anticuerpos...) y un elemento transductor que transforma

el proceso de reconocimiento en una sefial analitica cuantificable.

Los biosensores se clasifican atendiendo principalmente a la naturaleza del elemento

transductor, siendo los mas empleados los electroquimicos y los Opticos.

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 biologico que puede perder su actividad en apenas
unas horas o dias dependiendo de su naturaleza o, de otros factores, como el pH o
cambios en la temperatura que favorecen su desnaturalizacion. Como resultado de estas

desventajas, hasta la fecha, no se han sido comercializados biosensores para tetraciclina.
-2.2.3.- Técnicas microbiologicas.

Agrupa una serie de metodos cuantitativos y semicuantitativos basados en la inhibicion
del crecimiento de determinados microorganismos (Figura 10). Son métodos de barrido
(“screening”™), rapidos y econémicos ya que no requieren equipamiento sofisticado.
Incluso, algunos métodos de difusion en agar han sido implementados como métodos
oficiales. La mayor parte de los métodos rapidos comercialmente disponibles se han
desarrollado para la industria de la leche con objeto de determinar antibidticos en leche.
[7-10].

El test mas usado como sistema de referencia en la mayoria de los laboratorios es el
conocido como “BsDA” [3], y es método de referencia en la Unién Europea para
residuos de antibidticos en leche cruda y en leche tratada térmicamente. Consiste en
colocar unos pequefios discos de papel en un medio de agar comin donde previamente
se ha hecho crecer cepas de Bacillus stearothermophillus var.Calidolactis y se ha
afiadido la muestra a analizar sobre la superficie del medio. Si hay presencia de

antibiéticos en la muestra, se forman zonas de inhibicién alrededor del disco



caracterizadas por la formacion de un anillo transparente alrededor del mismo. Se utiliza

principalmente en la deteccidn de antibioticos B-lactamicos [3].

Figura 10. Test de inhibicion de crecimiento de microorganismos.

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

deteccion de antibiéticos en leche.

Ensayo de . s .
inhibicion Compafifa Tiempo por Antibiotico Tipo (.Zi,e
. . ensayo ensayado deteccion
microbiano
. Gist- . Amplio Cambio de
Devoltest SP Kit brocades/DSM 2 h30 min espectro color
Copan test (CH . . Amplio Cambio de
ATK) Copan Italia SpA | 2h 30 min-3 h espectro color

Amplio Cambio de

CharmFarm Test | Charm Sciences 2h 30 min-3 h
espectro color

Amplio Cambio de

Charm AIM-96 Charm Sciences 4h
espectro color

Tabla 2: Ensayos microbiol6gicos comerciales para la deteccion de antibioticos [10].

Como se puede observar, el ensayo AIM-96 es el mas largo, pero permite analizar
simultdneamente hasta 96 muestras y que, a diferencia del test BsDA, se emplea medio
liquido en lugar de agar comun, se incuba la muestra durante 3-4 horas y se observan
cambios en el color del medio. Asi, una tonalidad amarilla indica que la muestra es
negativa, si la muestra toma otro color es positiva, es decir, presenta residuos de
antibidticos (Figura 11).
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Figura 11. Antibiograma multiple.

-2.2.4.- Técnicas inmunoldgicas.

Aunqgue las técnicas microbiol6gicas presentan unas buenas caracteristicas analiticas
para el control rapido, adolecen de lentitud y en algunos casos de sensibilidad
suficiente. Por ello, se ha venido investigando en el desarrollo de métodos de control
rapidos, sensibles y selectivos. Entre ellos, los métodos inmunolégicos ofrecen un
potencial extraordinario. Estan basados en la capacidad de reconocimiento de un
anticuerpo (Ac) por un antigeno (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 mas

ampliamente utilizadas. Por ello, sera el que describiremos en esta revision.

El formato ELISA es un inmunoensayo enzimatico en el que la determinacion de un Ag
(o de un Ac) se lleva a cabo mediante el empleo de uno de ellos inmovilizado en placas
de microtitulacion con multiples pocillos y el otro en disolucién. El producto de
reaccion entre ambos puede ser detectado y cuantificado mediante un marcador
enzimatico con un sustrato apropiado. Este tipo de ensayo se encuentra comercializado
ya para el analisis 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 analisis la muestra se afiade a los mismos, junto con un anticuerpo primario
especifico para el antibiotico. Si éste esta presente en la muestra, competira por el

anticuerpo, impidiendo que éste se una al antibiotico inmovilizado. Tras un lavado, se

11



afiade un segundo anticuerpo, marcado con peroxidasa, que interacciona con el primer
anticuerpo. Tras la adicién del sustrato enzimatico, se genera un color cuya intensidad
es inversamente proporcional a la concentracion de tetraciclina en la muestra. En la
Figura 12 se muestra un esquema simplificado del formato descrito y la reaccién
enzimatica coloreada, base de la deteccidn espectrofotométrica.

| i

0> €N
| | | | | |
A ® Gor 'Q,,/.‘:‘s\ }{ ‘S\n.‘
N9 R N9+

Ny ( ‘X
N 207 = “
7 e -
Tetraciclina : J
Anticuerpo Anticuerpo
primario anti-TC secundario marcado
CH, CH4
L NH; _NH 3
HRP Reaccién
H.C HyC L
CHsy ‘ s CHs enzimatica
ik i W oductoazul
CHy (TMB) incoloro CHs roducto azu
(s) (P)

Figura 12. Ensayo ELISA competitivo indirecto para tetraciclina.

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

posibilidad de automatizacion.

