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Introduccioén

En este trabajo se presenta el desarrollo y optimizacion de un sensor electroquimico
no enzimatico basado en un electrodo de pasta de carbono modificado con el
armazén metal-organico benceno-1,3,5-tricarboxilato de cobre (MOF Cu-BTC) para

la deteccion y cuantificaciéon de aflatoxina B1 (AFB1) en muestras de arroz y leche.

El primer capitulo contiene una revision exhaustiva de las micotoxinas, en particular,
de las aflatoxinas, describiendo su estructura, propiedades fisicas y quimicas,
toxicidad e impacto sobre la salud publica. También se discuten los limites maximos
permisibles establecidos, la estabilidad y la persistencia de la AFB1 en diversos
entornos. Ademas, se abordan las técnicas analiticas convencionales para la
cuantificacion de aflatoxinas, destacando la creciente importancia de las técnicas
electroquimicas debido a su bajo costo, alta sensibilidad y facilidad para la

miniaturizacion.

En el segundo capitulo se describe la metodologia experimental empleada. Los
electrodos de pasta de carbono (EPC) fueron modificados mediante la incorporacion
de MOF Cu-BTC, con el objetivo de mejorar su area superficial activa y su
sensibilidad electroquimica. También se propusieron diferentes estudios con el fin

de determinar las condiciones Optimas para la deteccion de AFB1.

El tercer capitulo presenta los resultados de la caracterizacion de la metodologia,
obteniendo excelentes valores en parametros como repetibilidad, reproducibilidad,
limites de deteccién y de cuantificacion; asi como los resultados obtenidos de la
cuantificacion de AFB1 en muestras reales de arroz y leche, utilizando la

metodologia optimizada.

Finalmente, en el cuarto capitulo se exponen las conclusiones de este estudio,
destacando la integraciéon del MOF Cu-BTC en electrodos de pasta de carbono
como una estrategia efectiva para mejorar la sensibilidad y selectividad en la
deteccion de AFB1.
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La seguridad alimentaria es un tema de preocupacion creciente en todo el mundo,
ya que la presencia de contaminantes y micotoxinas en los alimentos puede tener
graves consecuencias para la salud humana. Las micotoxinas son metabolitos
secundarios toxicos de bajo peso molecular producidos por diferentes tipos de
hongos a través de un proceso llamado esporulacién cuando existen condiciones

ideales de temperatura y humedad (Trombete et al., 2013).

Las aflatoxinas son micotoxinas producidas por los hongos Aspergillus flavus (del
tipo B1y B2) y Aspergillus parasiticus (del tipo B1, B2, G1 y G2); estos hongos son
considerados termotolerantes y microterofilicos (Bogantes et al., 2004). Todas las
aflatoxinas son reconocidas por el Centro Internacional de Investigaciones sobre el
Cancer (IARC por sus siglas en inglés) como agentes hepatotdxicos y cancerigenos
para los humanos (grupo 1A). La aflatoxina B1 (AFB1) se estudia ampliamente
debido a que tiene la mayor actividad carcinogénica, pues las enzimas del citocromo
en el higado pueden metabolizar la AFB1 en un epoxido que puede unirse a
proteinas y causar aflatoxicosis, o unirse al ADN e inducir carcinoma hepatocelular.
Por lo tanto, su determinacién y control son esenciales para garantizar la calidad y

seguridad de los alimentos que se consumen diariamente (Wu y Khlangwiset, 2010).

Existen diferentes metodologias para la cuantificacion de AFB1 que muestran alta
sensibilidad: métodos cromatograficos, inmunoquimicos y sensores especificos.
Por desgracia, estas técnicas requieren de una preparacién exhaustiva de la
muestra, instrumentos costosos, un tiempo de analisis considerable y utilizan

sustancias quimicas toxicas.

La busqueda de métodos mas sostenibles y respetuosos con el medio ambiente ha
llevado al desarrollo de enfoques electroquimicos verdes que buscan minimizar el
uso de sustancias quimicas téxicas y reducir los desechos generados durante el
analisis. En este sentido, las metodologias electroquimicas son ideales para la
cuantificacion de trazas y ofrecen ventajas como una alta sensibilidad, selectividad
y rapidez en el andlisis. Las técnicas voltamperométricas son métodos

electroquimicos basados en medir la corriente eléctrica entre dos electrodos a
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través de un electrolito cuando se varia el potencial eléctrico aplicado (Kounaves,
1997).

Los EPC son ampliamente utilizados debido a que permiten la incorporacion de
materiales modificantes de una manera sencilla, mejorando asi las propiedades
electroquimicas del sensor. Aunado a esto, incorporar un MOF aporta una alta area
superficial, lo que lo convierte en un material con sitios activos especificos para la
deteccion de analitos. A diferencia de los sensores enzimaticos, los EPC son mas

estables y menos sensibles a las condiciones ambientales.

En este trabajo se presenta el desarrollo de una metodologia voltamperométrica en
medio acuoso para la determinacion y cuantificacion de AFB1 por
cronoamperometria seguida de voltamperometria diferencial de pulsos empleando

electrodos de pasta de carbono modificados con un MOF de cobre.
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CAPITULO 1. ANTECEDENTES,
JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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1.1 Antecedentes.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios téxicos de bajo peso molecular
producidos por diferentes tipos de hongos a través de un proceso llamado

esporulacion, cuando existen condiciones ideales de temperatura y humedad.

La contaminacién de alimentos por micotoxinas puede ocurrir tanto en la fase
agricola como en el almacenamiento y procesamiento. Representan un problema
de salud publica debido a su alta toxicidad y estabilidad a los procesos industriales
(Trombete et al., 2013).

Las micotoxinas fueron estudiadas por primera vez en 1960 debido a un brote de
enfermedades hepaticas en pavos en Inglaterra. Los investigadores asociaron este
hecho con la contaminacion de la harina de mani que se utilizaba para alimentar a
los pavos. Tiempo mas tarde, un caso similar se presentdé en Kenia causando la
muerte de varios patos, mientras que algunos criaderos en Estados Unidos y Europa

reportaron casos de carcinoma hepatocelular en truchas (Bogantes et al., 2004).
1.2 Aflatoxinas.
1.2.1 Generalidades.

Las aflatoxinas son micotoxinas producidas por los hongos Aspergillus flavus (tipo
B1 y B2) y Aspergillus parasiticus (tipo B1, B2, G1 y G2); estos hongos son

considerados termotolerantes y microterofilicos (Bogantes et al., 2004).

Las temperaturas de crecimiento minima, éptima y maxima para Aspergillus flavus
son 6-8 °C, 36-38 °C y 44-46 °C, respectivamente. Por otro lado, para que se
produzcan las aflatoxinas, las temperaturas minima, 6ptima y maxima son 12 °C,
27-30 °C y 40-42 °C, respectivamente.

1.2.2 Propiedades fisicas y quimicas.

Las aflatoxinas B y G derivan de productos agricolas mientras que las aflatoxinas M
son aquellas encontradas en la leche de mamiferos después de metabolizar las
toxinas anteriores en su higado; normalmente entre el 0.3 y 6.2% de AFB1
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consumida se metaboliza en AFM1 (Abrehame et al., 2023). Las aflatoxinas B1 y

B2 emiten fluorescencia azul y las aflatoxinas G1 y G2 emiten fluorescencia de color

verde bajo luz UV a 365 nm. La AFB1 pura es cristalina, de color blanco palido a

amarillo, inodora y soluble en disolventes organicos como cloroformo, metanol,

acetonitrilo y acetona (tabla 1) (Mousavi Khaneghah et al., 2018).

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de las aflatoxinas.

Aflatoxina

B1

B2

G1

G2

Féormula

molecular

C1e6H1208

C17H140e6

C17H1207

C17H1407

Peso

312

314

328

330

Punto de Estructura

molecular fusion

(°C)

268-269

286-289

244-246

237-240
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Aflatoxina Formula Peso Punto de Estructura

molecular molecular fusion

(°C)
M1 C17H1207 328 299
M2 C17H1407 330 293

1.2.3 Toxicidad e importancia.

La toxicidad se refiere al nivel en que una sustancia resulta dafina o capa de
provocar una lesion. Esta caracteristica esta influenciada por factores como la dosis,
el tiempo y la via de exposicion, ademas de la forma, la estructura quimica de la

sustancia y las particularidades de cada individuo (ATSDR, 2019).

