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RESUMEN

En este trabajo se reporta la determinacion y cuantificacion de AFB1 por
voltamperometria ciclica con el uso de un electrodo de pasta de carbono modificado
con Oxido de cobre en muestras de maiz, cacahuate y leche. El primer capitulo
atiende a los antecedentes generales para el desarrollo de esta investigacion,
describiendo las caracteristicas principales y la importancia de la determinacién de
Aflatoxina B1 en alimentos sobre la salud de animales y seres humanos. Se incluyen
las principales técnicas convencionales para la cuantificacion de AFB1 en alimentos
y las ventajas que ofrecen las técnicas electroquimicas. Se aborda el uso de
biosensores y sensores no enzimaticos en las metodologias electroanaliticas y
como las Ultimas sugieren ser una alternativa mas sensible y de facil uso; por ultimo,
se plantea el uso de electrodos de pasta de carbono modificados con materiales
inertes y de bajo costo, como sensores no enzimaticos para la metodologia
electroquimica a utilizar. El segundo capitulo describe la metodologia empleada
para el desarrollo experimental de la presente tesis, integrado por la elaboracion de
los electrodos de pasta de carbono modificados, la optimizacion de la composicion
del electrodo de trabajo, del medio de andlisis y la velocidad de barrido. Por altimo,
se discute la forma en que se realizara la caracterizaciéon analitica y la evaluacién
del funcionamiento de la metodologia propuesta. En el tercer capitulo se muestran
los resultados obtenidos en la cuantificacion de AFB1 en muestras reales de leche,
maiz y cacahuate utilizando la metodologia voltamperométrica propuesta basada
en el sensor modificado con CuO, la cual mostré buena sensibilidad, excelente
repetibilidad, reproducibilidad y funcionalidad en el analisis de estas muestras,
convirtiéndola en una alternativa novedosa para su empleo en pruebas de campo y

laboratorio.
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Introduccion

Las aflatoxinas (AF) son sustancias toxicas que pueden contaminar los cultivos de
alimentos. Estas toxinas son producidas por dos especies de hongos relacionados
llamados Aspergillus flavus y A. parasiticus. En la naturaleza hay varios tipos de
AFs, pero las mas peligrosas para los humanos y los animales son las B1, B2, G1
y G2, ya que, se han caracterizado por ser. mutagénicas, teratogénicas,

carcinogénicas e inmunodepresoras, con una dosis letal media (DL50) de 360 ppb.*

La AFB1 es la mas comun en los alimentos contaminados naturalmente, y esta
identificada por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer como una
de las aflatoxinas mas téxicas y cancerigenas para el ser humano?. Lo anterior hace
de gran importancia una deteccion y determinacion rapida, sensible y precisa de

AFB1 en alimentos.

Se han reportado en la literatura maltiples métodos analiticos para la determinacion
de AFB1 en alimentos como; cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) 2,
cromatografia en capa fina (TLC) 4, y ensayo inmuno-absorbente ligado a enzimas
(ELISA) °.. Aunque estos métodos han demostrado ser precisos y exactos para la
determinacién de la micotoxina, llegan a ser costosos ademas de que consumen
mucho tiempo de analisis. En este sentido, una alternativa la ofrecen los métodos
basados en deteccion electroquimica, ya que han demostrado ser tan eficientes
como los métodos aceptados oficialmente, pero con analisis menos costosos y mas
rapidos. Estos métodos electroanaliticos estan basados en el uso de
voltamperometrias donde se emplean sensores electroquimicos construidos a partir
de electrodos convencionales pero modificados con materiales inertes, que otorgan
al método nuevas caracteristicas que mejoran sus propiedades analiticas®.
Particularmente, los electrodos de pasta de carbono modificados estan siendo
usados con mas frecuencia como sensores para la determinacion de biomoléculas

debido a su facil preparacion, sencillez en la modificaciéon y renovacién superficial ’.
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Uno de los materiales que se han usado recientemente como modificantes de
electrodos son las nanoparticulas (Nps) de Oxidos metalicos, que se pueden
incorporar facilmente en un electrodo de pasta de carbono (EPC) y aprovechar asi
el efecto sinérgico de las propiedades del grafito (propiedades eléctricas y
mecanicas) y las nanoestructuras de los O&xidos metalicos (propiedades

electrocataliticas) ©.

En la presente tesis se reporta el desarrollo de una metodologia electroanalitica
para la determinacion y cuantificacion de AFB1 por voltamperometria ciclica
empleando electrodos de pasta de carbono modificados con nanoparticulas de
oxido de cobre.
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CAPITULO 1. ANTECEDENTES,
JUSTIFICACION Y OBJETIVOS




1.1 Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos producidos por cepas
toxicogénicas de especies de algunos géneros de mohos. Las micotoxinas son
compuestos policetdnicos resultantes de las reacciones de condensacion que
tienen lugar cuando en determinadas condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas se
interrumpe la reduccion de los grupos cetonicos en la biosintesis de los acidos
grasos realizada por los mohos. Estos acidos grasos son metabolitos primarios
utilizados por los mohos como fuente de energia. Las micotoxinas se suelen formar
al final de la fase exponencial o al principio de la fase estacionaria del crecimiento
del moho®1°.

Las micotoxinas son de tamafio relativamente pequefio, con un peso molecular
inferior a 7,000 Da, y suelen ser especificas de las especies de hongos dentro de
un mismo género. Estas sustancias pueden encontrarse en productos vegetales y
animales, tanto cuando hay presencia del hongo toxigénico como después de que
este ha sido eliminado'!. Se han identificado hasta ahora mas de 200 micotoxinas,
sin embargo, las que se pueden encontrar de una manera mas frecuente como
contaminantes naturales en los alimentos para animales y para humanos son:
aflatoxinas, ocratoxinas, zearalenona, fumonisinas, toxinas tricotecenas (toxina T-
2), citrinina, patulina, &cido penicilico, sterigmatocistina toxinas de alternaria, toxinas
tremorgénicas, rubratoxinas A y B, etc. Todas ellas presentan en mayor o0 menor

grado un riesgo para la salud de animales y seres humanos®.

1.2 Aflatoxinas

1.2.1 Generalidades

Las aflatoxinas (AF) son micotoxinas producidas por los hongos Aspergillus flavus
y Aspergillus parasiticus. Hasta el momento se han reportado 18 tipos de aflatoxinas
de las cuales las mas téxicas y frecuentes en alimentos contaminados son las
aflatoxinas B1 (AFB1), B2 (AFB2), M1 (AFM1), M2 (AFM2), G1 (AFG1) y G2 (AFG2)
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(siendo la aflatoxina M1 y M2, derivados metabdlicos de las aflatoxinas tipo B que

proceden del metabolismo animal, pudiéndose encontrar en leche y orina) °'2.

Las AF entran al organismo con la dieta, a través de la piel o son inhaladas; este
tipo de micotoxinas se pueden encontrar como contaminantes naturales en los
cereales (esencialmente en el maiz, trigo, sorgo y arroz), subproductos de cereales,
pasta de oleaginosas (algoddn, cacahuate, canola, coco, girasol y otros), leches y

derivados?’?.

Se han detectado en diferentes cultivos en el campo, cosecha, transporte y
almacenamiento en el hogar. El desarrollo de este tipo de micotoxinas se favorece
principalmente en zonas tropicales y subtropicales (zonas humedas), teniendo una
temperatura Optima para la produccién de aflatoxinas en alimentos de 27° C y un
contenido de humedad en el grano de 16.5 a 18%, sin embargo, la susceptibilidad
de los alimentos al ataque de aflatoxinas varia con la ubicacion geogréfica, la
agricultura y las practicas agronémicas*®. El control de los factores fisicos como la
temperatura y la humedad, es, por lo tanto, un aspecto critico en la contaminacion

de los alimentos con estas toxinas.

Este tipo de micotoxinas tiene asociado efectos sobre la salud del ser humano y
animales como: cancer de higado, hepatitis crénica, ictericia, hepatomegalia y
cirrosis, causadas por la ingestion frecuente de pequefias cantidades de aflatoxinas

presentes en los alimentos'“.

1.2.2 Propiedades fisicas y quimicas

Las aflatoxinas son compuestos incoloros, cristalinos, insipidos e inodoros, solubles
en solventes moderadamente polares como cloroformo, metanol y dimetilsulféxido.
Quimicamente, son estables en los alimentos y resistentes a la degradacion bajo
procedimientos de cocciéon normales'. Las aflatoxinas son estructuras que
contienen un anillo dihidrodifurano o tetrahidrofurano unido a una cumarina que

puede tener un anillo de cinco o seis atomos de carbono (figura 1.1).
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AFB1

AFG1 AFG2

AFM1 AFM2

Figura 1.1 Estructura quimica de las principales aflatoxinas encontradas en alimentos
contaminados.

Las cuatro aflatoxinas principales corresponden a aflatoxinas B1, B2, G1y G2 (tabla
1.1). La letra B indica que tienen fluorescencia azul (blue) frente a la luz ultravioleta,
mientras que la letra G (green) indica fluorescencia verde amarillenta. Por otro lado,
la aflatoxina M1 (AFM1) produce una fluorescencia azul, mientras que la M2

produce fluorescencia violeta'®'’.

Las aflatoxinas tienen estructuras muy similares; las AFB1 y AFB2 difieren entre
ellas por la presencia de un doble enlace mas en la primera, las aflatoxinas G1y G2

difieren entre si en el mismo detalle estructural. Las aflatoxinas B difieren de las G
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porque el anillo furano de las primeras se convierte en un anillo de lactona en las
segundas. La AFM1 y AFM2 corresponden a los metabolitos hidroxilados de las

aflatoxinas de tipo B.

Tabla 1.1 Propiedades fisicas y quimicas de las principales aflatoxinas.