Hoy dia existen métodos basados en inmunoensayos, comercialmente disponibles para
el analisis de tetraciclinas en leche. Por ejemplo, el ensayo Parallux ™ 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 sefial de fluorescencia. EI ensayo dura menos de 5 minutos. El sistema esta
patentado por lo que no se dispone informacién sobre la naturaleza de los anticuerpos ni
de la sonda fluorescente. En la Figura 13 se muestra el sencillo protocolo que supone el

andlisis.
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Trasfierala lechey agite Incube la muestra y los reactivos
durante 5 minutos

nnc:
[ Uy sﬂ}
Resultados

I
Muestra Control \_/ \_/

\Kj/

Viértala sobre el poullo_y presione Lea los resultados a los 4

hasta escuchar el sonido SNAP minutos

Figura 13. Protocolo para el analisis rapido de tetraciclinas empleando el
ParalluxTMTetracyclines Test Kit [11].

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

tipo inhibicién microbiana con el inmunoensayo fluorescente Parallux™ [12].
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Ensayo

MRL., MRL. Codex DA inhibicion  Parallux™
Antiobidtico U.E. ( /k.’) USA microbiana  test

(Hg/kg) HOTg (Lg/kg) Delvo SP, (uglkg)

(Hg/kg)

Clorotetraciclina 100 100 100 300 150
Doxiciclina 0 (100)
Oxitetraciclina 100 100 100 300 100
Tetraciclina 100 100 100 300 100

Tabla 3. Comparacion de los limites maximos de residuos de tetraciclinas para

diferentes ensayos [12].

Como se puede observar, la sensibilidad de los métodos esta muy proxima a los valores
MRL de los distintos organismos oficiales para las tetraciclinas.
El Parallux™ test es el mas réapido, pero requiere instrumentacion, lo que limita su

aplicabilidad para el andlisis in situ.

2.3.- Métodos basados en el empleo de nanomateriales.

Las técnicas anteriormente citadas son las mas empleadas; sin embargo, en los ultimos
afios ha aumentado notablemente la busqueda de nuevos materiales que ofrezcan una
mayor selectividad para el reconocimiento del analito, asi como, una mejora en la
sensibilidad del método de analisis dada la necesidad de detectar bajos niveles de
residuos en muestras complejas, como son las de los alimentos. Entre esos materiales,
hoy dia se trabaja intensamente en el desarrollo de nanomateriales para su empleo en el
campo de los alimentos, no sélo desde un punto de vista analitico, sino también en el de

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

Con el nombre genérico de nanomateriales se definen, segin la Comision Europea en el
afio 2011 [16], “un material natural, secundario o fabricado que contenga particulas
sueltas o formando un agregado o aglomerado y en el que el 50% o mas de las
particulas en la granulometria numérica presente una 0 mas dimensiones externas en el

intervalo de tamafios comprendidos entre Inmy 100 nm”.
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Se pueden clasificar en distintos grupos en funcién de su estructura y del nimero de

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

e Nanomateriales OD: presentan todas sus dimensiones en el rango nanometrico.
Se denominan comUnmente nanoparticulas.

e 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.

e Nanomateriales 2D: presentan dos de las dimensiones espaciales fuera del rango
de la nanoescala y adoptan, generalmente forma de pelicula delgada, por ello,
también reciben el nombre de peliculas.

e Nanomateriales 3D: materiales constituidos por agrupaciones de algin 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.

Agrupacion de
nanoparticulas que
puede superar los 3D
100 nm

Dos dimensiones pueden
superar los 100 nm 2D

'

Nanoldminas

Nanoestructurado

Una dimension puede
superar los 100 nm 1D

Ninguna dimension
supera los 100 nm

0D )
Nanohilos, nanotubos

Puntos cuanticos
Nanoparticulas esféricas

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

En el campo del andlisis de residuos de antibidticos en alimentos, se han utilizado

diferentes tipos de nanoparticulas. Describiremos brevemente algunas de ellas.
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-2.3.1.- Nanoparticulas de oro (AuNPs).

Son las nanoparticulas que tradicionalmente se han empleado con mas frecuencia.
Poseen propiedades fisico-quimicas excelentes para su empleo en el desarrollo de
nuevas metodologias se caracterizan por ser de sintesis sencilla y econdmica, elevada
relacion superficie/volumen, propiedades &pticas, electronicas y magnéticas Unicas,
diferentes a las del metal macroscopico. Asimismo, la posibilidad de modificarlas
superficialmente de forma muy sencilla es una ventaja frente a otro tipo de
nanoparticulas [17]. El color de una suspension de nanoparticulas de oro, depende de
forma critica del tamafio de las mismas (Figura 15).

a) ﬁcoloidnl

- . Complejo oro/citrato
Complejo “omplejo oro/citratc

orofcitrato polimérico
o- @ <t
X

Citrato

Au(llly

Au(l)

800 900 1000 1100 1200

Longitud de onda, nm

Figura 15. Nanoparticulas de oro. a) Sintesis empleando una sal de oro y acido citrico
como reductor, b) Funcionalizacion superficial con diferentes ligandos hidrofilicos, c)
Color de suspensiones coloidales de AuNPs de diferente diametro, d) Espectros de

absorcion Vis-UV de AuNPs de diferente diametro.

Para el empleo de las AuNPs en el desarrollo de nuevos métodos de analisis es
necesario modificar su superficie con ligandos adecuados (Figura 15 b). La seleccion
adecuada de dichos ligandos es crucial para obtener la sensibilidad y selectividad
deseada. En la Tabla 4 se recogen las propiedades dpticas que presentan las AUNPs y su

aplicacion potencial [18].
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Propiedades de las AUNPs Aplicaciones potenciales