Las aflatoxinas son consideradas potenciales agentes cancerigenos naturales y son
reconocidas por la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer como
agentes hepatotdxicos y cancerigenos para los humanos (grupo 1A), capaz de
inducir cancer de higado, cirrosis hepatica y reducir la resistencia inmune, causando
brotes de hepatitis tipo B. Ademas, la exposicién a las aflatoxinas también se asocia

con trastornos en el crecimiento de los nifios (Wu y Khlangwiset, 2010).

La AFB1 es ampliamente estudiada debido a que tiene la mayor actividad
carcinogeénica. Las enzimas del citocromo en el higado pueden metabolizar la AFB1
en un epoxido, que puede unirse a proteinas y causar toxicidad aguda
(aflatoxicosis), o se une al ADN e induce carcinoma hepatocelular que es una forma

de cancer de higado. La aflatoxicosis se asocia con dosis extremadamente altas de
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AFB1, mientras que el carcinoma hepatocelular es el resultado de la exposicion
cronica y se presenta con mayor frecuencia en personas con hepatitis tipo B (Wu y
Khlangwiset, 2010).

1.2.4 Limites maximos permisibles de aflatoxinas.

Los limites para el contenido de aflatoxinas estan muy cerca de los limites de
deteccion de las metodologias analiticas debido a que se sabe que no existe nivel
inocuo para el ser humano, de tal modo que la norma de la FDA dicta que el limite
maximo permisible (LMP) en alimentos es de 20 pg/kg de aflatoxinas totales. De
manera general, el LMP de aflatoxinas totales en el trigo para consumo humano
corresponde a 5 pg/kg en paises como Turquia, Chile, Brasil y la Unidén Europea,
mientras que el valor mas alto es de 30 ug/kg y corresponde a India (Bogantes et
al., 2004; Trombete et al., 2013). En México la NOM-188-SSA1-2002 dicta que los
cereales no deben exceder de 20 pg/kg de aflatoxinas totales (Secretaria de
Gobernacion, 2002).

1.2.5 Estabilidad y persistencia.

Las aflatoxinas son muy estables a temperaturas superiores a 100 °C, por lo que
los procesos de pasteurizacion, tostado y horneado no son capaces de lograr la
descomposicidn de estas micotoxinas en los alimentos (Mousavi Khaneghah et al.,
2018).

Se han realizado diversos estudios en los que se han aislado aflatoxinas en leche y
productos lacteos, cereales, café, frutas secas como higos y pasas, diferentes

especias, cacahuates, almendras, pistaches y nueces (Abrehame et al., 2023).
1.3 Técnicas analiticas oficiales para cuantificar aflatoxina B1.

Para llevar a cabo la deteccion y cuantificacion de aflatoxinas en alimentos es
necesario implementar una metodologia de extraccién eficiente que se
complemente con una técnica de limpieza. Las aflatoxinas son solubles en solventes

préticos polares como metanol, acetona, cloroformo y acetonitrilo. Por lo tanto, en
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el proceso de extraccidbn se emplean estos solventes mezclados con agua en

diferentes proporciones (Wacoo et al., 2014).
1.3.1 Métodos cromatograficos.
1. Cromatografia en capa fina (TLC).

La TLC es una de las técnicas de separacion mas empleadas en el analisis de
aflatoxinas, pues se utiliza en laboratorios de todo el mundo para el analisis y control
de calidad de alimentos. Esta técnica consiste en una fase estacionaria de silice,
alumina o celulosa inmovilizada en un material inerte llamado matriz, que puede
estar hecho de vidrio o plastico. La fase moévil empleada es una mezcla de metanol,

acetonitrilo y agua.

La TCL tiene excelente sensibilidad, se ha utilizado en el analisis de aflatoxinas
reportando niveles de 1-20 ppb. A pesar de que esta técnica puede detectar varios
tipos de micotoxinas en una sola muestra, carece de precision debido a los errores
que pueden cometerse durante la aplicacion de la muestra y el revelado e

interpretacion de la placa (Wacoo et al., 2014; Espinosa et al., 2011).
2. Cromatografia liquida (LC).

La LC ofrece buena sensibilidad, versatilidad y condiciones de ionizacién suaves
que posibilita determinar la masa molecular de moléculas biolégicas sin alterar su
estructura. Esta técnica suele acoplarse a detectores de fluorescencia (FLD),
absorcién UV y deteccidn amperométrica con derivatizacion pre o postcolumna. Los
procesos de extraccion de aflatoxinas previo al analisis por LC consisten en la
extraccion en fase sdlida (SPE) usando diferentes materiales absorbentes

(Espinosa et al., 2011).
3. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

La HPLC es la técnica mas popular en la separacion y determinacion de compuestos
organicos. Esta técnica utiliza una fase estacionada dentro de un tubo de vidrio o
plastico y una fase mévil que es un disolvente organico y que fluye a través del

adsorbente sdlido.
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En el caso de las aflatoxinas, se pueden utilizar detectores programables, como el
detector fluorescente (FLC), el detector ultravioleta (UV) o el detector de arreglo de
diodos (DAD). Las aflatoxinas generalmente se separan y determinan por HPLC de
fase inversa. Se han informado limites de deteccion bajos que rondan 0.1 ng/kg,
aunque una desventaja de usar HPLC es la necesidad de purificar la muestra
empleando columnas de inmunoafinidad, ademas del uso de solventes organicos
no amigables con el medio ambiente. En ocasiones es necesaria la derivatizacion
quimica cuando se desea analizar aflatoxina B1 y G1 con el objetivo de mejorar la
sensibilidad, ya que la fluorescencia natural de estas especies no es lo
suficientemente alta para alcanzar el limite de deteccion requerido con el FLC. Las
reacciones de derivatizacion de aflatoxinas pueden llevarse a cabo con acido

trifluoroacético, radiacién UV o halégenos como bromo o yodo.

En HPLC puede acoplarse a un espectrometro de masas para evitar procesos de
derivatizacion, aunque dicha modificacion aumenta el volumen y costo del analisis
(Wacoo et al., 2014).

4. Cromatografia de gases (GC).

En la GC la fase movil es un gas portador y la fase estacionaria consta de particulas
solidas inertes que se recubren con una capa de liquido que estan contenidas en
un tubo largo de acero inoxidable o vidrio llamado columna, dicho tubo se mantiene

a una temperatura adecuada durante el analisis.

Cuando se logra la separacion, la deteccion de los productos se lleva a cabo
empleando un detector de ionizacion de flama (FID) o un detector de captura de
electrones (ECD) y un espectrometro de masas (MS). Cabe destacar que, debido a
su naturaleza no volatil, las aflatoxinas requieren de un proceso de derivatizacion

quimica para ser detectadas (Wacoo et al., 2014).
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1.3.2 Métodos espectroscopicos.
1. Espectrometria de fluorescencia.

La fluorescencia permite la caracterizacién y analisis de moléculas que emiten
energia en longitudes de onda especificas, esto ha facilitado el analisis de
aflatoxinas en granos y mani. Todas las aflatoxinas tienen el maximo de absorcién
alrededor de los 360 nm, pero la emision (fluorescencia) de la AFB1 ocurre

aproximadamente en 425 nm (Wacoo et al., 2014; Espinosa et al., 2011).

Esta metodologia permite cuantificar aflatoxinas de 5 a 5000 ug/kg en menos de 5
minutos, aunque en ocasiones es necesaria la derivatizacion quimica para mejorar
la fluorescencia de las especies quimicas. El limite de deteccion es un poco mayor
a 4 ug/kg, por lo que no cumple con el estandar europeo y no se analizan muestras

que se exportan a ese continente (Wacoo et al., 2014).
2. Espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR).

La espectroscopia infrarroja se basa en las vibraciones moleculares tras la
irradiacion con radiacién infrarroja, basicamente consiste en medir la absorbancia
de la muestra cuando se expone a un rayo de luz cuya longitud de onda varia en el
rango del infrarrojo cercano. Esta técnica no destructiva posee ventajas como una
operacion rapida y facil, exactitud y precision; asi como la posibilidad de determinar

parametros fisicoquimicos a partir del espectro obtenido.