Absorcion (&)

Longitud de
p Peso Punto de onda de
. Formula - S
Aflatoxina molecular molecular fusion emisién de
(g mol?) (°C) 265 nm 360-362nm  flyorescencia
(nm)
B1 C17H1206 312 268-269 12,400 21,800 425
B2 C17H1406 314 286-289 12,100 24,000 425
G1 C17H1207 328 244-246 9,600 17,700 450
G2 C17H1407 330 237-240 8,200 17,100 450
M1 C17H1207 328 299 14,150 21,250 425
M2 C17H1407 330 293 12,100 22900 -

1.2.3 Toxicidad e importancia

Las aflatoxinas se ligan o adhieren a ADN y ARN, y a proteinas formando aductos
AFB1-ADN, que afectan a todos los seres vivos, desde virus, vegetales y al
hombre'®. EI ADN afectado puede almacenar las moléculas de AFB1 por afios,
afectando a la sintesis de proteinas y acidos grasos. Las AF son compuestos
peligrosos y muy toxicos, son los mas potentes cancerigenos bioldgicos para

animales y el hombre'®.

Elevados niveles (dosis altas) de aflatoxinas en la dieta diaria pueden provocar
efectos agudos o crénicos (por el consumo frecuente de dosis bajas) sobre la salud

del hombre y en una gran variedad de especies animales, afectando a distintos
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organos, aparatos o sistemas, especialmente al higado, rifidn, sistema nervioso,

endocrino e inmunitario?°.

Los principales efectos toxicos sobre la salud humana y animal de efecto crénico
incluyen carcinogenicidad, inmunosupresion y disrupciones endocrinas; la principal
via de exposicion es la oral a traveés del consumo de alimentos contaminados,

aungue también se presentan casos de micotoxicosis por inhalacion**.

Respecto a los principales efectos agudos sobre la salud humana, estos
corresponden a hepatitis aguda y se manifiesta por vomitos, dolor abdominal,
edema pulmonar, infiltracibn grasa y necrosis del higado, reportandose esta
presentacion clinica en exposiciones a alimentos contaminados con
concentraciones entre 10 y 600 pug kg' y 0.25 y 15.6 mg kg °. Dietas bajas en
lipidos y/o proteinas hacen mas vulnerable el higado, por el contrario, el mismo
organo, con dietas con gran cantidad de &cidos grasos insaturados, es menos

afectado por estas toxinas?'.

La aflatoxina B1 es uno de los méas potentes hepato-carcinégenos conocidos, y por
ello, la exposicion cronica a largo plazo a muy pequefias cantidades de esta toxina
a través de la dieta tiene importantes consecuencias para la salud #2.

1.2.4 Limites maximos permisibles de aflatoxinas

Entre las aflatoxinas, la AFB1 es la mas estudiada, debido a que sus efectos toxicos
son cuantitativamente mas importantes que los ocasionados por las demas. Por
esta razon, se ha creido conveniente limitar el contenido total en aflatoxinas (B1,
B2, G1 y G2) en los productos alimenticios y el contenido en aflatoxina B1 en

particular®?.

Debido a las complicaciones de salud que se han observado a lo largo del tiempo
en humanos y animales por la ingesta de aflatoxinas, diferentes paises han
implementado regulaciones estrictas para establecer los limites maximos

permisibles de aflatoxina B1 y aflatoxinas totales en alimentos.
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En Venezuela, la Norma Covenin 1935-87 correspondiente a maiz, siendo este un
cereal y uno de los principales alimentos cultivados en el mundo, establece la
cuantificacion de la toxina con un limite maximo permitido de 5 pg kg de aflatoxina

B1 para consumo humano?.

En Estados Unidos, hay un limite general para las aflatoxinas de 20 pg kg* en todos
los alimentos?*. En Brasil, se establecieron niveles maximos de aflatoxinas para los
cereales y sus productos (5 ng kg, con la excepcion del maiz), los alimentos
elaborados a base de cereales y los preparados para lactantes (1 pug kgt) y para el

maiz y sus productos (20 ug kg?) 2.

Igualmente, la legislacion de la Unidn Europea, establece niveles maximos
permitidos de 5 pg kg para aflatoxina B1, de 10 ug kg p ara aflatoxinas totales
(B1, B2, G1y G2,) y de 0.05 ug kg* para aflatoxina M1 en leche.?®

Respecto a México, de acuerdo con la NOM-247-SSA1-2008 se establece un limite
maximo de aflatoxinas totales en los cereales destinados para el consumo humano
y animal (entre los que se incluyen: arroz, avena, cebada, centeno, maiz, sorgo,

titricale y trigo) de 20 ug kg de alimento.?’

1.2.5 Estabilidad y persistencia

Las aflatoxinas son bastante estables en muchos alimentos y resistentes a la
degradacion, dichas micotoxinas resisten temperaturas promedio de 280 a 320 °C,
esto segun el tiempo de calentamiento, la humedad del alimento y el pH. Asi, las AF
no se degradan con la ultrapasteurizacion, coccion, freido, hervido, fermentacion,
nixtamalizacion, sin embargo, se pueden reducir considerablemente la
concentracion de aflatoxinas si en el procesado de materias primas se utilizan
protocolos de limpieza en los cuales se incluya retirar granos partidos y otros restos,

la clasificacion y la molienda 22,
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1.2 Mecanismo de oxidacion de AFB1 en medios &cidos y
alcalinos

Estructuralmente, la molécula de AFB1 consta de dos grupos funcionales
principales: anillos de furano y una cumarina altamente sustituida, que puede
adoptar dos formas distintas, que dependen del pH. La oxidacion y/o transformacion
se da en el aromatico (fenol-quinona), que es la parte mas reactiva de la molécula.
En condiciones mas alcalinas, pH superior a 11.6, la lactona adopta la forma de
cumarina, sin llegar a oxidarse a cetona. En valores de pH inferiores a 6.8, la forma
mas estable es la de acido de apertura del anillo, la cual se oxida hasta cetona con
la transferencia de un electron y un protén. Entre 6.8 y 11.6, las dos formas
coexisten, y no es posible distinguirlas. A partir de esto, se puede sugerir que a
pH=5.0 es la mejor condicién para oxidar a AFB1, ya que la forma predominante es
el derivado de &cido cumaérico, que puede oxidarse con la pérdida de un electrén
para formar la cetona; segun el esquema de reaccion propuesto, demostrado en la
figura 1.2 %°

i o OCHs

Lactona Acido cumarico Cetona

Figura 1.2 Esquema de reaccion para la oxidacion de AFB1.Las especies descritas son la lactona, el
derivado del dcido cumdrico y la cetona.

1.4 Técnicas analiticas oficiales para cuantificar Aflatoxina B1

La presencia de aflatoxinas en alimentos ha sido estudiada desde la década de los
90’s; debido al riesgo que involucra la presencia de estas micotoxinas sobre la salud
del ser humano y animales. La quimica analitica le ha dedicado gran parte de sus
esfuerzos para el desarrollo de metodologias que permitan la cuantificacion y

deteccion de aflatoxinas totales y aflatoxina B1 en los alimentos °.
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El método analitico més utilizado para la cuantificacion y determinacion de aflatoxina
Bl y aflatoxinas totales es por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
mediante la metodologia establecida por la AOAC (2000) ***?, Esta es una técnica
que consiste en fraccionar la muestra entre una fase movil que es liquida y una fase

estacionaria donde ocurre una separacion de los diferentes componentes de esta®'.

El método consiste en la extraccion de una muestra en metanol: agua (7:3) que es
previamente filtrada y diluida con agua, haciéndola pasar por una columna de
inmunoafinidad conteniendo anticuerpos monoclonales especifico para aflatoxina
totales (B1, B2, G1 y G2). Las aflatoxinas son aisladas, purificadas y concentradas
en columnas y removidas de anticuerpos con metanol. El total de aflatoxina es
cuantificada por medidas de fluorescencia después de una reaccidon con bromuro
de potasio (KBr). Se ha reportado una variacion de esta metodologia por HPLC
acoplada a un detector fluorescencia y un detector electroquimico®”23, A pesar de
ser una técnica que ofrece alta selectividad ademas de precision y exactitud en los
resultados, presenta desventajas desde los puntos de vista econémico y ambiental,
dados los altos costos de los solventes grado HPLC, tiempo de andlisis y los

problemas inherentes a la disposicion de residuos quimicos®*.

Otra metodologia reportada es la determinacién de aflatoxina B1 por el método de
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), su principio basico es el uso de
anticuerpos o0 antigenos conjugados con una enzima que, al reaccionar con el
sustrato especifico, producen una reaccion de color que se puede cuantificar con
un espectrofotbmetro a una longitud de onda de 650 nm, que muestra
especificidades del 100%, valor similar en pruebas de inmuno-cromatografia. El
inmunoensayo entrega resultados cuantitativos y esta validado por la AOAC®>5, A
pesar de sus ventajas, la técnica no tiene buenos resultados al procesarse muestras
compuestas, arrojando resultados inexactos; y al tratarse de inmunoensayos el

costo del andlisis es elevado®’.

Otros métodos analiticos reportados para la cuantificacion de AFB1 se resumen en
la tabla 1.2, donde se destacan las ventajas y desventajas de cada uno
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Tabla 1.2 Ejemplos de técnicas analiticas convencionales reportadas en la literatura para la
determinacion de AFBL1.