Plasmon superficial de resonancia (SPR) Sensorescolorimétricos,

Raman sensibilizado

Fluorescencia Sensores fluorescentes

Dispersion Raman sensibilizada SERS

Dispersion de luz Ensayos por dispersién dindmica de luz

Funcionalizacion superficial Reconocimiento molecular por diversos
mecanismos

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

Como ejemplo representativo del empleo de AuNPs en el desarrollo de un método
colorimétrico para determinacion de antibioticos en leche es el desarrollado por Zhang y
col. [19]. Este método se basa en la sintesis de AuUNPs en presencia de PCV (pirocatecol
violeta), compuesto que se caracteriza por presentar una serie de grupos funcionales (-
OH, -NHy, -NH) por los que determinados antibioticos tienen afinidad y, por tanto, se
unirén a él modificando el color de la solucion formada debido a que esa union modifica
el tamafio de las AuNPs durante la sintesis. Como se puede ver en la Figura 16, en
ausencia de antibioticos las AuNPs se sintetizan correctamente y la disolucion presenta
un color rojizo caracteristico. Sin embargo, en presencia de bajas concentraciones de
antibiotico en el medio se puede observar que las AuNPs se sintetizan correctamente
pero la interaccidn del antibiotico con los grupos funcionales hace que éstas se agreguen
y el color de la disolucion cambia a azul. Si la cantidad de antibiotico aumenta, el
crecimiento de las AuUNPs se modifica, inhibiendo la accion del PCV vy la disolucion se

torna marroén.
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Figura 16. Esquema del mecanismo de reconocimiento de antibiotico en funcion del

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

Recientemente, Shen y col [20] han descrito un ensayo colorimétrico para tetraciclina
basado en el crecimiento in situ de AuNPs. EI método se basa en la capacidad de las
tetraciclinas de reducir directamente las sales de oro formando, bajo condiciones
adecuadas, nanoparticulas de oro. Las nanoparticulas resultantes absorben a 526 nm y
su absorbancia esta directamente relacionada con la cantidad de antibidtico en el medio.
La sensibilidad del método es elevada, exhibiendo un limite de deteccidon de 20 ng/mL.
El ensayo presenta una selectividad importante frente a otros antibidticos como

sulfonamidas o amino-glicosidos
-2.3.2.- Nanoparticulas de carbono.

Las nanoparticulas de carbono pueden ser una alternativa tecnolégica importante en el
desarrollo de nuevos métodos analiticos para la deteccidn y determinacidn cuantitativa
de antibidticos. Su base fundamental es carbono, pueden ser modificadas
superficialmente con grupos funcionales como —-COOH, -OH, -C=0, -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 nanoparticulas de carbono (Figura 17), siendo los nanotubos de

carbono los mas explotados analiticamente hasta la fecha. [21].
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Figura 17. Nanoparticulas de carbono.

Asi, se han desarrollado métodos voltamétricos y amperomeétricos para la determinacion
de tetraciclina empleando nanotubos de carbono de pared multiple [22-24]. Con
electrodos modificados con nanotubos se mejora notablemente el proceso de oxidacion
de la tetraciclina en comparacion con electrodos sin modificar, consiguiéndose limites
de deteccion del orden de 0.50 - 3.10 ng mL™*. Zhou and col. [25] han empleado
nanotubos de carbono para favorecer la inmovilizacion de aptameros en la superficie de
un electrodo de carbono vitrificado para desarrollar un aptasensor de tetraciclina. El
dispositivo se empled en la determinacion de tetraciclina en leche con excelentes
resultados.

-2.3.3.- Otras nanoparticulas.

Ademas de las ya expuestas, se han venido desarrollando otros sistemas de analisis y
deteccidn de tetraciclina en muestras de alimentos empleando otras nanoparticulas
metélicas, de 6xidos metalicos, de semiconductores 0 paramagnéticas. En la siguiente

tabla se recopilan algunos ejemplos de estos sistemas de analisis para antibioticos.
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NANO- S . Limite de Muestra
PARTICULAS | Antibiotico Teenica deteccion real | ReF
Magneticas Tetra}c!c_lma, Inmuno- 1
FesO, Pen_|C|I|na,_ fluorescencia <50 ng mL Leche | [26]
Sulfadimetoxina
Plata Tetraciclina Fluorescencia 4 nM Leche | [27]
Silice Tetraciclinas I?IecFrquml_o | <0.1pmol L™ | Farmacos | [28]
uminiscencia
cuélF;lliinctc?;S de Tetre}c!c_lma, Inmunoensayo
SeMmi- Pen|C|I|_na_, fluorescente 5 pg mL-1 Leche [29]
Estreptocimina
conductores

Tabla 5: Sistemas de analisis para antibioticos mediante el uso de nanoparticulas.
-2.3.4.- Materiales biomiméticos.

Con objeto de obviar el empleo de materiales bioldgicos, que en determinadas
condiciones experimentales pueden experimentar degradacion y/o desnaturalizacion, se
han desarrollado en los ultimos 15 afos materiales que simulan la capacidad de
reconocimiento molecular que poseen moléculas como los anticuerpos. Entre estos
materiales biomiméticos se encuentran los polimeros de impresion molecular. Estos
polimeros se pueden preparar a partir de monémeros organicos o inorganicos. En la
Figura 18 se muestra el esquema de sintesis de un polimero impreso para una molécula
determinada. Como se puede observar, el polimero se sintetiza en presencia de la
molécula de interés y finalmente, mediante un proceso de extraccion 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 estereoquimica de la molécula y
grupos funcionales orientados de modo que s6lo esa molécula sera capaz de alojarse en

dichas huellas.

Los polimeros impresos tienen un elevado potencial para la recuperacion/extraccion de
moléculas y cdmo material de reconocimiento para el disefio de sensores, tanto 6pticos

como electroquimicos.
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Figura 18. Esquema general de sintesis de un polimero molecularmente impreso.

Cohelo Moreira y col. [30] han desarrollado un polimero molecularmente impreso para
tetraciclina empleando monomeros vinilicos y lo han utilizado para el desarrollo de
sensores potenciométricos para la determinacion del antibidtico tanto en sistemas
estaticos como en flujo. El sistema presenta un limite de detecciéon menor de 1.3 x 10
M vy su aplicabilidad se demostré con la determinacion de tetraciclina en muestras de

Suero.