En 2009 Tripathi y Mishra cuantificaron AFB1 en chile en polvo. Se tomaron lecturas
en el rango de 6900.3-4998.8 cm™' y 4902.3-3999.8 cm', excluyendo las bandas
de absorcion caracteristicas del agua entre 5155 y 7000 cm™' (Wacoo et al., 2014;

Espinosa et al., 2011).
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1.3.3 Métodos inmunoquimicos.
1. Radioinmunoensayo (RIA).

El radioinmunoensayo se basa en el principio de unidon competitiva entre un
antigeno marcado radiactivamente y un antigeno no radiactivo; el marcado compite

con el no radiactivo por un numero fijo de anticuerpos.

Langone y van Vunakis reportaron el uso de esta técnica en fase sdlida para la
determinacion de AFB1 en mani logrando un limite de deteccion de 1 pg/kg. La
principal ventaja del RIA es la capacidad de realizar analisis simultaneos con altos

niveles de sensibilidad y selectividad.

Existen desventajas que limitan el uso del RIA, por ejemplo: requiere de un antigeno
en estado puro, se usa un isétopo radiactivo como marcador que puede provocar
problemas de salud y tiene problemas asociados con el almacenamiento y la

eliminacion de los desechos (Wacoo et al., 2014).
2. Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

A raiz de los peligros para la salud relacionados con el uso del RIA, se optd por
buscar una técnica mas segura reemplazando la sefial radiactiva por una que no lo

fuera, logrando marcar los antigenos con enzimas en lugar de isétopos.

El principio de los inmunoensayos enzimaticos es el mismo que el de otros métodos
inmunoquimicos; se basan en la especificidad de los anticuerpos por los antigenos
y la sensibilidad del ensayo aumenta marcando los anticuerpos con una enzima que

pueda analizarse de manera sencilla usando sustratos especificos.

La técnica ELISA se utiliza en la deteccion de aflatoxinas empleando varios kits
disponibles en el mercado, en donde la mayoria de estos kits utilizan las enzimas
peroxidasa de rabano picante (HRP) y fosfatasa alcalina (AP) como especies

marcadoras.

A pesar de que ELISA es considerada una técnica lenta porque requiere multiples

pasos de lavado, posee varias ventajas que la hacen atractiva: la prueba se puede
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realizar en plataformas de ensayo de 96 pozos para analizar varias muestras de
forma simultanea, los kits ELISA son accesibles y asequibles y no existen peligros

para la salud al utilizar enzimas como marcadores (Wacoo et al., 2014).
3. Dispositivos de flujo lateral (Immunodipsticks).

Las tiras reactivas inmunes (immunodipsticks) son ensayos inmunocromatograficos.
El principio de los dispositivos de flujo lateral se basa en usar recciones de antigeno-
anticuerpo altamente sensibles y selectivas para una deteccion rapida del analito de
interés. Estos dispositivos se conforman de una membrana porosa para asegurar el
flujo, una almohadilla de muestra que favorece el contacto entre la muestra liquida

y la membrana, y un respaldo rigido que sirve como soporte para el dispositivo.

Los dispositivos de flujo lateral pueden usarse facilmente y detectan rapidamente
aflatoxinas in situ, se han observado tiempos de analisis de 10-12 minutos con
limites de deteccion dentro del marco establecido por la Comision Europea (CE).
Delmulle y colaboradores desarrollaron un dispositivo de flujo lateral para la
deteccidon de AFB1 con un tiempo de analisis de 5 minutos y un limite de deteccion
de 5 pg/kg. Por otro lado, Ho y Wauchope desarrollaron un método
inmunocromatografico basado en la competencia entre liposomas, el analisis para

AFB1 demoraba menos de 12 minutos y detectaba 18 ng (Wacoo et al., 2014).
4. Inmunosensores.

Los inmunosensores son biosensores que utilizan un antigeno o anticuerpo como
componente de reconocimiento biolégico acoplado a un transductor de sefal como
el grafito, el oro y el carbono. Se pueden clasificar de acuerdo con el tipo de

transductor utilizado.
» Microbalanzas piezoeléctricas de cristal de cuarzo (QCMs).

Se emplean en la deteccidn directa de antigenos. El cristal de cuarzo piezoeléctrico
se basa en los cambios de masa en la superficie del electrodo cuando un antigeno
interactua con un anticuerpo afin inmovilizado en la superficie del cristal de cuarzo.

Como el cambio de masa es proporcional a la concentracion del complejo antigeno-
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anticuerpo, el método permite la deteccion y posterior cuantificacién del complejo

inmune.

Se ha empleado satisfactoriamente en la deteccion de AFB1 en diferentes
condiciones experimentales, aunque su uso puede ser un desafio debido al tamafo
tan pequefo de las micotoxinas. Por ejemplo, Spinella et al. recubrieron ambos
lados del sensor QCM con electrodos de oro y se llevo a cabo la deteccion mediante
la inmovilizacion del anticuerpo DSP-anti-AFLAB1; el sensor detectd
concentraciones en el rango de 0.5 a 10 ppb. Por otro lado, Jin et al. desarrollaron
un sensor QCM utilizado en muestras de leche contaminadas artificialmente en un

rango de concentracion de 0.01 a 10 ng/mL (Wacoo et al., 2014).
* |nmunosensores opticos.

La resonancia de plasmones superficiales (SPR) es uno de los Inmunosensores
opticos desarrollados para el analisis de aflatoxinas. La SPR se fundamenta en la
medicion de los cambios en el indice de refraccidn que se producen por la union del
analito a su socio bioespecifico inmovilizado en la superficie del sensor (Wacoo et
al., 2014).

* |nmunosensores electroquimicos.

Los Inmunosensores electroquimicos son dispositivos que utilizan anticuerpos
incorporados en una capa de biorreconocimiento para producir sefiales
electroactivas detectables por transductores que generan sehales medibles. La
senal se genera en forma de potencial cuando los iones se unen a la membrana de
deteccidén, posteriormente se mide la diferencia de potencial recordando que existe

una relacion logaritmica entre la diferencia de potencial y la concentracion.

La medicion de la sefial electroquimica también puede llevarse a cabo por medio de
técnicas como voltamperometria de pulso diferencial, voltamperometria ciclica,
cronoamperometria, espectroscopia de impedancia electroquimica o0

voltamperometria de barrido lineal.
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La mayoria de inmunosensores electroquimicos usados en el analisis de aflatoxinas
implican la inmovilizacion de anticuerpos en la superficie del electrodo.
Generalmente se usan enzimas como componente biolégico activo para generar
sefales, pero Masoomi et al. desarroll6 un sensor no enzimatico mediante la
modificacion de electrodos de carbdn vitreo con quitosano, nanoparticulas de Au,
antiaflatoxina B1 y un nucleo magnético de Fes3Os con una cubierta de oro
funcionalizada con un compuesto organico y marcada con AFB1. Masoomi logré un

rango de deteccion de 0.6 a 110 ng/mL y un limite de deteccion de 0.2 ng/mL.

Siguiendo la ruta de los inmunosensores electroquimicos no enzimaticos, Linting et
al. desarrollaron otro sensor mediante la modificacién de un electrodo de oro al cual
se le realizd la electrodeposicion de oxido de grafeno y nanoparticulas de Au,
alcanzando un intervalo de deteccion de 0.32 a 3.2 pmol y un limite de deteccion de
1 fmol (Wacoo et al., 2014).

1.4 Técnicas electroquimicas para cuantificar aflatoxina B1.

Las técnicas voltamperométricas son meétodos electroquimicos que se basan en
medir la corriente eléctrica entre dos electrodos a través de un electrolito cuando se
varia el potencial eléctrico aplicado. El grafico que resulta de estas mediciones es
conocido como voltamperograma y muestra la relacion entre potencial aplicado a la

celda y la corriente eléctrica medida.

Todas las técnicas voltamperométricas involucran la aplicacion de un potencial (E)
a un electrodo y el monitoreo de la corriente resultante (i) que fluye a través de las
celdas electroquimicas. En algunos casos se varia el potencial aplicado o se

controla la corriente durante un periodo de tiempo (t).