. . . . Parametros .
Método Ventajas Desventajas Tipo de muestra oy Referencias
analiticos
Puede detectar Requi
S . quiere de un v’ Mani
varios tipos de técnico calificado. v Maiz
micotoxinas en Pretratamiento de v Leche LD: 0.1-0.2 ng
una sola las muestras y v Almendras gt
muestra. equipos costosos. LQ:0.2-0.3 ng
Excelente Carece de Y Avellanas B 38, 39, 40
TLC ibili o v' Pistachos % de T
sensibi |d§d.. preC|S|on.. v Nueces recuperacion:
Método oficial Separacion v Triao 79 - 85%
para las destructiva de 9
) v' Legumbres
aflatoxinas. muestras.
Ofrece una
buena
separamon' ' Procedimiento . LD: 0.05-0.12
cromatografica. . v' Maiz 1
Eficiente y mayor costoso. Requiere v Arroz Mg kg
. y may de un operador LQ: 0.02-0.21
sensibilidad. o v Cereales 1
. especializado. - Mg kg 41, 42,43
Menor tiempo. - v’ Trigo
HPTLC s . Separacién . % de
Andlisis mltiple. i v’ Mani .
. destructiva de las recuperacion:
Mediciones
L muestras. 92 - 95%
cuantitativas
selectivas y
precisas.
Alto costo.
Requiere de
Separacion procedimientos de
rapida de los derivatizacién pre v Maiz LD: 1.2-50 pg
analitos. 0 post columna. v Cereal kgt
Precision y Los eluyentes de v" Nueces LQ: 2.5-100
exactitud. Alto fase inversa v’ Cacao pg kgt
LC rango dindmicoy pueden apagarla v Arroz % de
versatilidad. fluorescencia de v' Leguminosas recuperacion 44, 45
Buen porcentaje  la micotoxina. 79-105%
de recuperacion.  Requiere
operador
especializado.
S'eparamon Para aflatoxinas .
rapida de los . V' Maiz 1
. requiere proceso LD: 0.5 pg kg
analitos. Buen de derivatizacion ¥ Nueces LQ: 10 pg kgt
porcentaje de . " v Arroz - UHIKG 46, 47
- Técnica costosa. % de
recuperacion. . v' Cacahuete L
GC Separacién de Requiere un paso v Trigo recuperacion
P previo de 9 65-81%
componentes -
. limpieza.
baja.
( ]
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1.5 Técnicas electroquimicas para cuantificar Aflatoxina B1

1.5.1 Fundamento

Las técnicas electroquimicas estdn basadas en las propiedades eléctricas del

analito en disolucién cuando forma parte de una celda electroquimica“®4°,

Estos métodos analiticos cuantitativos se centran principalmente en el estudio de la
transformacion de la energia eléctrica a quimica y viceversa; se investigan los
procesos fisicogquimicos que tienen una relacion entre la reaccion quimica de
oxidacién o reduccion y la electricidad, los cuales ocurren en la interfase entre un

conductor quimico y un conductor iénico #84°,

En las reacciones electroquimicas se produce una transferencia de electrones entre
una especie que se oxida (pierde electrones) y una especie que se reduce (gana
electrones); de esta forma se llama reductor a la especie que cede los electrones y
oxidante a la que los acepta. En los procesos electroquimicos, se controla una
variable eléctrica y se monitorean los cambios en las demas, que indirectamente

describen los fendmenos quimicos que ocurren en la superficie del electrodo °°-°*.

Las técnicas electroquimicas aplicadas a la quimica analitica se caracterizan por
una alta sensibilidad, gran selectividad, elevada precision y exactitud, rango lineal
amplio, bajos limites de deteccion y cuentan con una instrumentacion de bajo costo
y portatil. Los analisis electroquimicos se emplean con frecuencia con diferentes
fines en la industria y el medio ambiente, asi como en el estudio de medicamentos,

alimentos y muestras biolégicas >°.

1.5.2 Voltamperometria

Entre las técnicas electroanaliticas mas utilizadas se encuentra la
voltamperometria, la cual se basa en la medicion de una corriente eléctrica en
funcién a un potencial aplicado sobre un electrodo de trabajo sumergido en una
solucion electrolitica que contiene una especie electroactiva. El flujo de corriente
eléctrica se debe a reacciones de oxidacion-reduccion (redox) que se producen en

la interfase entre el electrodo de trabajo y la disolucién de electrolito™".
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En la voltamperometria, se imprime una sefial de excitacion de potencial variable a
un electrodo de trabajo de una celda electroquimica. Esta sefial de excitacion
produce una respuesta de corriente caracteristica para cada tipo de
voltamperometria (figura 1.3) °°. Este proceso se puede repetir numerosas veces a
medida que la corriente se registra en funcion del tiempo, lo que corresponde a las

llamadas voltamperometrias ciclicas.

L

tiempo tiempo

a) Barrido lineal b) Diferencial de pulso

.
LY
i
E E N
' .
Fi \
4 \
’ \.
] ~
"

tiempo tiempo

c) Onda cuadrada d) Ciclica

Figura 1.3 Sefiales de excitacion de voltaje contra tiempo utilizadas en voltamperometria.

La intensidad de corriente registrada durante el andlisis electroquimico de acuerdo
con las sefales de excitacion es representada en un diagrama de corriente-voltaje
denominado voltamperograma, en donde se designa al potencial de voltaje en el eje

(x) y a la intensidad de corriente en el eje (y) (figura 1.4).

Y
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Figura 1.4 Ejemplo de un voltamperograma.
En el andlisis de aflatoxinas se han utilizado técnicas voltamperométricas como la
voltamperometria ciclica (VC) °, la voltamperometria diferencial de pulso (VDP)>*

y la voltamperometria de onda cuadrada (VOC) °°, en donde dependiendo del tipo
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de celda y analito, se selecciona la técnica voltamperométrica que mas se adecué

a las necesidades del sistema electroquimico.

1.5.3 Voltamperometria ciclica

La VC es una técnica electroanalitica que se basa en la aplicacion de una sefial de
excitacion al electrodo de trabajo en forma de onda triangular partiendo del potencial
de equilibrio (Eeq). Después de aplicar una rampa de potencial lineal, se invierte la
rampa para volver a llevar el potencial a su valor inicial de Eeq (figural.5). El ciclo se

puede repetir n nimero de veces*.

tiempo
Figura 1.5 Sefial de excitacion en Voltamperometria Ciclica.

Todos los datos obtenidos se retunen en los llamados voltamogramas que son

graficos que muestran la variacion de la corriente versus el voltaje aplicado”®.

En una semirreaccién de oxidacion (pico anddico) en una celda electroquimica, los
electrones fluyen desde las especies en solucién al electrodo. Frecuentemente, este
pico de oxidacidon aparece al escanear de potenciales negativos a positivos. En una
semirreaccion de reduccién (pico catédico), los electrones fluyen desde el electrodo
a la especie en solucion, dando como resultado una corriente catédica. Este tipo de
corriente se observa con mayor frecuencia al escanear de potenciales positivos a

negativos*&4°,

La figura 1.6 muestra un voltamperograma ciclico tipico con picos de corriente en
sentido anddico y catodico, ambos con contribuciones de corrientes faradaicas y no
faradaicas. Las corrientes faradaicas estan vinculadas a las reacciones
electroquimicas que ocurren sobre la superficie del electrodo, mientras que las no

faradaicas son mas generales y pueden surgir de diversas fuentes &,
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Algunas variables importantes en un voltamperograma ciclico son el potencial de
pico catodico (Epc) , el potencial de pico anddico (Epa), la intensidad de corriente de

pico catddica (Ipc) y la intensidad de corriente de pico anddica (lpa)*®°°.

2.00E-04
= Epa
1.50E-04
1.00E-04 % g
. o U 5 —
E g
O @
O w
5.00E-05
0.00E+00 o
3
e
= .5.00E-05 o
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= -1.00E-04
2
.a 5
§ 'E -1.50E-04
3
£ 8
-2.00E-04
-2.50E-04
E e
-3.00E-04
1.5 1 0.5 0 -0.5 -1 -1.5
Potencial (y)

Figura 1.6 Representacion de un voltamperograma ciclico.

1.5.4 Cinética de reaccion sobre la superficie del electrodo

La voltamperometria ciclica es una caracterizacion analitica muy importante en el
campo de la electroquimica. Cualquier proceso que incluya transferencia de
electrones puede ser investigado con esta técnica electroquimica °°.

Mediante la voltamperometria ciclica se puede tener informacion acerca de la
cinética de reaccion sobre la superficie del electrodo de trabajo. Lo anterior se logra,
realizando un grafico linealizado de la respuesta voltamperométrica del analito a
diferentes velocidades de barrido y haciendo uso de la ecuacion de Randles-Sevcik

y/o la ecuacion de adsorcion, segun sea el caso °’.
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1.5.4.1 El fendmeno de difusién y la Ecuaciéon de Randles-
Sevcik

En un sistema electroquimico, comunmente el mecanismo de transporte que rige el
movimiento de iones y moléculas hacia la superficie del electrodo de trabajo es el
fenémeno de difusién. La difusion se define como el desplazamiento de las
moléculas de una sustancia de una zona de mayor concentracion a otra de menor

concentracion.

Con la ecuacion de Randles-Sevcik es posible evaluar el coeficiente de difusiéon de
las especies electroactivas. Esto permite a los investigadores disponer de datos
cuantitativos de como afectan los distintos factores a este parametro crucial y ayuda

a optimizar el sistema electroquimico °2.

El fendmeno de difusién se rige de acuerdo con la ecuacion 1:

nkvD Ecuacion 1
i, = 0.4463 nFAC ’
P RT
Donde i, es la corriente de pico, n es el nimero de electrones de la reaccion, F es
la constante de Faraday, A es la superficie del electrodo de trabajo, € es la
concentracion de la especie, v es la velocidad de barrido, D es el coeficiente de

difusion, R es la constante de los gases y T es la temperatura en K.

Para un sistema electroquimico controlado por difusion, el gréfico de la intensidad
de corriente frente a la raiz cuadrada de la velocidad de barrido muestra una

tendencia lineal.

1.5.4.2 Adsorcidn en procesos electroquimicos

La adsorcion de iones y moléculas (adsorbato) sobre la superficie de electrodos
(sustrato) es un fendmeno de gran importancia en electroquimica. En muchos

casos, la adsorcion del reactante o del electrolito es la primera etapa en una

34

——
| —



reaccion electroquimica. La adsorcion de especies puede acelerar el mecanismo de

reaccion o inhibir la transferencia de electrones °°.