Hoy dia es posible adquirir comercialmente cartuchos de extraccion en fase solida, que
contienen polimeros molecularmente impresos, para la extraccién selectiva de

tetraciclina en alimentos. [31]
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3.-METODOLOGIA

3.1.- Reactivos y disoluciones.

e Sulfuro de sodio (NayS).

e Acetato de Zinc cristalizado (ZnAc,).

e Etanol absoluto.

e Tetraciclina (Tc).

e Tricloruro de Europio (EuCls) 99.9%.

e Tricloruro de Terbio (TbCls) 99.9%.

e Hidroxido de sodio en escamas 99% (NaOH).

e Acido clorhidrico 38%.

e  MOPS 99.5% (3-(N-morpholino) propanesulfonicacid).
e BES 99% (bicine ethane sulfonic).

e Acetato de sodio 99% (NaAc).

e Ferrocianuro potasico cristalizado.

e Agua destilada.

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

e Ferrocianuro de Potasio cristalizado.

Todos los reactivos han sido adquiridos en Sigma Aldrich.
3.2.- Instrumentacion analitica.

e Balanza analitica Mettler AE 163.

e Fluorimetro Varian Cary Eclipse.

e Espectrofotometro FTIR, Varian 670 IR equipado con un médulo de ATR
“Golden Gate”.

e Microscopio de Transmision Electronica Jeol-2000 EX I1.

e Espectrofluorimetro Edimburgh Instruments modelo FLSP920 equipado con
cubeta de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico.

e pH-metro (micropH-2002, CRISON).

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

e Matraces Erlenmeyer de 100 mL.

e Matraces aforados de 5 mL y 10 mL.

e Pipeta aforada 10 mL.

e Vasos de precipitados de 50 mL.

e Tubos de plastico de 12 mL.

e Tubos eppendorf.

e Micropipetas LABMATE+: de 100-1000 pl.
e Mortero.

o Papel de filtro analitico (tamafio de poro de 7 um-11pm).
e Placa calefactora: Heidolph MR-HeiTec.

e Estufa: Function line. Heraeus.

e Vortex Labnet VX-100.

e Embudo de vidrio.
3.4.- Sintesis nanoparticulas de sulfuro de zinc.

En un matraz erlenmeyer de 100 mL de capacidad se preparo una disolucion formada
por 15 mL de acetato de zinc 1M, 15 mL de sulfuro de sodio (Na,S) 1M y llevando a un
volumen final de 100 mL con agua destilada. [32,33]. La reaccion de formacién se

puede describir mediante el siguiente equilibrio:
ZnAcy + Na,S = ZnS + 2 NaAc

En el que Ac = ion acetato. A continuacion, se dejo dicha disolucion agitando a
temperatura ambiente durante una hora dejandose reposar después unas 12 horas mas
hasta formacion de un precipitado. Una vez transcurrido este tiempo, se centrifugé dicha
disolucion 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°C durante varios dias hasta

eliminacion total de disolventes, tras lo cual se homogenizan en un mortero de agata.
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3.5.- Sintesis de nanoparticulas de ZnS dopadas con europio (ZnS-Eu).

En varios matraces erlenmyer de 100 mL de capacidad se prepar6 una serie de
disoluciones formadas por la mezcla de 15 mL de ZnAc; 1M, 15 mL de Na,S 1M y 0,
0.25 mL, 0.5 mL, 1 mL y 2 mL, respectivamente, de EusCl 1M. Estas disoluciones
resultantes se trataron posteriormente siguiendo los mismos pasos descritos para la

sintesis de las nanoparticulas de ZnS.
3.6.- Estudio de la morfologia de las nanoparticulas.

Las nanoparticulas anteriormente sintetizadas se caracterizaron morfolégicamente
empleado la técnica de microscopia electrénica de transmisién (TEM). Para ello, se
suspendi6 una pequefia cantidad de nanoparticulas en metanol en un tubo eppendorf y
del cual se tomaron posteriormente, unos pocos pL y se colocaron sobre una rejilla de
cobre recubierta por una pelicula 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 Cientifico-Técnicos de la
Universidad de Oviedo).

Figura 19. Microscopio Electronico de Transmision. Jeol 2000 EX — I1.
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3.7.- Estudio de la absorcién al infrarrojo de las nanoparticulas.

Para el analisis de la absorcion al infrarrojo de las nanoparticulas anteriormente
sintetizadas se utilizd un Espectrofotometro FTIR, Varian 670 IR equipado con un
modulo de ATR “Golden Gate”, el analisis de las muestras se realizo sin necesidad de
tratamiento previo de las mismas colocando dichas muestras directamente sobre el

modulo de ATR del equipo.
3.8.- Estudio de las caracteristicas luminiscentes de las nanoparticulas.

Se registraron los espectros de excitacion y de emision de las nanoparticulas
anteriormente sintetizadas utilizando un espectrofluorimetro Edimburgh Instruments

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

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

y el terbio.

Las caracteristicas luminiscentes de la tetraciclina se realizaron sobre una disolucion de
5x10”M, en medio acuoso (pH = 6), empleando una longitud de onda de excitacién de

446 nm y una de emision de 554 nm.

En el caso del complejo Tc-Eu, se preparé una disolucién acuosa 2x10°M de Tc y otra
disolucién acuosa 6x10°M de EuCls. Para la preparacién del complejo, se tomé 1 mL
de la disolucién de Tc y 1 mL de la de Eu™ y se afiadieron a un matraz aforado de 5 mL
enrasando al volumen final con agua destilada. De este modo, la estequiometria del
complejo se encuentra en una relacion Tc:Eu = 1:3. Finalmente, se registraron los
espectros de excitacion y fluorescencia en cubeta de 1 cm de paso éptico. Para el
complejo Tc-Th se siguidé un procedimiento analogo al descrito anteriormente para el
complejo Tc-Eu utilizando en su lugar, disoluciones de Tc y de ThCl; asegurando una

estequiometria del complejo Tc:Th = 1:3.
3.10.- Andlisis de la capacidad de retencién de Tc de las nanoparticulas ZnS-Eu.