Estas técnicas se consideran como activas porque el potencial aplicado ejerce un
cambio en la concentracién de una especie electroactiva en la superficie de un
electrodo al reducirla u oxidarla electroquimicamente. Entre las ventajas de las
diferentes técnicas voltamperométricas destaca su alta sensibilidad con un rango
de concentracion lineal de 10'2 a 10" M, una gran cantidad de solventes y
electrolitos, un amplio rango de temperaturas, tiempos de analisis cortos,
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determinacion simultanea de varios analitos y capacidad de determinar parametros

cinéticos.

La corriente es una medida cuantitativa de qué tan rapido se reduce u oxida una
especie en la superficie del electrodo. El valor real de la corriente puede verse
afectado por la concentracion de las especies redox, el area electroactiva, la forma

y el material del electrodo, y la resistencia de la solucion

El arreglo experimental de un sistema moderno para voltamperometria involucra un
potenciostato, una computadora y la celda electroquimica. El potenciostato se
encarga de aplicar un potencial conocido y monitorear la corriente, los mas
utilizados en la actualidad se ensamblan a partir de amplificadores operacionales
de circuito integrado discretos y otros mddulos digitales. Por otro lado, la celda
electroquimica consiste en un solvente que contiene el analito, un electrolito y tres

electrodos (Kounaves, 1997).
1.4.1 Celda electroquimica.

En las técnicas voltamperométricas se emplea una celda electroquimica (figura 1)
constituida por tres electrodos sumergidos en una disolucion conocida como

electrolito soporte que puede o no contener al analito.

Electrodo de
referencia

Electrodo de
trabajo

Contraelectrodo

Figura 1. Esquema tipico de una celda electroquimica.
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El material de la celda debe ser inerte y no electroactivo, pudiendo ser de vidrio,
teflon o polietilieno (Kounaves, 1997). Los electrodos que conforman una celda

electroquimica son los siguientes:
1. Electrodo de referencia.

En la mayoria de las mediciones electroquimicas, es fundamental mantener uno de
los electrodos a un potencial constante para asegurar la estabilidad y
reproducibilidad del sistema. Para lograr esto, se emplea el electrodo de referencia,

cuya funcion es proporcionar un potencial fijo y conocido.

El electrodo de hidrogeno es el estandar fundamental, pero es dificil de utilizar, por
lo que se prefieren los electrodos de referencia secundarios. Dichos electrodos
secundarios deben cumplir con las siguientes caracteristicas: debe proporcionar
una semirreaccion reversible que siga la ley de Nernst, debe ser quimica y
electroquimicamente reversible, el potencial debe permanecer casi constante

(electrodo no polarizable) y el coeficiente térmico de potencial debe ser pequefio.

De manera general, los electrodos secundarios son electrodos de segundo tipo, es
decir, electrodos metalicos acoplados a un equilibrio de solubilidad de una sal que
contenga dicho metal y una solucion electrolitica que contiene una concentracion
fija del anion de la sal metalica insoluble. Comunmente se utiliza el electrodo de
Ag/AgCl, sustituyendo asi el electrodo de calomel por su impacto ambiental (Scholz
et al., 2010; Kounaves, 1997).

2. Contraelectrodo.

Su funcidn principal es cerrar el circuito. No debe participar en la reaccion quimica,
por lo tanto, se selecciona un material quimicamente inerte, pero con area

superficial alta, como gasa de platino o grafito (Scholz et al., 2010).
3. Electrodo de trabajo.

El electrodo de trabajo es aquel donde, cuando se aplica un potencial eléctrico, se

produce una reaccién redox que genera corriente eléctrica que posteriormente
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puede ser medida y cuantificada. Los electrodos mas utilizados son los de disco, los

cuales pueden estar hechos de Pt, Au, grafito, carbdn vitreo, etc.
1.4.2 Voltamperometria ciclica (CV).

La voltamperometria ciclica es una técnica que se basa en variar el potencial
aplicado en un electrodo de trabajo tanto en direccion directa como inversa (a cierta
velocidad de barrido) mientras se monitorea la corriente (Kounaves, 1997). Los
parametros medidos en CV son el potencial de pico anddico y catédico, la corriente
de pico anddica y catddica y los potenciales de pico medio (Farghaly et al., 2014;
Riberi, 2019).

El sistema mas comun para llevar a cabo voltamperometria ciclica consiste en una
celda electroquimica con tres electrodos: contraelectrodo o electrodo auxiliar (AE),
electrodo de referencia (RE) y electrodo de trabajo (WE). Todos los electrodos se
sumergen en un medio comunmente electrolitico y se conectan a un potenciostato
que permite controlar la diferencia de potencial entre el electrodo de referencia y el
de trabajo con una minima interferencia (resistencia) (Scholz et al., 2010; Scholz,
2015).

La CV es ampliamente utilizada debido a que permite obtener informacion sobre el
comportamiento termodinamico de procesos redox, la cinética de reacciones de
transferencia electronica heterogénea y de procesos de adsorcion o reacciones
quimicas acopladas (Riberi, 2019). Puede aplicarse en el analisis de sdlidos y
soluciones, sistemas con y sin electrolito soporte agregado, emulsiones y
suspensiones, soluciones congeladas, polimeros, membranas y sistemas liquido-
liquido; asi como sistemas biolégicos como enzimas o cultivos de bacterias. Sin
embargo, una limitacion importante de este tipo de voltamperometria es la baja
resoluciéon respecto a la informacién estructural, por lo tanto, es recomendable

acoplar la CV con métodos espectroscopicos (Scholz et al., 2010).
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1.4.3 Cinética de reacciéon y proceso de transporte de materia en la

superficie del electrodo.

La voltamperometria ciclica es una técnica clave que permite de manera rapida
tener una idea de la cinética de las reacciones electroquimicas que ocurren en la
superficie del electrodo de trabajo. De esta forma, un proceso rapido no estara
controlado por la transferencia de carga (proceso reversible) y es facilmente
identificable cuando los potenciales de pico no cambian al variar la velocidad de
barrido de potencial. Cuando el sistema esta controlado por la transferencia de
carga (proceso irreversible o quasirreversible), el potencial de pico se desplazara al

variar la velocidad de barrido.
1.4.3.1 El fenémeno de difusion y la ecuaciéon de Randles-Sevcik.

Para un proceso electroquimico donde el transporte de materia es sélo difusional,
la raiz cuadrada de la velocidad de barrido es directamente proporcional a las
intensidades de corriente de pico (Riberi, 2019), presentando un comportamiento
lineal al ser graficadas. Este comportamiento se fundamenta en la ecuacién de

Randles-Sevcik (ecuacién 1):
ip = (2.69 x 10%)n¥?ADg *Cyv'/? Ecuacién 1

donde ip es la corriente de pico, n es el numero de electrones transferidos en la
reaccion, A es el area del electrodo, Do es el coeficiente de difusién, Co es la
concentracion de la especie electroactiva y v es la velocidad de barrido (Bard y
Faulkner, 2001).

La difusion puede definirse como el fendmeno en el que las particulas se mueven
de una region de mayor potencial electroquimico a una de menor potencial
electroquimico. En la electroquimica es crucial determinar que el movimiento de
materia es sélo difusional y no esta influenciado por otros tipos de transporte como

la migracién o la conveccion.
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Cuando un sistema electroquimico es controlado por difusion, el grafico de la
intensidad de corriente vs la raiz cuadrada de la velocidad de barrido debe mostrar

una tendencia lineal.
1.4.3.2 Adsorcién en procesos electroquimicos.

La adsorcién es el fendmeno por el cual las moléculas o iones del electrolito soporte
se adhieren a la superficie del electrodo de trabajo. En ocasiones, la adsorcion de
la especie electroactiva en la superficie del electrodo resulta un paso determinante
para su transformacioén; en este caso se espera una relacién proporcional lineal

entre la corriente de pico y la velocidad de barrido.

Para evaluar la importancia de la adsorcién en un proceso electroquimico, se evalua
la relacion lineal entre el log de la intensidad de corriente y el log de la velocidad de
barrido. Asi, cuando una reaccion es esta regida solo por la difusiéon de la especie
electroactiva hacia la superficie del electrodo, se tendra una pendiente de 0.5
(ecuacion 1); mientras que cuando el proceso de adsorcion se hace el mas
importante, la pendiente tomara el valor de 1. Para valores intermedios, se tendra
que ambos, difusién y adsorcion, son determinantes, aunque dependiendo su
tendencia (hacia 0.5 o0 a 1) se pude decir que uno de los dos es mas importante que

el otro.
1.4.4 Voltamperometria diferencial de pulsos (DPV).