En términos generales, la adsorcion en sistemas electroquimicos depende de
factores como la temperatura y concentracion del adsorbato, pero ademas depende
fuertemente de la polarizacion impuesta al electrodo, ya que las especies presentes
en solucidén pueden adsorberse y/o desorberse sobre el electrodo en una regién

especifica de potencial °8.

Un proceso de adsorcion sobre la superficie del electrodo se rige de acuerdo con la

ecuacion 2:

Ecuacion 2.
~ n?F?rdv
i, =—"—-
p ART

Donde i, es la corriente de pico, n es el nimero de electrones de la reaccion, F es
la constante de Faraday, Aes la superficie del electrodo de trabajo, r es la
concentracion de superficie, v es la velocidad de barrido, R es la constante de los

gases y T es la temperatura en K.

En teoria, ambas ecuaciones (1 y 2) se pueden escribir como (Ecuacion 3):

i, = av? Ecuacion 3.

Donde: la corriente medida (i,) a un potencial fijo es directamente proporcional a la
velocidad de barrido (v) elevada a b (donde b puede ser 1 0 0.5) y a es una

constante de proporcionalidad que involucra los demas términos descritos en la

ecuacion 1 o 2, ya sea el caso.

Si se aplica logaritmo base 10 en ambos lados de la ecuacion 3, tomando a “b” como
el valor de la pendiente, se obtiene una relacion lineal entre el logio de la velocidad

de barrido y el logio de la intensidad de corriente de pico.

En una reaccién limitada exclusivamente por la difusion de la especie electroactiva

hacia la superficie del electrodo, la ecuacion lineal logaritmica tendria una pendiente
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de 0.5; cuando la reaccion esta limitada por la adsorcion la pendiente tendria un

valor de 1.

1.5.5 Celda electroquimica

En voltamperometria se emplea una celda electroquimica (figura 1.7) constituida

por tres electrodos que se sumergen en una disolucion que contiene al analito y

también un exceso de un electrolito no reactivo conocido como electrolito soporte,

que sirve para dar conductividad eléctrica al sistema y desde donde se lleva a cabo

el transporte de materia hacia la superficie del electrodo de trabajo para que se lleve

a cabo la reaccion de transferencia de electrones. Los electrodos que se usan para

construir la celda electroquimica son:

a)

b)

Electrodo de referencia (ER): tiene como funcion dar una medida de
potencial constante, fiable y conocida que sirva de referencia para medir la

diferencia de potencial entre este y el electrodo de trabajo’®%.

El electrodo de referencia de Ag/AgCl saturado con KCI es el mas utilizado

en voltamperometria.

Electrodo auxiliar (EA): también llamado contraelectrodo, tiene la funcién
de permitir el paso de la corriente generada en el electrodo de trabajo,
posibilitando cerrar el circuito eléctrico y asi evitar oscilaciones en el
electrodo de trabajo producidas por los efectos de los fenbmenos redox
inducidos en su interfase. El electrodo auxiliar debe ser inerte en las
condiciones de trabajo requeridas (potenciales, pH y solutos de la celda)
16:38 Entre los mas utilizado se encuentran el platino y la barra de grafito.

Electrodo de trabajo (ET): es aquel cuyo potencial frente a un electrodo de
referencia es variado con el tiempo (en voltamperometria). El electrodo de
trabajo es el electrodo en el que se oxida o reduce el analito de interés. La
mayoria de los electrodos de trabajo consisten en metales inertes, como oro,
plata, platino o carbén inerte como carbén vitreo o electrodos de pasta de

carbono, este ultimo siendo uno de los mas utilizados debido a sus ventajas
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de corriente de fondo muy baja, naturaleza compuesta, incluida la facilidad

de modificacién y renovacion 2.

N

Electrodo de referencia:

Contraelectrodo: F Plata/cloruro de plata (Ag/AgCl)

Barra de grafito

Electrodo de trabajo:
Electrodo de pasta de carbono (EPC)

Electrolito soporte:
L — KCl0.1 M

Figura 1.7 Esquema tipico de una celda electroquimica formada por un electrodo de pasta de
carbono (WE), un electrodo de Ag/AgCl (RE) y una barra de grafito (AE).

1.6 Sensores electroquimicos

Un sensor electroquimico es un dispositivo quimico que responde a cambios
especificos en el potencial o en la corriente eléctrica como consecuencia de la

presencia de una especie quimica que interactlia con él >0,

El sensor electroquimico esta formado por un receptor y un transductor (figura 1.8),
capaz de transformar informacion sobre las sustancias quimicas en sefales
eléctricas medibles y analiticamente Utiles. El receptor interacciona con el analito
produciendo o desencadenando en el mismo una serie de cambios quimicos que
inducen en el transductor la generacién de sefales eléctricas. Estas sefiales son
transmitidas hasta un instrumento de medida y generalmente procesadas
informaticamente, pudiendo inferir de ellas mediante diferentes técnicas la

informacién requerida de la sustancia analizada °*.
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Sistema de reconocimiento

Transductor
> electroquimico

oV

=analito

Figura 1.8 Representacion de elementos de un sensor electroquimico.

Los sensores electroquimicos utilizados para la determinacion de Aflatoxina B1 en
alimentos, dependiendo del elemento de reconocimiento, caen dentro de la

clasificacion de biosensores y sensores no enzimaticos.

1.6.1 Biosensores utilizados en la determinacion de AFB1

Un biosensor es un dispositivo que se basa en el reconocimiento del analito por un
elemento de deteccidn biologico (bioreceptor) y un transductor fisicoquimico que

convierte la sefial biolégica en una sefial electrénica 2.

Uno de los biosensores mayormente utilizados para la determinacién de AFB1 esta
basado en la inmovilizaciébn de anticuerpos sobre la superficie del electrodo por
medio de interacciones electrostaticas, lo que permite una determinacién directa o
indirecta de Aflatoxina B1 3%, Los biosensores de afinidad, con anticuerpos como
elementos de bioreconocimiento, reciben el nombre de inmunosensores, ejemplo
de estos biosensores es el que report6 Owino en 2008 con el desarrollo de un
inmunosensor electroquimico inmovilizando AFB1-albumina sérica bovina (AFB1-
ASB) en un electrodo de carbdn vitreo modificado con politionina (PTH) vy
nanoparticulas de oro (Nps-Au). La deteccion se basé en la competencia entre
AFB1 libre y el conjugado AFB1-ASB inmovilizado por los sitios de union del
anticuerpo anti-AFB1 libre (figura 1.9). La respuesta mediante voltamperometria
diferencial de pulso cay6 después de un aumento en el nivel de AFB1 en el rango
de trabajo lineal de 0.6 a 2.4 ng mL"1, alcanzandose un limite de deteccién de 0.07

ng mL* 65,
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Figura 1.9 Esquema del funcionamiento de un inmunosensor inmovilizando AFB1-ASB sobre la
superficie del electrodo para la determinacion de AFBI1.

La utilizacion de biosensores para la deteccion de aflatoxina B1 constituye un

método popular, por las ventajas que estos ofrecen como: alta sensibilidad, alta

selectividad, equipo portatil y su posibilidad de automatizaciéon®. En la tabla 1.3 se

resumen otros trabajos reportados en bibliografias para la determinacion de AFB1

con el uso de biosensores.

Tabla 1.3 Estudios realizados utilizando biosensores como métodos de deteccion de

aflatoxina B1.

Rango de

Sensibilidad

LD

Electrodo Técnica deteccion (ng LY Referencia
ECV/AUN%SS/ETH/AFBL VDP GO%ZSP 0 123 pA ngtmL? 70 65
Anti-AFB1/OGR/ITO VC 1%95'&_?0 68 “Acrr‘rg'; mL* 12 66
Anti—AIZBulN/(F:)r;itosan— Ve 20—3L(_)10 ng 72r_T?|j1_1pC,Ar\n gg-l 12 o7
AFBIMMOITO vop  1H(Png 20 EANgY 55 62
AFBl/Alfl\?lf?S//Eli:’néil-DOTllTO vop  MEOM s 7apangimit 45 68

OGR: dxido de grafeno reducido; ITO: 6xido de indio y estafio; AuNps: nanoparticulas de oro; ASB:
Albumina sérica bovina; PEDOT: Poli(3,4-etilenodioxitiofeno); ECV: Electrodo de carbdn vitreo VC:
Voltamperometria Ciclica; VDP: Voltamperometria diferencial de pulso.
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A pesar de que el uso de biosensores muestra buenos parametros analiticos y
competitivos, la inmovilizacion de anticuerpos sobre la superficie del electrodo suele
ser un procedimiento tedioso, ademas de presentar baja estabilidad a temperaturas
mayores de 30°C, afectando gravemente la sensibilidad y tiempo de vida media del
dispositivo®®.

1.6.2 Sensores no enzimaticos utilizados para la
determinacion de AFB1

En los ultimos afios, la quimica analitica ha centrado esfuerzos para el desarrollo
de nuevas metodologias electroquimicas que puedan remplazar a los biosensores
y superar las limitaciones que estos presentan. El uso de materiales inertes como
nanoparticulas metalicas y Oxidos metalicos para el desarrollo de sensores
electroquimicos no enziméticos ha demostrado ser una alternativa viable para el
uso de biosensores enzimaticos '°. La principal ventaja de este tipo de sensores es
su capacidad de ser reusado por largos periodos de tiempo sin perder su

sensibilidad 2.