Con objeto de estudiar la capacidad de las nanoparticulas sintetizadas de retener Tc en
disolucion en funcién del tiempo de interaccion, se prepard una disolucién acuosa de
Tetraciclina 5x102M.
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A continuacion, se prepararon 4 tubos de ensayo cada uno de los cuales contenia 50 mg
de las nanoparticulas de ZnS-Eu sobre las que se afiadié 1 mL de la disolucién inicial de
Tc y 2 mL de disolucién 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 reaccion, se centrifugd la
disolucion y se registré el espectro de emision de fluorescencia del sobrenadante
excitando a una longitud de onda de 446 nm.

3.11.- Influencia del pH en la emisidn de fluorescencia del complejo Tc-Th.

Con objeto de estudiar la influencia del pH sobre la emision de fluorescencia del
complejo Tc-Th, 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 disolucion
0,1M de acetato sodico. La reguladora de pH 6 se prepard a partir de una disolucion
acuosa 0,1M de MOPS y la de pH 7 a partir de una disolucion acuosa 0,1M de BES.

Se prepararon 50 mL de cada disolucion y por medio de un pH-metro se ajustaron al
valor de pH deseado. En aquellos casos en que fue necesario afiadir una base para subir
el pH se utiliz6 NaOH 0.1M y cuando fue necesario afiadir un &cido para bajar el pH

hasta los valores deseados se utiliz6 HCI 0.1M.

A continuacion, en un matraces aforados de 10 mL se adicionaron 1 mL de Tc 2x10M
y 1 mL de Tb 6x10°M enrasando a volumen con cada uno de las reguladoras
anteriormente mencionadas. Se registré el espectro de emision fluorescencia, excitando

a una longitud de onda de 405 nm.
3.12.- Cinetica de formacion del complejo Tc-Th.

El estudio de la cinética de formacion del complejo Tc-Thb se llevo a cabo midiendo la
intensidad de fluorescencia del complejo Tc-Tb (estequiometria Tc-Th = 1:3) a pH = 6
(reguladora MOPS 0,1 M). Para ello, se preparo 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 midid 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, proteinas o azlcares 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 antibiotico.

Para eliminar el contenido proteico, se tomd una muestra de 2 mL de leche desnatada a
la que se afiadieron 200 pL de reactivo de Carrez | (disolucion acuosa de ferrocianuro
de potasio 0,1M) y posteriormente 200 uL de reactivo de Carrez Il (disolucion acuosa
de ZnAc; 0.6M) [35]. Se agit6 la mezcla durante 1 minuto en un Vortex, se dejo reposar
durante 10 min, tras lo cual se filtro a través de un papel de filtro analitico (didmetro de
poro 7 um-11 pm) lavandose 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 extraccion de la Tc.

Con objeto de comprobar la influencia del proceso de precipitacion de proteinas en la
recuperacion de la Tc en muestras de leche, se llevo a cabo el proceso de precipitacion
anteriormente descrito sobre una muestra de 2 mL de leche desnatada a la que se le
habfa afiadido previamente 1 mL de una disolucién de Tc 5x10”M. Se dejé
interaccionar la Tc con la muestra de leche durante 24 h antes de proceder al tratamiento
con los reactivos de Carrez. La operacion se realizé por quintuplicado. La concentracion
de Tc en el sobrenadante se determind frente a una recta de calibrado previamente

preparada para Tc a pH 6.
3.15.- Determinacion de Tc en leche por formacion del complejo Tc-Th.

Con este método se busca analizar la eficacia del uso de disoluciones de Th en la
deteccion de trazas de Tc en muestras de leche. Se prepararon muestras de leche
enriquecidas con Tc. Para ello, se adiciond 1 mL de una disolucién acuosa de Tc 5x107
M a 2 mL de leche y se dejé reposar durante 24 horas. La operacion se realizd por

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

Adicién de 1ml de disolucién acuosa de Cloruro de Terbio 15x10°M a las muestras de
leche que llevaban el antibiético dejando reposar 20 min y posteriormente precipitando
las proteinas llevando a un volumen final de 10 mL con reguladora de pH 6. La
concentracion del complejo Tc-Tb en disolucién se determind empleando una recta de

calibrado previamente preparada para el complejo Tc-Th a pH6.
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4.-RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- Caracteristicas espectrales FTIR de las nanoparticulas de ZnS.

Las medidas del espectro FTIR de las nanoparticulas de ZnS se llevaron a cabo en el
intervalo de 600-3900 cm™. Como se puede observar en la Figura 20, aparece una banda
intensa a 3197 cm™ correspondiente a vibraciones de tensién O-H de las moléculas de
agua. La banda a 1542 cmes caracteristica de grupos hidroxilo [36], mientras que la
banda a 930 cm'lse asigna a interacciones resonantes entre modos vibracionales de
iones sulfuro en el cristal [36] y la banda débil a 601 cm™ 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).
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Figura 20. Espectro de absorcion FTIR de nanoparticulas de ZnS.
4.2.- Caracteristicas luminiscentes de las nanoparticulas de ZnS.

En la Figura 21 se puede ver el espectro de emision de las nanoparticulas de ZnS
cuando fueron excitadas a una Aexc= 324 nm. Como se puede apreciar en el grafico

presenta un maximo de excitacion en torno a los 425 nm.
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Figura 21. Espectro de emision de las nanoparticulas de ZnS. (Aexc = 324 nm).
4.3.- Caracterizacion morfoldgica por TEM de las nanoparticulas de ZnS.