Las técnicas voltamperométricas de pulso se caracterizan por una sucesion de
pasos de potencial y sus limites de deteccién rondan valores de 107 M, por lo que
son ampliamente utilizadas en el analisis cuantitativo de trazas (Escarpa et al.,
2015).

En la DPV cada pulso de potencial es fijo, de pequefia amplitud (10-100 mV), y se
superpone a un potencial base que cambia lentamente. Consiste en aplicar un pulso
de voltaje y se mide la corriente resultante, posteriormente el voltaje regresa a su
valor inicial y se vuelve a medir la corriente resultante (Farghaly et al., 2014;
Kounaves, 1997)

33



Una ventaja importante de la DPV es que permite distinguir corrientes faradaicas de
las no faradaicas, esto es util cuando se analizan varias especies simultaneamente

porque incrementa la sensibilidad (Hernandez, 2017).
1.5 Electrodos de pasta de carbono.

Los electrodos de pasta de carbono consisten en una mezcla preparada a partir de
polvo de grafito y un aglutinante que sea inmiscible en agua y no conductor. Los
EPC tienen una amplia aplicacién debido a su bajo costo y posibilidad de
miniaturizacién, facil preparacion y renovacion de su superficie y facilidad de
incorporar diferentes sustancias quimicas para modificar la mezcla y otorgarle
propiedades fisicoquimicas que determinen su comportamiento frente a diferentes

analitos (Nossol y Zarbin, 2008).

Las partes elementales de un EPC constan de una superficie de contacto renovable,
un tubo de polipropileno en donde se empaqueta la mezcla de grafito y aglutinante

(aceite mineral) y un contacto (figura 2).

Mezcla homogénea de

Superficie de

grafito y aceite mineral
/ contacto renovable
Contacto de
cobre
Tubo de ,

polipropileno

Figura 2. Partes de un electrodo de pasta de carbono.

1.6 Sensores electroquimicos.

Un sensor quimico esta constituido por un receptor y un transductor. El receptor es
la parte del sensor que interactua directamente con el analito para obtener una
sefal, la cual no siempre es directamente interpretable, por lo que el transductor

convierte esa sefial en una respuesta legible y cuantificable. En la actualidad, los
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sensores electroquimicos son ampliamente utilizados debido a su alta sensibilidad,
bajo costo de fabricacién y capacidad de detectar concentraciones extremadamente

bajas de analitos, llegando hasta el rango de picomolar.

Estos sensores se basan en la medicidon de propiedades eléctricas que cambian en
presencia del analito, tales como el potencial eléctrico, la corriente o la
conductancia. Pueden clasificarse en sensores potenciométricos amperomeétricos y

conductimétricos (Baranwal et al., 2022).
1.6.1 Biosensores utilizados en la determinacién de AFB1.

Evtugyn y colaboradores disefiaron un aptasensor electroquimico basado en un
electrodo de carbon vitreo modificado con el colorante rojo neutro
electropolimerizado y ligantes de policarboxilato, a través de los cuales se formé un
enlace covalente con los aptameros de ADN para llevar a cabo la deteccion de
AFB1. Este sensor fue estudiado mediante CV y espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS) obteniendo limites de deteccion de 0.1 y 0.05 nM,

respectivamente (Beitollahi, 2020).

Los biosensores son altamente selectivos, pero presentan ciertas desventajas
debido a que emplean materiales bioloégicos como enzimas y anticuerpos. Entre las
limitaciones se encuentran la estabilidad del material biolégico frente a las
condiciones ambientales (temperatura, pH, humedad, entre otros), los costos

elevados de produccion y la pérdida de actividad bioldgica.
1.6.2 Electrodos de pasta de carbono modificados.

Los EPC modificados consisten en una mezcla de grafito, aglutinante y modificante;
la cantidad del modificante en la mezcla oscila entre el 10 y 30% (Svancara et al.,
2001). La razon principal para modificar este tipo de electrodos es obtener un sensor
con propiedades predefinidas. Se han empleado diversos materiales para la

modificacién de EPC (tabla 2), entre los que se encuentran:

e Nanotubos de carbono (CNTs) y 6xido de grafeno reducido (rGO).

e Oxidos metdlicos.
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¢ Nanoparticulas metalicas.

e Estructuras MOF.

e Polimeros de impresién molecular (MIPs).

Tabla 2. EPC modificados.

Modificante Molécula Sensibilidad LOD Referencia
analizada
Ta20s5 Acido urico - 0.5937x10% (Rajendrachari
M et al., 2023)
MOF Ce-BTC | Ketoconazol 0.1342 yAuM-' 0.04 uM (Tajik et al.,
2023)
Fe-MOF/g- Arsénico 4.24pApg'L  0.013 pgL'  (Ramezani et
CsNs (As®) al., 2024)
TAB Mercurio - 8.8 nM (Yang, 2024)
(Hg**)
Fes0s-NPs Molnupiravir 4591yAmM- 0.05MuM (Vural et al.,
cm2 2023)
V205 Paracetamol  1.93yApMcm™2 0.06 uM (Nagles et al.,
2024)
GQD/CuCo0204 Dopamina 33.0 mMAmM-' 0.004 uM (Madadi et al.,
2025)
[CA(TMPP)] BPA - 13.5 pM (Jemmeli et
al., 2020)
Cu-MOF Glucosa - 0.1 uM (Wu et al.,
2020)
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1.6.3 Sensores no enzimaticos utilizados en la determinacion de AFB1.

Los sensores no enzimaticos destacan por su mayor estabilidad y vida util, ademas
de operar en condiciones extremas de pH y temperatura, en comparacion a los
biosensores. Estos sensores emplean nanomateriales o polimeros conductores

para mejorar la sensibilidad y selectividad en la deteccion del analito.

En 2019 Jahangiri-Dehaghani y colaboradores desarrollaron un sensor
electroquimico para la determinacion de AFM1 mediante EIS basado en
nanoparticulas de platino en un electrodo de carbén vitreo modificado con MOF
MIL-101(Fe), obteniendo un rango lineal de 0.01 a 80 ng/mL y un limite de deteccién
de 0.002 ng/mL (Jahangiri-Dehaghani et al., 2020)

En 2021 Hernandez-Hernandez y colaboradores emplearon voltamperometria
diferencial de pulsos para la cuantificacion de AFB1 basada en electrodos de carbdn
vitreo modificados con una pelicula de bismuto obteniendo limites de deteccién y
cuantificacion de 11.2 ng/L y 37.3 ng/L, respectivamente (Hernandez-Hernandez et
al., 2021)

Recientemente Franco-Guzman y colaboradores llevaron a cabo la determinacion
directa de AFB1 mediante voltamperometria de onda cuadrada utilizando un
electrodo de carbdn vitreo modificado con una pelicula de bismuto y nanoparticulas
de oro, mostrando un intervalo lineal de 19.01 a 100 ng/L, limite de deteccion de
5.71 ng/L y sensibilidad de 0.033 pAng/L (Franco-Guzman et al., 2024).

Por otro lado, Hernandez-Garcia y colaboradores desarrollaron un sensor
electroquimico basado en un polimero de impresién molecular (MIP) y electrodo de
pasta de carbono para la determinacion voltamperométrica de AFB1. Dicho sensor
presento una respuesta lineal en el rango de 20.8 a 80 ng/L y un limite de deteccion
de 2.31 ng/L, y fue probado en muestras de maiz y trigo detectando AFB1 en
concentraciones de 0.0147 y 0.0138 ug/L, respectivamente (Hernandez-Garcia et
al., 2024).

37



1.6.4 Estructuras MOF como modificante.

Los armazones metal-organicos, también conocidos como polimeros de
coordinaciéon porosos, son redes de coordinacién poliméricas que se forman
mediante sintesis reticular a partir de ligantes organicos y nodos inorganicos que
forman redes 2D o 3D. Los ligantes son aquellas moléculas organicas que tienen
grupos funcionales adecuados para enlazarse a atomos metalicos, mientras que los

nodos son la parte metalica de la estructura y pueden ser atomos o cumulos.