En el afio 2019, Gevaerd y colaboradores reportaron el desarrollo de una
metodologia electroanalitica para la determinacion de AFB1 por voltamperometria
con el uso de un electrodo serigrafiado modificado con nanoparticulas de oro (Nps-
Au) y puntos cuanticos de grafeno (PCG). La deteccion se basé en la oxidacion de
la AFB1 sobre la superficie del electrodo, mostrando un incremento en la intensidad
de corriente anddica del voltamperograma al aumentar la concentracion de AFB1

en un rango de trabajo de 1 a 50 nM con un limite de detecciéon de 1.5 nM 29,

Para el aio 2022 investigadores de la UAEH y UAM reportaron el desarrollo de una
metodologia voltamperométrica para la determinacién de AFB1 usando un electrodo
de carbdn vitreo modificado con una pelicula de bismuto. Los limites de deteccién
y de cuantificacion que se obtuvieron después de la de la optimizacion de la VPD
mediante un disefio Box-Behnken fueron 11.19 y 37.31 ng L respectivamente.
Estos parametros indican que es posible cuantificar la aflatoxina B1 en un intervalo

de concentraciones a nivel traza, tal como se encuentra en alimentos °*.
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Se puede observar que los sensores no enzimaticos mostraron alta estabilidad,
selectividad, reproducibilidad y simplicidad para la determinaciéon de AFB1, al
momento de modificar el electrodo de trabajo con nanoparticulas metélicas, ya que
estas sirven como electrocatalizadores para la oxidacion de la AFB1 sobre la

superficie del electrodo, mejorando significativamente los parametros analiticos.
1.7 Electrodos de pasta de carbono

La utilizacion de los sensores electroquimicos en muchas areas de analisis ha
requerido una mejora en las carencias que los electrodos convencionales

presentaban: mala reproducibilidad, tareas de limpieza o recuperacién tediosas °*.

La miniaturizacion de los electrodos y las posibilidades de fabricacion de electrodos
con caracter desechable surgidas en los ultimos afios, se presentan como una
atractiva alternativa a la utilizacion de electrodos convencionales. Entre este tipo de

dispositivos destacan los electrodos de pasta de carbono.

El carbono siempre se consider6 como un sustrato ideal de electrodo, ya que tiene
un rango de potencial amplio en ambas regiones anddicas y catodicas, ademas de
baja corriente residual, facil uso, bajo costo, tiempo de respuesta rapido y puede
fabricarse en diferentes dimensiones®’ !, Los electrodos de pasta de carbono (EPC)
han sido ampliamente utilizados por sus multiples ventajas como: una superficie de

trabajo renovable, facil modificacién, bajo costo y facil preparacion’:.

Las partes elementales de un EPC (figura 1.10) constan de una punta o superficie
de contacto, un tubo de polipropileno que actia como material de soporte para una
pasta homogénea constituida de polvo de grafito y un aglutinante (aceite de

parafina).
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Contacto de cobre

Tubo de

polipropilen Mezcla homogénea de

/ grafito + aglutinante

Superficie de
contacto renovable

Figura 1.10 Partes de un electrodo de pasta de carbono.
1.7.1 Electrodos de pasta de carbono modificados

La modificacién de electrodos de carbon con cierto tipo de materiales puede mejorar
Su respuesta electroquimica y a su vez la respuesta analitica, asi como la
selectividad hacia el analito; esto ha hecho que una de las areas mas importantes
en la investigacion electroquimica sea el desarrollo de electrodos modificados. Las
modificaciones pueden ser superficiales e incluyen la aplicacion irreversible de
sustancias adsorbentes, el enlace covalente entre el modificante y la superficie del
electrodo y el recubrimiento con peliculas de polimeros o de otras sustancias. La
modificacion de los electrodos de pasta de carbono se realiza de manera muy
sencilla sélo agregando en la mezcla composite el modificante deseado’?.

1.7.2 Nanoparticulas de 6xido de cobre como modificante

El uso de nuevos sistemas analiticos inspirados en la nanotecnologia es una
estrategia que ofrece varias ventajas a los sensores electroquimicos,

particularmente en la determinacion de AFB1.

La incorporacién de nanoparticulas de 6xidos metélicos para la modificacién de
electrodos de trabajo representa un area de oportunidad para la creacién de
sensores electroquimicos con mayor sensibilidad y limites de deteccion mas bajos,
ya que estos materiales incrementan el area electroactiva del electrodo de trabajo y

mejoran la transferencia de electrones en el proceso de oxidacion o reduccién’s 74,

Las nanoparticulas de oOxido de cobre (Nps-CuO) han atraido un gran interés

durante los ultimos afios debido a las ventajas que presentan, ya que el cobre es un
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elemento mas rentable, abundante y presenta una alta conductividad iénica. En la
electroquimica, comunmente se utilizan como electrocatalizadores para las
reacciones de oxidacion o reduccion que se lleven a cabo en la superficie del

electrodo de trabajo ">,

En el aflo 2013 Huang y colaboradores, sintetizaron y probaron tres diferentes
nanoestructuras de CuO (nanoparticulas, nanoplaquetas y nanobarras), los
electrodos exhibieron excelente catalisis para la oxidacion de la glucosa. El estudio
electroquimico mostro alto efecto catalitico en las nanoparticulas en comparacion
con las nanobarras y las nanoplaquetas. Esto, se atribuye a la habilidad de las
nanoparticulas para transferir electrones y la alta area superficial que presentan. El
analisis electroquimico ademas demostr6 que el electrodo modificado con
nanoparticulas de CuO posee buena deteccion de la glucosa con un rango lineal de
hasta 6 mM y una sensibilidad de 1.43 mA cm2mM=* en 0.2 M de NaOH "/,

En el afio 2020, Jamil y colaboradores, reportaron la determinacion electroquimica
de &cido urico mediante voltamperometria ciclica con el uso de nanoestructuras de
CuO. Las nanoestructuras de oxido de cobre mostraron un comportamiento
electrocatalitico sorprendente en la deteccion de acido Urico, mostrando una buena
respuesta lineal entre valores de 0.001-351 mM, con un limite de deteccion de
6mM; ademas de ser un método simple y practicamente factible, libre de
pretratamiento de muestras, configuracién experimental complicada y tiempo de

andlisis prolongado’®.

En el afio 2019 Chunyan y colaboradores reportaron la determinacion
electroquimica de aflatoxina B1 (AFB1) utilizando una estructura metal-organica a
base de cobre (Cu-MOF) y Nanoparticulas de Oro (AuNps) por Voltamperometria
de Pulso Diferencial. EI uso de Cu-MOF mejor6é significativamente la sefial
electroguimica en la determinacién de AFB1 en un rango lineal de 1x10%-1 ng mL?
con un limite de detecciéon de 6.7x107 ng mL?*. Ademas, con la metodologia
propuesta se determind AFB1 en cerveza con valores de recuperacion que oscilaron
entre 96% y 103% °°.
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Por otra parte, diversos investigadores han dado a conocer que a pHs alcalinos el
CuO puede ser oxidado. En el afio 2010 Jiang y colaboradores reportaron la
oxidacion del CuO a CuOOH, con el intercambio de un electrén, en condiciones
atmosféricas, mostrando un pico anddico entre +0.7 y +0.8 V en un electrolito
soporte de KCI 100 mM y Fe(CN)e* 0.01 M; lo que da paso a una nueva area de
investigacion en la electroquimica’®. Las reacciones de oxidacion del CuO

reportadas son las siguientes (ecuacion 4a y 4b):

Cu0 + OH~ - CuOOH + e~ Ecuacién 4a

CuO + H,0 + 20H~ — Cu(OH),” + e~ Ecuacion 4b
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1.8 Justificacioén

La AFB1 es una micotoxina altamente cancerigena producida por varias especies
de hongos del género Aspergillus, que se encuentra frecuentemente en alimentos
contaminados, principalmente cereales y frutos secos, por lo tanto, su deteccién

rapida, sensible y precisa en alimentos es de gran importancia.

La determinacion de AFBL1 se realiza mediante técnicas analiticas convencionales
como lo son HPLC, TLC y ELISA; a pesar de la alta especificidad, exactitud y
precision de estos métodos, resultan costos, tardados, algunos no son amigables
con el medio ambiente y requieren personal especializado para la operacion de los

equipos necesarios para realizar la técnica.

Es por esto que en este proyecto se plantea la determinaciéon de AFB1 en alimentos
por voltamperometria ciclica, usando sensores electroquimicos no enzimaticos
basados en electrodos de pasta de carbono modificada con nanoparticulas de CuO,
debido a que en varios reportes en la literatura, estos materiales han demostrado
ser Utiles para la cuantificacion muchas moléculas de interés biomédico y ambiental,
por lo que se espera que la metodologia propuesta sea tan eficiente como las
metodologias convencionales para determinar AFB1, pero ademas de una manera

rapida, menos costosa, sencilla y de facil uso.
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1.9 Objetivo general

Desarrollar una metodologia por voltamperometria ciclica mediante el uso de
electrodos de pasta de carbono modificados con nanoparticulas de éxido de cobre
para la determinacion de Aflatoxina B1 en muestras de alimentos.

1.10 Objetivos especificos

e Realizar la optimizacion del porcentaje de nanoparticulas de éxido de cobre dentro
de la pasta de carbono, el pH del electrolito soporte y la velocidad de barrido del
sistema electroquimico empleando voltamperometria ciclica, para la mejora de los

parametros analiticos.

e Realizar un estudio de repetibilidad y reproducibilidad para evaluar la precision y

confiabilidad de la metodologia propuesta.

e Evaluar el efecto de la concentracion de Aflatoxina B1 en la sefal de respuesta
anodica del sensor Nps-CuO/EPC usando la metodologia propuesta para la

determinacién de los parametros analiticos.

eEvaluar la metodologia propuesta para la determinacion y cuantificaciéon de AFB1

en muestras de maiz, cacahuate y leche.
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CAPITULO 2. MARCO
METODOLOGICO




2.1 Reactivos

En este trabajo se emplearon reactivos quimicos comerciales de grado analitico. La

Aflatoxina B1 y 5,7-Dimetoxicumarina fueron adquiridos de Sigma-Aldrich.