Se puede obtener informacion directa acerca del tamarfio y la morfologia de las muestras

nanocristalinas preparadas por analisis TEM.

Como se muestra en la Figura 22a, la imagen TEM indica que las nanoparticulas de ZnS
son monodispersas, aproximadamente esféricas y con un tamano < 5 nm. El anlisis por
EDS (Energy Dispersive Spectroscopy) (Figura 22b), muestra que las nanoparticulas

sintetizadas son puras.
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Figura 22. Morfologia de las nanoparticulas de ZnS. a) Imagen TEM. b) Espectro
EDS.

4.4.- Caracteristicas espectrales FTIR de las nanoparticulas de ZnS-Eu.

Se prepararon, segun se describié en el procedimiento operatorio, nanoparticulas de ZnS
dopadas con diferentes cantidades de europio. Como se muestra en la Figura 23, el
espectro FTIR de las nanoparticulas de ZnS dopadas muestran el mismo habito. Se
observan ademés dos nuevas bandas de muy débil intensidad a 2310 y 2340 cm™, que
pueden adscribirse a cambios microestructurales en las nanoparticulas debidos a la
presencia del Eu*3siendo la intensidad de dichas bandas mayor a medida que aumenta la

concentracion de europio [36].
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Figura 23. Espectro de absorcion FTIR de nanoparticulas 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 emisién de fluorescencia de las
nanoparticulas de ZnS dopadas con diferentes concentraciones de ién Eu®*.
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Figura 24. Espectro de emisidn de fluorescencia de nanoparticulas de ZnS dopadas
con europio (Aexc = 324 nm).

Como se observa, aparece un maximo de intensidad a 430 nm, dicha intensidad depende
directamente de la concentracion de europio en las nanoparticulas. Estos espectros

coinciden en buena medida con los reportados en la referencia bibliogréfica [36].
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4.6.- Caracterizacion morfologica de las nanoparticulas de ZnS-Eu.

El estudio morfolégico se realizd con las nanoparticulas dopadas con la mayor
concentracion de europio empleada en este estudio, ya que eran las nanoparticulas que
presentaban la mayor absorcién en el infrarrojo y las que mayor emision de
fluorescencia presentaban.

En la Figura 25a, se puede observar que la morfologia de las nanoparticulas dopadas no
cambia, respecto a las nanoparticulas sin dopar: monodispersas, aproximadamente

esféricas y con tamanos < 5 nm.

El anélisis por EDS (Figura 25b) muestra que las nanoparticulas de ZnS-Eu Gnicamente

contienen Zn, Sy Eu, indicando que se obtuvo el nanomaterial puro.
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Figura 25. Nanoparticulas de ZnS-Eu: a) imagen HRTEM, b) espectro EDS.
4.7 .- Caracteristicas fluorescentes de la tetraciclina.

La estructura quimica y el nimero de atomos protonados en la Tc, se muestran en la
Figura 26. Los cambios en el estado de protonacion de la Tc se manifiestan en cambios

en el espectro de emisién de la misma.
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Figura 26. Estructura quimica de la tetraciclina totalmente protonada.

Existen varias alternativas tautoméricas y formas rotaméricas en disolucion.
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Figura 27.Espectros de excitacion (azul) y de emision (rojo) de la tetraciclina en

medio acuoso a pH 6.

En la Figura 27 se muestran los espectros de excitacion y emision de la Tc a pH 6.
Como se puede ver la Tc presenta un maximo de emision (linea roja) en torno a los 554
nmy un maximo de excitacion (linea azul) en torno a los 446 nm. A pH 6, y teniendo en
cuenta los equilibrios de disociacion de la Tc [37] el espectro corresponde a la forma

zwitterionica TcH™-,.

TcHY «—— > TcHY «— > TcH «——> Tc*™
pKal pKaZ pKa3
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4.8- Caracteristicas fluorescentes del complejo Tetraciclina-Europio.

Puesto que una de las hipétesis propuestas en este proyecto es el empleo de
nanoparticulas de ZnS dopadas con Eu*® para la deteccion de Tc, dada la afinidad de la
misma por el Eu*®, es necesario conocer las caracteristicas fluorescentes de dicho
complejo. En la Figura 28, se muestran los espectros de excitacién y emision de
fluorescencia del complejo Tc-Eu (en relacion estequiométrica Tc:Eu = 1:3) a pH 6.
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Figura 28. Espectro de emision (linea azul) y de excitacion (linea roja) del complejo
Tc-Eu™.

Como se puede observar, aparecen dos bandas en excitacion, una a 345 nm que
corresponderia al complejo Tc-Eu y otra banda mas acusada a 420 nm que
corresponderia a la Tc libre. En el espectro de emision de fluorescencia se observa un
pico intenso a 615-620 nm que corresponde a la emision de complejo Tc-Eu, un hombro
a 580 nm y una pequefia banda a aproximadamente 690 nm, que se debe a la dispersion

de la radiacién de excitacion (345 nm x 2 = 690).

El proceso de emision de los complejos con lantanidos tiene algunas peculiaridades no

observables en complejos convencionales (Figura 29):
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a) el ligando (la tetraciclina), y no el propio ion lantanido (europio), se excita desde el
estado fundamental S, hasta el primer estado singlete S; a partir del cual tiene lugar un

proceso de conversion interna.

b) desde el nivel S; tiene lugar entonces un cruce intersistemas al triplete T, del propio
ligando (tetraciclina) y desde éste al nivel 4f del europio, el cual se desactiva emitiendo
fluorescencia con emisiones mdaltiples. Por ejemplo, en el complejo Eu-Tc, las

transiciones mas intensas en el europio son la °Do—'F, (alrededor de 620 nm) y la

°Dy—'F; (alrededor de 580 nm) [38].