Omar Yaghi es considerado pionero dentro de la quimica reticular por separar el
término “polimeros de coordinacion” de las estructuras metal-organicas. En 1999 su
grupo de investigacién logro sintetizar y caracterizar el primer MOF conocido como

MOF-5 que estaba compuesto por cobre y ligantes de acido tereftalico.

Los arreglos tridimensionales hacen posible que los MOF sean materiales altamente
porosos, pues tienen cavidades vacias en la red cristalina con diametros de 3 a 20
Ay su area superficial es mayor a 7000 m?/g. Los MOF también tienen volumenes
de espacio vacio grandes y bajas densidades, lo que favorece obtener estructuras

sélidas con una relacion superficie-peso y robustez alta (Villegas et al., 2021).

La sintesis de MOFs esta relacionada con factores como el tiempo y la temperatura
de reaccion, el solvente utilizado y la naturaleza quimica de los ligantes organicos y
nodos inorganicos. Generalmente la sintesis se lleva a cabo en fase liquida
mezclando soluciones del ligante y la sal metalica eligiendo un solvente adecuado
considerando solubilidad y potencial redox y llevando la reaccién a reflujo. En la
actualidad se han desarrollado métodos de sintesis alternativos, entre los que
destacan los métodos mecanoquimicos, electroquimicos, microondas vy
sonoquimicos, pues son métodos econdmicos, rapidos y se obtienen productos con

menos impurezas (Raptopoulou, 2021).

Ademas de que este tipo de compuestos poseen alta estabilidad quimica y térmica,
es posible llevar a cabo un ajuste estructural controlado que permite funcionalizarlos
para que logren satisfacer necesidades especificas. Por tal motivo, los MOF son
especies prometedoras para el almacenaje de gases, procesos de
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separacion/purificaciéon, deteccion molecular, administracién de farmacos, sensores

quimicos y catalisis heterogénea (Villegas et al., 2021).
1.7 Justificacién.

La contaminacién de alimentos por aflatoxina B1 representa un gran riesgo para la
salud publica debido a su potencial carcinogénico y toxicidad. Por tal motivo, es de
vital importancia desarrollar metodologias eficientes y sensibles para la deteccién y

control de esta micotoxina con el fin de mejorar la seguridad alimentaria.

Se han reportado diferentes metodologias para la deteccion cuantitativa de AFB1
que muestran una alta sensibilidad, por desgracia, estas técnicas requieren una
preparacion extensa de la muestra, instrumentos costosos y consumen mucho
tiempo. En este sentido, las técnicas electroanaliticas ofrecen ventajas como una
alta sensibilidad, selectividad y rapidez en el analisis y son ideales para la

cuantificaciéon de trazas.

Se propone el uso de técnicas voltamperométricas en conjunto con un sensor
basado en un MOF (figura 3) para la cuantificacion de AFB1 en muestras de
alimentos. El MOF tiene alta porosidad, que se traduce en una alta capacidad de

adsorcion de analitos, brindando una mejora en la sensibilidad y selectividad de

85
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Figura 3. Estructura del MOF Cu-BTC.

sensores.
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Ademas, el transductor sera un electrodo de pasta de carbono que permite la
modificacion sencilla y no destructiva de su matriz. El uso de este tipo de electrodos
permite reducir el impacto ambiental, ya que se trata de un material renovable y de
bajo costo. De tal modo que, la implementacidon de esta metodologia no solo nos
permitira generar una deteccion precisa de AFB1, sino que también contribuira a la
proteccion del medio ambiente, pues en la medida de lo posible se reduce el uso de

reactivos toxicos y la generacion de residuos quimicos.
1.8 Objetivo general.

Desarrollo de una metodologia voltamperométrica verde en medio acuoso mediante
el uso de un MOF de cobre y electrodos de pasta de carbono para el analisis

cuantitativo de aflatoxina B1 en muestras de alimentos.
1.9 Objetivos especificos.

1. Preparar electrodos de pasta de carbono modificados con el MOF de cobre,
optimizando las proporciones de mezcla para maximizar la sefal
electroanalitica.

2. Optimizar el medio y la técnica voltamperométrica para obtener una sefal
electroanalitica 6ptima en el analisis cuantitativo de AFB1.

3. Caracterizar la metodologia propuesta a partir de parametros analiticos como
limites de deteccion y cuantificacion, sensibilidad, reproducibilidad y
selectividad.

4. Analizar el contenido de AFB1 en muestras reales.
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CAPITULO 2. MARCO
METODOLOGICO
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2.1 Reactivos.
Se emplearon reactivos quimicos comerciales de grado analitico.

La construccion de los electrodos de pasta de carbono se realizé mezclando grafito
en polvo (tamafo de particula de <20 pm), aceite mineral y benceno-1,3,5-
tricarboxilato de cobre (MOF Cu-BTC) como modificante. El electrolito soporte fue
preparado y ajustado con acido acético (pureza 299.7%), acido bérico (pureza
299.5%), acido fosférico (pureza 285%) e hidréxido de sodio (pureza 298%); la 5,7-
dimetoxicumarina (DMC) fue utilizada como analito dummie. Todos estos reactivos

fueron adquiridos en Sigma-Aldrich.

Para el pretratamiento de la muestra de arroz se empled metanol (pureza 99.9%)
marca J.T.Baker y para la muestra de leche se emple6 4cido nitrico (pureza 68-70%)
marca Meyer. El desarrollo experimental se llevo a cabo a temperatura ambiente

usando agua desionizada con una resistividad de 18.2 MQcm™".
2.2 Sistema electroquimico.

En los experimentos electroquimicos se usé un sistema de tres electrodos: Metrohm
Ag/AgCl saturado con KCI 3 M como electrodo de referencia, una barra de grafito
de alta pureza como contraelectrodo y un electrodo de pasta de carbono modificado

con el MOF Cu-BTC como electrodo de trabajo.

El electrolito soporte consistio en un buffer Britton-Robinson 0.1 M. Para la
optimizacion del medio de trabajo se ajusto el valor de pH en el intervalo de 4 a 8,

empleando una solucién de NaOH concentrada.

En las mediciones voltamperométricas se usa un potenciostato/galvanostato marca
Metrohm, modelo Autolab PGSTAT302N. Para medir el pH de las diferentes

soluciones se utilizdé un potencidmetro marca HANNA, modelo HI 4222.
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2.3 Preparacion del estandar de 5,7-dimetoxicumarina (DMC) en medio

acuoso.

Durante toda la metodologia se emple6 DMC en lugar de aflatoxina B1. La DMC
tiene un comportamiento electroquimico muy similar a la AFB1, ademas destaca su
morfologia y baja toxicidad que lo convierten en una excelente opcion para el

desarrollo seguro de la metodologia electroquimica (figura 4).

O

O

=

o) o) o/

5,7-dimetoxicumarina

O
Aflatoxina B1

Figura 4. Estructura molecular de AFB1 y DMC.

Se trabajé con un estandar de DMC 200 mgL-"! preparado con acetonitrilo (C2H3N),
realizando diluciones para obtener las concentraciones deseadas en las diferentes

etapas de la metodologia.

2.4 Preparacion del electrodo de pasta de carbono modificado con MOF Cu-
BTC.

El EPC modificado se preparé mezclando polvo de grafito y el MOF Cu-BTC con
aceite mineral como aglutinante (figura 5). La mezcla fue homogenizada de forma
manual hasta obtener una pasta, la cual se empaquetdé en un tubo de plastico
(jeringa de insulina) con un contacto de cobre en el extremo que sirvid para

conectarlo al potenciostato.
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Figura 5. Proceso de elaboracién del EPC modificado.

El EPC blanco se preparé de la misma manera que el EPC modificado, pero sin
incluir el MOF Cu-BTC (figura 6).

Figura 6. Proceso de elaboracién del EPC sin modificar.

Se empled voltamperometria ciclica en sentido anddico para evaluar los electrodos
construidos en un medio blanco y en presencia de AFB1, con una velocidad de
barrido de 100 mV/s, una ventana de potencial de -1200 a 1200 mV y a partir del

punto de corriente nula.
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2.5 Efecto de la composicién del electrodo.