La construccién de los electrodos de pasta de carbono se realiz6 mezclando grafito
en polvo, parafina y nanoparticulas de 6xido cobre (Nps-CuO) como modificante. El
electrolito soporte fue preparado y ajustado con fosfato de potasio dibasico
(K2HPOa4), fosfato de potasio (KsPOas), hidroxido de sodio (NaOH) y cloruro de
potasio (KCI), reactivos de Sigma-Aldrich.

Para el pretratamiento de las muestras de leche, maiz y cacahuate se emplearon,
acido nitrico (HNOs, 70% pureza), metanol (CH3OH, 99.9% pureza) y acetonitrilo
(CH3CN, 99.9% pureza) respectivamente, reactivos de J.T. Baker. El desarrollo
experimental se llevd a cabo a temperatura ambiente haciendo uso de agua

desionizada con una resistividad de 18.2MQ cm.

2.2 Sistema electroquimico

En los experimentos electroquimicos se usé un sistema de tres electrodos: Ag/AgCI
saturado como electrodo de referencia, una barra de grafito de alta pureza de 6 mm
de diametro como contraelectrodo y un electrodo de pasta de carbono modificado
con nanoparticulas de 6xido de cobre en la mezcla composite como electrodo de
trabajo.

El electrolito soporte empleado consistié en una solucién de cloruro de potasio 0.1
M en un buffer de fosfatos 0.1 M. Para la optimizacién del medio de trabajo se
ajusto el valor de pH en el intervalo de 6 a 13, empleando una solucién de NaOH

saturada.

En las mediciones voltamperométricas se usa un potenciostato/galvanostato marca
Methrom, modelo Dropsens. Para medir los valores de pH de las diferentes

soluciones se utilizé un potenciometro marca CORNING, modelo Meter 450.
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2.3 Preparacion de estandares de AFB1 y 5,7-dimetoxicumarina
(DMC) en medio acuoso

Debido a los efectos carcinogénicos e inmunosupresores que presenta la AFB1, se
optd por utilizar DMC como plantilla “dummy” para el estudio y optimizacion del
sistema electroquimico. Las plantillas ficticias o dummy, son analogos estructurales
de la molécula de interés, cuyo uso radica en reemplazar a la molécula objetivo en
la parte de optimizacion y/o deteccion del sistema, con el fin de reducir costos y

evitar las complicaciones toxicolégicas que supone el uso directo del analito.

Dado que AFB1 es un derivado de dihidrofurano cumarinas, DMC tiene una
estructura central similar a la de AFB1 (figura 2.1). El grupo metoxi en la posicion

11 de DMC imita la estructura furano de AFB18%.82,

H,CO

0 o)
= —
H3;CO
5,7-Dimetoxicumarina AFB1

Figura 2.1 Estructura quimica de la 5,7-dimetoxicumarina (DMC) y la aflatoxina B1 (AFB1).

Se trabaj6 con un estandar de 200 mg L preparada con etanol (C2HsO) absoluto al
99.5%. Se realizaron diluciones del estandar de AFB1 utilizando el electrolito
soporte hasta llegar a las concentraciones deseadas. El estdndar de DMC, fue

preparado de la misma forma.

2.4 Preparacion del electrodo de pasta de carbono modificado con
oxido de cobre

La pasta de carbono modificada se prepar6 mezclando cuidadosamente el polvo de
grafito, con las nanoparticulas de oxido de cobre y aceite mineral empleado como
aglutinante. La mezcla fue homogeneizada durante 15 minutos de manera manual;

posteriormente la pasta de carbono modificada fue empaquetada en un tubo de
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plastico (jeringa para insulina). Por ultimo, se insertd un contacto de cobre en uno

de los extremos para ser conectado con el potenciostato (figura 2.2).

El electrodo de pasta de carbono sin modificar se preparé de manera similar sin

incluir a las nanoparticulas de 6xido de cobre.

‘ Grafito Aceite de — p— b)

a) e
parafina Grafito Aceite de
Nps-Cu0

parafina

i N\ 7
1o

Pasta de grafito +
Aceite de parafina

Pasta de grafito +
parafina + Nps-Cu0

Figura 2.2 Proceso de elaboracion de electrodos de pasta de carbono, a) Sin modificar, b)
Modificados.figur

2.5 Caracterizacién electroquimica de la AFB1 usando el electrodo
de pasta de carbono modificado

Se evalud por voltamperometria ciclica la respuesta anédica sobre la superficie del
electrodo de trabajo en presencia y ausencia de DMC en el electrolito soporte (KCI

0.1 M) considerando en su caso una concentraciéon de 100 ng L de la molécula.

2.6 Efecto del pH del electrolito soporte

Se evaluo por voltamperometria ciclica, el efecto del pH del electrolito soporte sobre
la sefial de respuesta anddica del CuO en una solucion KCI 0.1 M (blanco) y una
solucién con DMC 100 ng L. El valor de pH de la solucién electrolitica (KCI 0.1 M)
fue ajustado en un intervalo de 6-13 con una soluciéon de NaOH saturada. Se
selecciono el valor de pH que incremento la diferencia de intensidades de corriente

en el proceso de oxidacidén entre un blanco y una muestra con el analito presente.
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2.7 Efecto de la composicién del electrodo

Se evaluo por voltamperometria ciclica, el efecto de la cantidad de 6xido de cobre
en la pasta de carbono sobre la sefial de respuesta anddica en la superficie del
electrodo de trabajo. Se evalu6 el comportamiento electroquimico en la oxidacion
del CuO con porcentajes de 5%,10%,15% 20% y 25% de CuO ,en una solucién
electrolitica de KCI 0.1 M a pH 12; seleccionando la proporcion de modificante que
incremente la diferencia de intensidad de corriente anddica entre un blanco y una
solucién con 100 ng L** de DMC.

2.8 Efecto de la velocidad de barrido

Por medio de voltamperometria ciclica se estudio el efecto de la velocidad de barrido
sobre la diferencia de intensidad de corriente anddica en el proceso de oxidacion
del CuO en ausencia y presencia de 100 ng L' de DMC. Para ello, el valor de la
velocidad de barrido fue estudiado en un intervalo de 0.1-1.1 V st en KClI 0.1 M a
pH 12, seleccionando el valor que muestre la mayor diferencia de intensidad de

corriente andédica.

2.9 Estudio de los procesos de difusiéon y adsorcion sobre la
superficie del electrodo de trabajo

La cinética de reaccién sobre la superficie del electrodo fue evaluada de acuerdo
con la ecuacion de Randles-Sevcik y la ecuacion de la adsorcion (ecuaciones 1y
2). Utilizando los datos del estudio anterior, se realizaron dos graficos logaritmicos
de la diferencia de intensidad de corriente versus la v y v¥? y en funcién de la
linealidad de cada una de ellas se puede conocer informacion del tipo de proceso

electroquimico, ya sea controlado por difusion (b=0.5) o adsorcion (b=1).
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2.10 Estudio de repetibilidad

El %DER para el estudio de repetibilidad y reproducibilidad se calculé con la
ecuacion 5, donde el %DER es funcion de la desviacion estandar del conjunto de

datos (s) sobre el promedio de estos (X) por cien.

+ 100 Ecuacion 5.

S

El estudio de repetibilidad en el sensor se realiz6 preparando un electrodo de pasta
de carbono modificado con 15% de nanoparticulas de Oxido de cobre con la
metodologia propuesta y realizando 5 mediciones sucesivas de la intensidad de
corriente de pico andédico y una solucién con 100 ng L' de DMC. Se calculé la
desviacion estandar y el porcentaje de desviacion estandar relativa (%DER), cuyo

valor debe ser menor al 10%, para demostrar una buena precision en el sensor.

2.11 Estudio de reproducibilidad

El estudio de reproducibilidad se realiz6 preparando de manera independiente 5
electrodos de pasta de carbono modificados con 15% de nanoparticulas 6xido de
cobre y realizando 5 mediciones consecutivas de la intensidad de corriente anddica
para cada uno de ellos con la metodologia propuesta y una solucién con DMC 100
ng L Se calculé la desviacién estandar y el porcentaje de desviacion estandar
relativa (%DER), cuyo valor debe ser menor al 10%, para demostrar confiabilidad y

una buena precision entre los sensores (n=5).

2.12 Determinacion de los parametros analiticos del meétodo
propuesto

La metodologia propuesta se emple6 en el estudio del efecto de la variacién de
concentracion de Aflatoxina B1l. Se graficaron concentraciones crecientes de
estandares de Aflatoxina Bl vs la intensidad de corriente anddica, para la
construccion de una curva de calibracion, en un intervalo de concentraciones de 20-
140 ng L.
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2.12.1 Determinacion de la sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica del método se determiné aplicando el andlisis de minimos
cuadrados a la curva de calibracion, obteniendo la ecuacion de la recta descrita

como (ecuacion 6):

Ai (uA) = [m (uA ng~ ' L) = [AFB1](ngL™1)] + b Ecuacion 6.

Donde se considera que la pendiente de la recta (m) es igual a la sensibilidad del

método analitico.

2.12.2 Determinacion del limite de deteccién (LD) y limite de
cuantificacion (LQ)

La determinacion del LD y LQ se realizaron mediante el estudio estadistico de la
curva de calibracién construida usando la metodologia recomendada por la IUPAC.

El LD, definido como la concentracion minima de sustancia que puede ser detectada
con fiabilidad por el método analitico, se determiné con la ecuacion 7.

_Bx5x))

LD = Ecuacion 7.
S

Donde Sx/y es el error tipico de la curva y S es la sensibilidad del método

electroquimico (pendiente).

El LQ, definido como la concentracion minima de sustancia que puede ser
cuantificada por el método analitico, se determiné con la ecuacién 8.