S, Singlete excitado
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— K\Triplete delaTc
2.24 eV
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ntersistemas 2.14 eV

Sy N } é ?4
Estado fundamental

de la tetraciclina Eu
Fundamental F,

v

620 nm

Figura 29.- Esquema del proceso de excitacion de la Tc, de transferencia de energia
al europio y desactivacion radiacional del mismo. Se muestran los valores

energeéticos de los diferentes niveles excitados.
4.9.- Interaccion de las nanoparticulas de ZnS-Eu con Tc en disolucion acuosa.

Como se describio en la parte experimental, se puso en contacto una cantidad dada de
las nanoparticulas dopadas con Eu™ con una disolucién de Tc 5x102M vy, tras un
tiempo de reaccion, se separaron las nanoparticulas por centrifugacion y se midié la
fluorescencia de la Tc libre en el sobrenadante a 560 nm. Los resultados se
representaron graficamente en funcion del tiempo de reaccién (Figura 30). Como se

puede observar, a medida que el tiempo de reaccidbn aumenta, la intensidad de
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fluorescencia del sobrenadante aumenta. Este hecho sugiere claramente que la Tc no es
retenida por las nanoparticulas. Este aumento de fluorescencia en el sobrenadante en
funcién del tiempo sugiere, ademas, que existe un mecanismo por el cual la Tc se
mantiene en disolucién, con un aumento gradual de la intensidad de fluorescencia,
superior al observado para la Tc libre en disolucién y que no ha estado en contacto con

las nanoparticulas de ZnS dopadas.
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Figura 30. Intensidad de fluorescencia vs tiempo de reaccion de la disolucion de Tc

en contacto con nanoparticulas de ZnS dopadas con Eu*?.
Dos son los mecanismos que proponemos para el comportamiento observado:

e En primer lugar, es posible que tenga lugar una lixiviacion del Eu®*" de las
nanoparticulas de ZnS dopadas, favoreciéndose asi la formacion del complejo
Tc-Eu. Obsérvese que el maximo de emision de fluorescencia del complejo
(580 nm, correspondiente a la transicién *Dy—'F1) esta muy proximo al méaximo
de emision de fluorescencia de la Tc libre (560 nm), lo que puede dar lugar a
ese aumento de fluorescencia observado.

e Otro posible mecanismo, es la interaccion de la Tc con el Zn presente en la
superficie de las nanoparticulas de ZnS, formando un complejo, manteniéndolas
en suspension y dando lugar a un aumento considerable de la fluorescencia de

la Tc debido a la limitacién de la movilidad de la misma. Es un hecho bien
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conocido que la inmovilizacion de moléculas fluorescente sobre una superficie
minimiza las vias de desactivacion no radiacional, dando lugar a un aumento
del rendimiento cuantico de fluorescencia [39]. En la Figura 31, se muestra un

esquema del posible mecanismo.
NANOPARTICULA DE ZnS-Eu

Ho, <£Hi g Z U

OH— Zn—-—-S"”Eu‘

\
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0
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TETRACICLINA

Figura 31. Formacion del complejo Tc-Zn sobre la superficie de nanoparticulas de

ZnS dopadas con Eu+3.

La posibilidad de formacion del este tipo de complejos esta respaldada por las elevadas
constantes de formacién del complejo [40] resumidas en la Tabla 6. Como comparacion,

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

Tipo de complejo Logp
ZnTcH; 18,245
ZnTcH 13,522
Zn,Tc H, 27,238
Zn,Tc Hs 32,210

EusTc 10,05
ThsTc 10,36
CaTc 5,86

Tabla 6. Constante de formacion de complejos Tc-Zinc en medio acuoso [40,41].
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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. Ademas, hay que tener en cuenta el
pequefio tamafio de las nanoparticulas (didmetro < 5 nm), lo que explicaria también la

baja eficacia del proceso de centrifugacion.
4.10.- Caracteristicas luminiscentes del terbio y de su complejo con tetraciclina.

A la luz de los resultados anteriores, nuestra hipotesis de trabajo que se basaba en la
posibilidad de utilizar las nanoparticulas de ZnS-Eu como fase para la extraccién de la
Tc de muestras complejas, fue descartada. Procedimos entonces a la bldsqueda de un
sistema luminiscente que nos permitiese, una vez separada la Tc de la muestra mediante
un procedimiento quimico, determinarla por fluorescencia. Con este fin, seleccionamos

un metal lantanido, el terbio, y estudiamos su interaccion con la Tc.

En primer lugar se preparé una disolucion acuosa del metal 15x10°M a pH 6, se
registraron los espectros de excitacion y emision del metal (Figura 32), y se pudieron
observar dos maximos de excitacion a 345 y 365 nm. En el espectro de emision (Aexc =
350 nm) se observan varios maximos: 483, 537, 579 y 610 nm, correspondiendo a las
transiciones de orbitales f-f internos, °Ds—'Fs,°Ds—'Fs5,°"Ds—'Fs y °Ds—'Fs,
respectivamente, siendo el maximo de 537 nm el que presenta mayor intensidad y el

mas sensible a variaciones en el entorno del metal [42].
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Figura 32. Espectro de excitacion (azul) y de emisién (rojo) del i6n Th+3 en

disolucion reguladora de pH®.
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A continuacion se estudiaron las caracteristicas luminiscentes del complejo Tc-Th, en
las condiciones especificadas en la seccion experimental. En la Figura 34, se puede
observar que el complejo presenta un maximo de excitacién a 405 nmy dos bandas de
emisién, una banda ancha con una intensidad maxima a 554 nm y una banda mas
estrecha, cuyo méaximo de intensidad estad a 612 nm. La banda a 554 nm se corresponde
con la banda a 537 nm observada en el i6n, ensanchanda como consecuencia de la
formacién del complejo. El pico a 612 nm se corresponde con la transicion °Ds—'F3

del terbio.
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Figura 33. Espectros de excitacion (azul) y de emision (rojo) del complejo Tc-Th en

medio acuoso a pH 6.
4.11.- Cinética formacion complejo Tc-Th.