Por medio de voltamperometria ciclica se evalué el efecto de la cantidad de MOF
en la pasta de carbono sobre la sefal de respuesta anddica en la superficie del
electrodo de trabajo. Se optimizd la proporcion de la mezcla para maximizar la sefal
electroanalitica entre un blanco y una solucién con 20 ugL-' de DMC (tabla 3), a una

velocidad de barrido de 100 mVs™" e imponiendo un pH= 7.

Se seleccionaron estas condiciones de entrada para garantizar que hubiera
suficiente tiempo para que ocurrieran los procesos electroquimicos, asi como para
estudiar el sensor a pH neutro simulando condiciones ambientales reales que

evitaran la degradacién quimica del material en pH extremos.

Tabla 3. Proporcion de grafito y MOF Cu-BTC.

Grafito (%) Cu-BTC (%)
100 0
93 7
90 10
85 15
80 20

La cantidad de aceite mineral cambiaba en virtud de obtener una mezcla con la
consistencia adecuada para el correcto empaquetamiento del electrodo.
En términos generales, por cada 0.3 g de mezcla grafito-MOF se requerian 3 o0 4

gotas de aceite mineral.
2.6 Efecto del pH del electrolito soporte.

Mediante la imposicion de un potencial eléctrico de -0.8 V durante 60 s seguida de
voltamperometria diferencial de pulsos se evalu6 el efecto del pH del electrolito
soporte empleando el buffer Britton-Robinson a una concentracion 0.1 M para
encontrar el pH en donde se maximiza la sefal electroanalitica respecto al proceso
de oxidacion de AFB1 en una solucién de DMC con 20 ugL-'. El valor de pH fue

ajustado con una solucion concentrada de NaOH en un intervalo de 4 a 8.
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2.7 Efecto del potencial impuesto.

Se evalud el efecto del potencial impuesto desde -1.5 V hasta -0.8 V con una
duraciéon de 60 s por experimento para maximizar la sefial electroanalitica sin que
se generaran burbujas en la superficie del electrodo del trabajo y contraelectrodo

debido a la reduccién del hidrégeno del agua.
2.8 Caracterizacion electroquimica de la DMC usando el EPC modificado.

Se analiz6 el comportamiento del electrodo de pasta de carbono modificado con el
MOF al 15% para visualizar la respuesta electroanalitica en presencia y ausencia
de DMC 3 pgL" a pH 7 imponiendo un potencial de -0.8 V durante 60 s seguido de
la DPV.

2.9 Estudio del area electroactiva del EPC blanco y modificado.

Se empled voltamperometria ciclica para calcular el area electroactiva del EPC
blanco y modificado. Para el EPC blanco se estudid la diferencia de intensidad de
corriente anodica en un intervalo de velocidad de barrido de 20 a 60 mVs™ en una
solucién de Ks[Fe(CN)s] (pureza 99%, Sigma-Aldrich) 0.1 M en KCI 1 M.

Para el EPC modificado se siguio la misma metodologia, pero ajustando la velocidad

de barrido en el intervalo de 20 a 40 mVs™'.

2.10 Estudio de los procesos de difusion y adsorcion sobre la superficie del

electrodo de trabajo.

La cinética de reaccion sobre la superficie del electrodo se evalué mediante la

ecuacion de Randles-Sevcik y la ecuacién de la adsorcion.

Empleando voltamperometria ciclica se estudiaron los procesos de difusion y
adsorcién sobre la superficie del electrodo de trabajo considerando la diferencia de
intensidad de corriente anddica en el proceso de oxidacion del Cu-BTC en presencia
de 3 ugL' de DMC con velocidad de barrido en un intervalo de 40 a 110 mVs-! en
buffer Britton-Robinson 0.1 M a pH 7.
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Con los datos obtenidos se realizaron dos graficos logaritmicos de la diferencia de
intensidad de corriente vs la velocidad de barrido y la raiz cuadrada de la velocidad
de barrido. En funciéon de la linealidad es posible conocer el tipo de proceso

electroquimico, ya que si es controlado por difusion sera b=0.5 o por adsorcién b=1.
2.11 Caracterizacion del método analitico.

La AFB1 es una molécula con grupos funcionales electroactivos, de tal modo que el
meétodo analitico consistio en imponer un potencial de -0.8 V para reducir a esta
molécula y posteriormente realizar una voltamperometria de pulso diferencial en el
rango de -0.8 V a 0.8 V para seguir la respuesta electroquimica de la oxidacion de
la DMC.

Se implementd un disefio de experimentos Box-Behnken considerando 4 variables
de la voltamperometria de pulso diferencial (tabla 4). Los experimentos de las

diferentes combinaciones se realizaron por triplicado (tabla 5).

Tabla 4. Variables del disefio de experimentos Box-Behnken.

Variable -1 0 +1
Paso (V) 0.003 0.020 0.037
Amplitud de modulacién 0.020 0.150 0.280
V)
Tiempo de modulacion (s) 0.001 0.050 0.090
Tiempo de intervalo (s) 0.050 0.350 0.650

Tabla 5. Combinaciones del disefio de experimentos Box-Behnken.

Experimento Paso Amplitud de Tiempo de Tiempo de
modulacion modulacion intervalo
1 0.02 0.28 0.05 0.05
2 0.02 0.15 0.01 0.65
3 0.02 0.15 0.05 0.35
4 0.003 0.15 0.05 0.65
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Experimento Paso Amplitud de Tiempo de Tiempo de

modulacién modulacién intervalo
5 0.02 0.02 0.05 0.65
6 0.003 0.15 0.09 0.35
7 0.037 0.28 0.05 0.35
8 0.037 0.02 0.05 0.35
9 0.02 0.02 0.09 0.35
10 0.02 0.15 0.09 0.05
1 0.02 0.15 0.05 0.35
12 0.02 0.02 0.01 0.35
13 0.037 0.15 0.05 0.05
14 0.02 0.02 0.05 0.05
15 0.037 0.15 0.01 0.35
16 0.02 0.28 0.05 0.65
17 0.003 0.15 0.05 0.05
18 0.02 0.28 0.09 0.35
19 0.02 0.15 0.01 0.05
20 0.037 0.15 0.09 0.35
21 0.02 0.15 0.09 0.65
22 0.003 0.28 0.05 0.35
23 0.02 0.28 0.01 0.35
24 0.037 0.15 0.05 0.65
25 0.02 0.15 0.05 0.35
26 0.003 0.15 0.01 0.35
27 0.003 0.02 0.05 0.35

2.12 Estudio de repetibilidad.

Para evaluar la repetibilidad, se construyé un EPC modificado con 15% de MOF y
se realizé la medicion de la senal electroanalitica 10 veces en una soluciéon de 6

pugL’ de DMC a pH 7. Se calculd la desviacién estandar y el porcentaje de
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desviacion estandar relativa (%DER), cuyo valor debe ser menor al 10% para

demostrar una buena precision en el sensor.
2.13 Estudio de reproducibilidad.

Para evaluar la reproducibilidad, se construyeron 5 EPC modificados con 15% de
MOF y se midio la sefal electroanalitica 5 veces para cada uno de ellos en una
solucién con 6 pgL™"' de DCM a pH 7. Se calculé la desviacion estandar y el
porcentaje de desviacion estandar relativa (%DER), cuyo valor debe ser menor al

10% para demostrar una buena confiabilidad del sensor.
2.14 Determinacion de los parametros analiticos.

Se estudié el efecto de la variaciéon de concentracion DMC con la metodologia
propuesta. Para la curva de calibracion se graficaron concentraciones crecientes de
estandares de DMC vs la intensidad de pico, en un intervalo de 0.8 a 4 ugL" e

incluyendo las barras de error del analisis por triplicado.
2.14.1 Determinacién de la sensibilidad analitica.

La sensibilidad analitica se determiné aplicando el analisis de minimos cuadrados

a la curva de calibracién, obteniendo la ecuacion de la linea recta descrita como:
Ecuacion 2
Ai (mA) = [m (mA pg~tL) = [AFB1](ugL")] + b
Se considera que la pendiente de la recta (m) es igual a la sensibilidad del método.

2.14.2 Determinacion del limite de deteccién (LOD) y limite de

cuantificacion (LOQ).