(10 x Sx, )
LQ:T/Y

Ecuacion 8.
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2.13 Analisis en muestras reales

Se emplearon muestras de maiz, cacahuate y leche que fueron adquiridos en el
mercado local de Pachuca Hidalgo, para la cuantificacién de Aflatoxina B1 con la

metodologia propuesta.

Previo al analisis voltamperométrico, las muestras fueron sometidas a un
procedimiento de extraccion y limpieza con la finalidad de disminuir los posibles

interferentes. Los pretratamientos de las muestras son descritos a continuacion.

2.13.1 Maiz

El pretratamiento para las muestras de maiz se basa en una modificacion de la
NOM-247-SSA1-2008.Para la extraccidon se pesaron 25 g de muestra (maiz molido)
y se licu6é con 50 mL de solucién de metanol: agua (80:20, v/v) por 15 minutos a alta
velocidad. El extracto fue centrifugado durante 10 minutos a 4000 rpm. La solucién

resultante fue filtrada y guardada para su posterior andlisis (figura 2.3) 272,

e 2
V+{5_' —&

Centrifugar a .
25 gde 30 mL de MeOH Agitar durante 4000 rpm Filtrar
maiz al 80% 15 minutos durante
10 minutos

Figura 2.3 Pretratamiento de la muestra de maiz.
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2.13.2 Cacahuate

El pretratamiento en las muestras de cacahuate se baso en una modificacion del
método descrito por Mengke Lv y colaboradores. Se pesaron 25 g de cacahuate en
una licuadora, posteriormente se agregaron 50 mL de solucién de acetonitrilo-agua
(9:1) y se agitaron durante 1 hora. La solucion de extraccion fue centrifugada
durante 10 minutos a 4000 rpm, posteriormente se filtré a través de un papel de filtro

para eliminar el material sélido y el extracto se recogi6é para su analisis (figura 2.4)

84,85

—

&+ :

25gde 50 mL de Agitar durante 1 hora a velocidad Centrifugar a Filtrar

cacahuate acetonitrilo - constante 4000 rpm
2l 80% 15 minutos divants

10 minutos

Figura 2.4 Pretratamiento de la muestra de cacahuate.
2.13.3 Leche

Las muestras de leche fueron analizadas segun el procedimiento descrito en la
NOM-243-SSA1-2010 #’con algunas modificaciones. En un vaso precipitado de 50
mL, se adicionaron 5 mL de leche entera y 8 mL de HNO; 6M. La solucién fue
llevada a calentamiento con agitacion constante durante cuatro horas y media,

posteriormente se dej6 en reposo y fue guardad para su andlisis. (figura 2.5) .

O

1
| 1 4-5 horaso
— gt hasta no
I @&=> observar gases
A —
5 mL de leche 8 mL de HNO3 8M 8 mL de HNO3 8M

Figura 2.5 Pretratamiento de la muestra de leche.
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2.14 Cuantificacion de AFB1 en muestras reales

Concluido el pretratamiento, 100 yL de cada muestra fueron diluidos en 10 mL de
una solucion de KCI 0.1 M con un buffer de fosfatos a la misma concentracion y
dopadas con AFB1 30 ng L%, para ser analizadas por voltamperometria ciclica bajo

la metodologia propuesta.

La cuantificacion de AFB1 en las muestras de leche, maiz y cacahuate se realizo
mediante calibracion por adicion patron, haciendo 3 repeticiones por cada muestra

y obteniendo los porcentajes de recuperacion de acuerdo con la ecuacion 9.

Cantidad real ion 9.
%R = ! : « 100 Ecuacion 9.
Cantidad terorica
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y
DISCUSION




3.1 Caracterizacion electroquimica de la AFB1 usando el sensor
Nps-CuO/EPC

Mediante voltamperometria ciclica se aplico un barrido en sentido anddico en una
ventana de potencial de 0.2 V a 1.4 V y una velocidad de barrido de 100 V s para
evaluar el comportamiento electroquimico del electrodo de pasta de carbono

modificado y sin modificar en una solucién de KCI 0.1 M a pH 12.

En la figura 3.1 se observan los VCs correspondientes al sensor NPs — CuO /EPC,
donde se aprecia un pico anddico entre un potencial de 0.8 - 1.2 V, asociado a la
oxidaciéon del CuO a CuOOH o Cu(OH);’® (ecuacién 4) sobre la superficie del
electrodo de trabajo. En el voltamperograma obtenido por el EPC sin modificar se
observa un pico anddico disminuido, asociado a la oxidacion de grupos funcionales
pertenecientes al carbono presente en el grafito por las condiciones alcalinas del

medio.

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

I(LA)

-100 O 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6
E(V)

—— EPC_CuO EPC

Figura 3.1 VC para un electrodo de pasta de carbono modificado con CuO (Nps-CuO/EPC) y un
electrodo de pasta de carbono (EPC) en KCl 0.1 M a pH 12 (ajustado con NaOH), con una velocidad
de barrido de 0.1 V s en sentido anddico.

En la figura 3.2 se muestran los VCs obtenidos usando el sensor NPs — CuO/CPE
en KCl0.1 M a pH 12 sin y con 100 ng L' de DMC. En ellos, se observa una
disminucién de la intensidad de corriente en presencia de DMC respecto al blanco.

Esto indica que el DMC interfiere en la transferencia de electrones sobre la
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superficie del electrodo necesaria para la oxidacion de CuO, disminuyendo la
intensidad de corriente anddica esperada. Esto hace que se establezca como
respuesta analitica hacia DMC (o AFB1) la diferencia entre las corrientes de pico

anadico registradas en una solucién blanco y en la solucion conteniendo el analito.

1200

1000

800

600

I(LA)

400

200

0

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
-200 E (V)

——pH 12 sin DMC = pH 12 con DMC

Figura 3.2 VC del sensor Cu0 - NPs/EPC obtenido en KCl 0.1 M a pH 12 sin y con 100 ng L de
DMC, usando una velocidad de barrido de 0.1 V s en sentido anddico.

Los estudios anteriores indican que las nanoparticulas de CuO permiten la
determinacion indirecta de DMC (o AFB1).

El mecanismo propuesto para la respuesta del Nps-CuO/EPC hacia el DMC se
describe a continuacion. El 6xido de cobre presente en la pasta de carbono, se oxida
de CuO a CuOOH favorecido por el medio basico y potencial aplicado (1 V). En el
momento de agregar DMC (o AFB1) al sistema, es posible que se dé una interaccion
Cu?*-AFB1 (debido a los sitios activos que presenta el CuO®%), misma que impide la
oxidacion total del CuO presente en la superficie del electrodo de trabajo,
ocasionando una pasivacion en la sefial anddica para la oxidacion a CuOOH, la cual

es proporcional a la cantidad de DMC (o AFB1) presente en la muestra®*,

La figura 3.3 muestra la estructura propuesta para la formacién de un complejo Cu?*-
AFB1, de acuerdo con una relaciéon ion-dipolo, donde el catiébn Cu?* establece una

interaccién con los oxigenos 7 y 20 de AFB1. °.
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AFBI Cu-AFBI1

Figura 3.3 a) Estructura de AFB1 b) Complejo propuesto para la interaccion entre el Cu®**y AFB1.

En el caso de la molécula DMC (plantilla dummy de AFB1l) se espera un
comportamiento similar, con la formacion de un complejo Cu?*-DMC (figura 3.4),
donde el catiébn Cu?* interacciona con los oxigenos en las posiciones 1 y 11 del
DMC L,

O/
a) b)
O/
O... .0
\L/CU~~\O /
/ \
O‘;:Cu\/
o O O
/
L=H,0
o 2
/
DMC Cu-DMC

Figura 3.4 a) Estructura de DMC b) Complejo propuesto para la interaccion entre el Cu?*y DMC.

La optimizacién del pH de trabajo se realiz6 mediante VC, variando el pH del
electrolito soporte de 6 a 13. Para cada muestra se midi6 la intensidad de pico de

corriente anédica usando una solucién con 100 ng L' de DMC (a la par de su
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respectivo blanco), esto con el fin de encontrar el valor de pH con la mayor diferencia

de intensidad de corriente anddica entre estos valores.

La figura 3.5, muestra la relacién proporcional entre la intensidad de corriente

anodica y el aumento en el valor de pH para las muestras y respectivos blancos. En

valores de pH 6-9 no se observaron picos anddicos, lo que indica que a estos

valores no se favorece la oxidacion del CuO.

Se seleccioné el pH 12 como valor optimizado para los estudios posteriores, ya que

este mostro la mayor diferencia de intensidad de corriente anddica de una muestra

con DMC respecto a su blanco, con un valor de 125.213 pA.

i (WA)

4500

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

-500

——pH 125in DMC

= pH 12 con DMC

0.2 0.4 0.6 0.8

pH 6 sin DMC

pH 6 con DMC
=—pH 7 sin DMC
———pH 7 con DMC

pH 9 sin DMC
——pH 9 con DMC
——pH 11 sin DMC
—pH 11 con DMC
———pH 12 sin DMC
——pH 12 con DMC
—pH 13 sin DMC
—pH 13 con DMC

Figura 3.5 VC obtenidos en KCI 0.1 M apH®6, 7,9, 11, 12, 13 (ajustado con NaOH) sin y con 100 ng
Lt de DMC, usando el sensor Cu0 - NPs/EPC, a una velocidad de barrido de 0.1 V s en sentido

anddico.
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3.2 Optimizacion del porcentaje de Nps-CuO en electrodos de pasta
de carbono (EPC)

Se evalué por VC el efecto de la cantidad de las nanoparticulas de CuO en la pasta
de carbono, empleando una solucién de DMC 100 ng L' en KCI 0.1 M. Se probaron
los siguientes porcentajes de Cu0: 0%, 5%, 10%, 15%, 20% y 25% (tabla 3.1). Al
comparar los VCs obtenidos con los diferentes porcentajes de Cu0, se observa que
un 15% presento la mayor diferencia de intensidad de corriente anddica respecto al
blanco, en comparacion con las otras proporciones. La proporcién de 15% fue

seleccionada como la optima.