Dado que la reaccion entre la Tc y el i6n puede ser lenta, se procedié a estudiar la
cinética de formacion del mismo, con objeto de asegurar que las medidas posteriores se
Ileven a cabo en condiciones de equilibrio. Para ello se sigui6 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 funcidn del tiempo, con una Aeyc =

405 nm y una Aem= 554 nm.
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Figura 34. Fluorescencia del complejo Tc-Th en funcion del tiempo de reaccion.

Como se puede ver la intensidad aumenta lentamente durante los primeros 15 minutos
sufriendo un aumento mucho mas marcado a partir de los 20 minutos hasta alcanzar un
méaximo estable a partir de los 25 min. En estudios posteriores, se selecciond un tiempo
de reaccion de 30 min para asegurar que se alcanzd el equilibrio de formacion del

complejo.
4.12.- Influencia del pH en la emision de fluorescencia del complejo Tc-Th.

Se estudid la influencia del pH en la emision de fluorescencia del complejo Tc-Th. Para
ello, se prepard 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 reaccion,
las medidas de fluorescencia del complejo se tomaron empleando una Aexc = 405nm y

una Aem= 554 nm. Los resultados se muestran en la Figura 35.
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Figura 35. Influencia del pH en las caracteristicas espectrales del complejo Tc-Th.

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 méximo de emision hacia
el azul, notdndose un importante desplazamiento hipsocromico de 40 nm a pH 7.5. Este
hecho estd relacionado con la ionizacion de la tetraciclina, como se detallo
anteriormente en esta Memoria. A pH 7.5, se pierde un nuevo proton y es ahora la
especie TcH'la que forma complejo con el ion Th*. En lo sucesivo, se seleccioné un pH
= 6 con objeto de evitar desplazamientos espectrales y asegurar la formacion de un

anico complejo.
4.13.- Ensayos de deteccion de Tetraciclina mediante disolucion de Terbio en leche.

Con objeto de determinar la Tc en muestras de leche empleando el terbio como metal
para su complejacion, se llevaron a cabo dos vias de trabajo. En ambos casos se utilizo
una concentracion de Tc superior a la esperada en muestras reales, con objeto de evaluar
la bondad de los procedimientos. Asi, en la primera via de trabajo, se adiciond Tc (5 x
102M) a las muestras de leche y tras un periodo de reposo (24h) con objeto de que se
alcanzasen los equilibrios de interaccion posibles de la Tc con la matriz, se procedio a
separar la Tc mediante el tratamiento de las muestras con los reactivos de Carrez, tal y
como se detalld en la parte experimental. Los analisis 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 proteinas precipitadas, se determind empleando una linea de calibrado

para Tc (Figura 36).
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Figura 36. Linea 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 concentracion media de la Tc en el sobrenadante, resulté ser 1,95 x 10°M, lo que
supone una recuperacion 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 (Il) presente en la leche. La

constante de formacion del complejo Tc-Ca (log B = 5,86) [43] sugiere una alta afinidad
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de la Tc por el ibn. No obstante, el método es reproducible como lo demuestra la

desviacion estandar de las cinco muestras tratadas.

Visto este resultado, la segunda via de trabajo fue adicionar Tc a las muestras de leche,
asi como la cantidad suficiente de Th para asegurar la formacién del complejo Tc-Tb en
concentracion 5 x 102M. Tras la adicién del metal, se mantuvieron las muestras en
reposo durante 24 horas con objeto de que el sistema alcanzase el equilibrio y se
procedié después a la precipitacion de las proteinas con los reactivos Carrez como
anteriormente. Tras centrifugar, se determind la intensidad de fluorescencia del
complejo Tc-Tb en el sobrenadante, empleando para ello una linea de calibrado
preparada para el complejo Tc-Thb (Figura 37). El andlisis se realiz6 por cuadruplicado.
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Figura 37. Linea de calibrado para el complejo Tc-Th.

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-Th medidas en el

sobrenadante, tras el tratamiento de las muestras de leche.

La concentracion media del complejo Tc-Th en el sobrenadante, resulté ser 1,26 x 107

M, lo que supone una recuperacion 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 proporcion que la

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

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

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

obstante, es reproducible como lo demuestra la desviacion estandar de las cuatro

muestras tratadas.
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5.-CONCLUSIONES

1. Se han sintetizado con éxito, nanoparticulas de ZnS y nanoparticulas de ZnS
dopadas con Eu (I11).

2. Se han evaluado dichas nanoparticulas como sistemas para la recuperacion de Tc
en medio acuoso. En ambos casos, las nanoparticulas enlazan a la Tc a través de
la formacion de complejos con Zn.

3. La recuperacion de las nanoparticulas en suspension requiere del empleo de
procedimientos de separacion mas eficaces que la centrifugacion diferencial,
como es la ultracentrifugacion.

4. El tratamiento previo de las muestras de leche para la precipitacion de proteinas
resulto ser altamente reproducible, como se demostro en la recuperacion de la Tc
adicionada.

5. El empleo de Th como metal luminiscente y complejante de la Tc, permitio
alcanzar una recuperacion de la Tc del 50% en muestras de leche, tras un

proceso de precipitacion quimica de las proteinas.

45



6.- SUGERENCIAS PARA TRABAJOS POSTERIORES

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

potencial analitico para la determinacién de Tc.

NANOPARTICULA DE ZnS-Eu

HiC_ _CHs
Ho, &1 s Z N
OH/, —8---Eu

\ L
/\S-«-flll""*s
0
/n /

Fluorescencia

\

TETRACICLINA

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

sistema altamente sensible.

El sistema se podria utilizar como nanosensores para la determinacion de Tc en

disolucion o bien en el disefio de un sensor en fase solida (tiras reactivas).
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