A porcentajes superiores del 15% la diferencia de intensidades de corriente anddica
disminuye, debido a la naturaleza semiconductora del CuO?, disminuyendo la

conductividad del electrodo.

Tabla 3.1 Valores de (Ai) para los diferentes porcentajes de modificante en el EPC.

% CuO en el EPC Ai (HA). % DER (n=3)
5 81.82 2.14
10 126.86 2.53
15 182.28 2.32
20 165.19 2.12
25 147.49 4.96

3.3 Optimizacién de la velocidad de barrido para el sistema
electroquimico

La influencia de la velocidad de barrido sobre la respuesta hacia DMC del electrodo
modificado, se realizd por VC. El efecto de la velocidad de barrido se estudié
considerando valores entre 0.02 y 0.1 V st en una solucién a concentracion fija de
DMC de 100 ng L. El gréafico resultante (figura.3.6), muestra la relacién entre Aip

vs V. Se observd que la diferencia de intensidad de corriente anédica aumentaba
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linealmente a la velocidad de barrido en el rango de 0.020 V s* a 0.1 V s La

ecuacion lineal estad dada por la ecuacion 10:

V e
AL,(pA) = 1770.5; +40.355 R2?2 = 0.9934 Ecuacion 10.

Por tal motivo, se seleccioné 0.1 V s como valor optimizado para los estudios
posteriores, ya que este, nos brinda una mayor diferencia de intensidad de corriente

respecto al blanco.

250
®
200 .
e
_ 150 e
2 e ® y = 1770.5x + 40.355
<100 o @ R2=0.9934
50
0
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
vsl

Figura 3.6. Efecto de la variacion de la velocidad de barrido sobre la diferencia de intensidad de
corriente de pico anddico usando el CuO - NPs/EPC en una solucién de KCl 0.1 M con 100 ng L!
de DMCa pH 12.

3.4 Estudio de los procesos electroquimicos sobre la superficie del
electrodo de trabajo

Mediante VC se estudio la cinética electronica de la reaccion sobre la superficie del
electrodo de trabajo. Con base a la ecuacion de Randles-Sevcik se graficd
Ai vs v1/? (figura 3.7), obteniendo una tendencia lineal, con una R? = 0.9773. Esto
indica que el mecanismo de transporte que rige el movimiento de DMC hacia la
superficie del electrodo de trabajo es la difusion.
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280
230 o
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180 .
= ¢ y=815.64x-47.536
Zw0 o R®=0.9719
g o °
80 e
30
0.12 0.17 0.22 0.27 0.32 0.37
Vs-1

Figura 3.7 Relacion entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (v %) vs la diferencia de la
intensidad de corriente anddica (Ai).

En la figura 3.8, se presenta el gréafico linealizado log4i vs logv, obteniendo un
coeficiente de correlacion R?=0.9804 y una pendiente de 0.657 (b>0.5) por lo cual,
de acuerdo con la ecuacion de la adsorcion, la cinética de reaccion sobre la

superficie del electrodo también se rige por la adsorcion.

2.4

2.2

21

log Ai
°

o y = 0.657x + 2.9808
LB R2 = 0.9804 2

i 1.9

1.8
-1.9 -1.7 -15 -1.3 -11 -0.9 -0.7

log v

Figura 3.8 Relacion entre el log de la velocidad de barrido vs el log de la diferencia de la intensidad
de corriente anddica.

Los estudios anteriores demuestran que la molécula de DMC presente en el
electrolito soporte, es capaz de difundir (figura 3.9) y adsorberse sobre la superficie
del electrodo modificado por si misma. La adsorcion de DMC sobre la superficie del
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electrodo favorece la formacién del complejo Cu?* — DMC, por lo que, se espera el

mismo mecanismo de transporte para la molécula de AFB1 *,

Figura 3.9 Adsorcion de AFB1 sobre la superficie del electrodo de pasta de carbono modificado con
oxido de cobre.

3.5 Repetibilidad y reproducibilidad

La repetibilidad se determind realizando 5 mediciones sucesivas usando un mismo
sensor en una solucion de DMC a 100 ng L y en las condiciones optimizadas. La
desviacion estandar relativa en la prueba de repetibilidad fue 1.877% (<10%DER).

La reproducibilidad se evalué usando 5 electrodos preparados de manera
independiente, en condiciones optimizadas y soluciéon de DMC 100 ng L*. El
promedio de DER para el estudio de reproducibilidad fue de 2.837% (<10%DER).

Los valores de DER para ambas pruebas fueron satisfactorios, lo que indica buena

precision en las mediciones.

3.6 Caracterizacion analitica de la metodologia propuesta

La curva de calibracion se realizd6 empleando 7 estandares de AFB1 en
concentraciones desde 20 a 140 ng L™, utilizando tres replicas para la medicién de
cada estandar (véase figura 3.10). La ecuacion de regresion lineal y los parametros

analiticos encontrados con la metodologia propuesta se muestran en la tabla 3.2.
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Tabla 3.2 Parametros analiticos correspondientes a la curva de calibrado en la determinacién de
AFB1 mediante voltamperometria ciclica.

Intervalo lineal 1.0067 [AFB1] + 17.275

Sensibilidad 1.0067 pA ngtL
R? 0.996
LD 8.023 ng L1
LQ 26.74 ng L1
180
160 §
140 i
120 'i ........
< 100 o
e y = 1.0067x + 17.275
I g o R?=0.996
o | e
40 fg
20
0
20 40 60 80 100 120 140 160
AFB1 ng L-1

Figura 3.10 Curva de calibracién obtenida usando el sensor CuO-Nps/EPC con la metodologia
optimizada.

3.7 Analisis en muestras reales

La funcionalidad del sensor fue evaluada en muestras de maiz, cacahuate y leche,
dopadas con estandares de Aflatoxina B1 a una concentraciéon de 30 ng L. La
cuantificacion de las muestras se realiz6 mediante curvas de adicion patrén, con la
finalidad de evitar el efecto matriz, obteniendo porcentajes de recuperacion
cercanos al 100%, los cuales se encuentran dentro de los limites permitidos por la

AOAC (100 * 15%)°“. Los resultados de las muestras se describen a continuacion.
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La cuantificacion para cada muestra de maiz, cacahuate y leche se realizé por
triplicado con curvas de adicion patron, obteniendo porcentajes de recuperacion de
100-103% (tabla 3.3.) y valores de desviacion estandar menores a 3 ng L%, lo que
indica buena precision de los datos. De acuerdo a los resultados obtenidos se puede
concluir que las muestras analizadas antes del dopaje, no se encuentran

contaminadas por AFBL1.

Tabla 3.3 Concentraciones promedio (n=3) de AFB1 y porcentajes de recuperacion obtenidos por
adicion patrén en las muestras de maiz, cacahuate y leche.

Muestra X de [AFB1] (ng L) % de recuperacion
Maiz 30.259 + 0.888 100.86%.
Cacahuate 30.32 £ 0.90 101.07%.
Leche 30.69 + 2.199 102.3%.
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS




4.1 Conclusiones

Se evalu6é por voltamperometria ciclica el comportamiento electroquimico del
sensor CuO-Nps/EPC en condiciones alcalinas. Observandose un pico andédico

entre un potencial de 0.8 V-1.2V propio de la oxidacién del CuO a CuOOH.

Se estudio el comportamiento electroquimico de DMC, sobre la respuesta anddica
en la oxidacion de CuO. Observandose una disminucion en la intensidad de
corriente anddica en presencia de DMC. Lo cual sugiere que DMC (o AFB1)
interviene en la oxidacion del CuO. Haciendo posible una determinacion indirecta
de DMC (o AFB1), en base a la diferencia de intensidad de corriente anddica de una

solucién blanco y una solucién con aflatoxina B1.

La optimizacion de pardmetros como el pH, % CuO y velocidad de barrido por
voltamperometria ciclica, permitié6 maximizar la diferencia de intensidad de corriente
anddica entre una solucién blanco y una solucion con DMC. Mejorando los
parametros analiticos para la determinacion indirecta de DMC (o AFB1) mediante la

oxidacion del CuO presente en el electrodo de trabajo.

El método electroquimico utilizado presenta linealidad, alta sensibilidad, bajos
limites de deteccién y cuantificacion, asi como precision y confiabilidad (repetibilidad
y reproducibilidad), lo que sugiere ser una alternativa viable para la cuantificacion
de AFB1.

La metodologia propuesta por voltamperometria ciclica, con el uso de un electrodo
de pasta de carbono modificado con Oxido de cobre permitio la deteccién y
cuantificacion de AFB1 en muestras de maiz y cacahuate con porcentajes de
recuperacion cercanos al 100%.
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4.2 Perspectivas

A partir de los resultados obtenidos en la presente tesis se tienen como perspectivas

los siguientes puntos:

e Estudiar la respuesta electroquimica de la oxidacién de CuO en otros tipos
de voltamperometrias como voltamperometria diferencial de pulsos o
voltamperometria de onda cuadrada, con la finalidad de mejorar los
parametros analiticos.

e Hacer un estudio de interferentes con las distintas aflatoxinas: AFB2, AFGL1,
AFG2, AFM1 Y AFM2, para mejorar la selectividad de la metodologia
propuesta.

e Investigar y poner en practica nuevos pretratamientos para las muestras de
maiz, cacahuate y leche, los cuales, permitan disminuir el efecto matriz en
la determinacion de AFBL1.

e Comparar los resultados obtenidos de esta metodologia con otras oficiales

para la cuantificacion y determinacion de AFB1 y poder validarla.
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