La determinacion del LOD y LOQ se realizé mediante el estudio estadistico de la

curva de calibracién construida usando la metodologia recomendada por la [UPAC.

El LOD se define como la concentracion minima de sustancia que puede ser

detectada con fiabilidad por el método. Se determind con la ecuacion 3.

49



Ecuacion 3

35
LOD = /¥
m

Donde Sxi es el error tipico de la curva de calibracion y m es la sensibilidad

(pendiente).

El LOQ se define como la concentracibn minima de sustancia que puede ser

cuantificada por el método. Se determiné con la ecuacién 4.
Ecuacion 4

108,y
LoQ = —2%
Q m

2.15 Analisis de muestras reales.

Se emplearon muestras de arroz y leche que fueron adquiridas en una tienda de
abarrotes de Mineral de la Reforma, Hidalgo, para la cuantificacion de AFB1 con el
método electroanalitico desarrollado. Previo al analisis, las muestras fueron
sometidas a un pretratamiento con la finalidad de disminuir los posibles

interferentes.
2.15.1 Arroz.

El pretratamiento de la muestra de arroz se basa en la NOM-247-SSA1-2008 con
algunas modificaciones (figura 7). En un vaso de precipitados de 250 mL se pesaron
25 g de arroz molido y se adicionaron 50 mL de solucion metanol-agua (80:20, v/v),
se dopod con 25 ppb de DMC y se mantuvo con agitacién constante por 25 minutos.

La mezcla se filtré y se almacend el filtrado para su posterior analisis.

Figura 7. Pretratamiento de la muestra de arroz.
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2.15.2 Leche.

La muestra de leche fue analizada siguiendo el procedimiento descrito en la NOM-
243-SSA1-2010 con algunas modificaciones (figura 8). En un vaso de precipitados
de 50 mL se adicionaron 5 mL de leche enteray 8 mL de HNO3 6 M, y se dop6 con
25 ppb de DMC. Se llevo a calentamiento con agitacion constante durante 4.5 horas
y posteriormente se dejo en reposo. El sobrenadante se llevo al aforo en un matraz

volumétrico de 25 mL y se almacend para su posterior analisis.

Figura 8. Pretratamiento de la muestra de leche.

2.16 Cuantificacion de AFB1 en muestras reales.

Se tomaron 100 pyL de cada muestra, se diluyeron en 10 mL con buffer Britton-
Robinson 0.1 M y se doparon con diferentes concentraciones de DMC, para ser

analizadas bajo la metodologia propuesta.

La cuantificacion de DMC en las muestras de arroz y leche se realiz6 mediante
calibracion directa, haciendo 3 repeticiones por cada muestra y obteniendo los

porcentajes de recuperacion con la ecuacion 5.
Ecuacion 5

Concentracion real
%R = ——(100)
Concentracion téorica
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y
DISCUSION
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3.1 Mecanismo de respuesta del método propuesto.

El EPC sin modificar no presenta ningun pico de oxidacion, por lo que se atribuye
que la sefial analitica corresponde a la oxidacion del cobre y no de la DMC (figura
9).

0.0015
0.0012 \/
0.0009
<
~0.0006
0.0003
0
-1 -0.5 0 0.5 1
E/V
—EPC DMC 3 ppb EPC Blanco

Figura 9. Voltamperogramas DPV para el EPC sin modificar en una solucién

3 ugL' de DMC a pH 7 con su respectivo blanco.

Mediante estudios computacionales se ha demostrado que la AFB1 tiene
interacciones moleculares con compuestos inorganicos de Ag*, Zn?* y Mg?
(Martinez et al., 2023). De tal modo que, se propone que el MOF Cu-BTC actua
como un material conductor y adsorbente debido a que la AFB1 tiene una
interaccién con el Cu?* de los sitios activos del MOF y permite la determinacion

indirecta analito.

Esta interaccion impide la oxidacion completa del cobre presente en la superficie
del electrodo de trabajo. De tal modo que, conforme aumenta la concentracion de
DMC, el area electroactiva disponible del MOF es cada vez menor, por lo que se

pasiva la sefial electroanalitica (tabla 6, figura 10).
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Tabla 6. Valores de intensidad de pico (ip) para el EPC modificado a diferentes

concentraciones de DMC.

[DMC] (ppb) ip (mA)
0 0.86472
1.5 0.41406
2 0.33648
0.0037
0.0034
0.0031
<
" 0.0028
0.0025
0.0022
1 08 06 -04 -02 0 02 04 06 08 1
E/V

— EPC MOF Blanco

EPC MOF DMC 1.5 ppb =——EPC MOF DMC 2 ppb

Figura 10. Voltamperogramas DPV para el EPC modificado en una solucién 1.5y

2 ugL' de DMC a pH 7 con su respectivo blanco.

3.2 Optimizacion del porcentaje de MOF Cu-BTC en electrodos de pasta de

carbono.

Se evalud por VC el efecto de la cantidad de MOF Cu-BTC en la pasta de carbono,
empleando una solucién de DMC 20 ugL"' en un buffer de fosfatos pH 7. Se

probaron los siguientes porcentajes de MOF: 0, 7, 10, 15y 20% (tabla 7).
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Tabla 7. Valores de intensidad de pico (ip) para los diferentes porcentajes de

modificante en el EPC.

%MOF en el EPC ip (mA) % DER (n=3)
7 0.116 417
10 0.142 2.46
15 0.157 2.28
20 0.109 0.07

Al comparar los voltamperograma obtenidos con los diferentes porcentajes de MOF,
se observa que un 15% presentd la mayor diferencia de intensidad de corriente

anddica respecto al blanco, en comparacién con las otras proporciones.

La proporcion de 15% fue seleccionada como la éptima. A porcentajes superiores,
la diferencia de intensidades de corriente anddica se ve disminuida debido a la

naturaleza semiconductora del MOF, disminuyendo la conductividad del electrodo.
3.3 Optimizacion del pH del electrolito soporte.

Se evalud el efecto del pH del electrolito soporte empleando el buffer Britton-
Robinson a una concentracion 0.1 M ajustado con una solucién concentrada de

NaOH en un intervalo de pH de 4 a 8 en presencia de 3 ugL~' de DMC.

En pH 8 se observé una respuesta menor del blanco en comparacion con el medio
dopado con DMC (figura 11, tabla 8), siendo contrario al fenédmeno de pasivacion
de la sefal electroquimica cuando se dopa con el analito; se propone que esto se
debe a la formacion de hidroxocomplejos de cobre (figura 12) a partir de pH 8, por
lo que se eligié pH 7 como el 6ptimo para llevar a cabo las siguientes etapas de la

metodologia.

95



Tabla 8. Valores de intensidad de pico (ip) obtenidos en soluciones 3 ugL-' de DMC
a pH 6, 7, 8 con sus respectivos blancos.

pH ip (mA) Aip (mA)

6 Blanco 0.14151 -0.01113
DMC 0.13038

7 Blanco 0.16812 -0.04003
DMC 0.12809

8 Blanco 0.15181 0.03465
DMC 0.18646

0.25

0.20
0.15
<
S
0.10
0.05
0.00
-1 0.8 0.6 0.4 0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
E/V
----- Blanco pH 6 =—DMC pH 6 ====-Blanco pH 7
——DMCpH7 -==-- Blanco pH 8 =———DMC pH 8

Figura 11. Voltamperogramas DPV obtenidos en soluciones 3 ugL-' de DMC a pH

6, 7, 8 con sus respectivos blancos.

56




Cu?* Cu(OH)*

Figura 12. Diagrama Lineal de Zonas de Predominio de Cu(ll) con "OH.

3.4 Optimizacion del potencial de la cronoamperometria.

Se evaluo el potencial impuesto previo a la corrida voltamperométrica en el intervalo
de -1.5 a -0.8 V durante 60 segundos con el objetivo de preconcentrar a la DMC en
la superficie del electrodo para incrementar la sensibilidad y disminuir los limites de

deteccion y cuantificacion.

En la mayoria de los potenciales se generaban burbujas en la superficie del
contraelectrodo y del electrodo del trabajo debido a la reduccion del hidrégeno del
agua, este fendmeno interferia en la medicion de la sefal electroanalitica. Se eligio
entonces que el potencial de -0.8 V debido a que no se observaban burbujas durante

los experimentos.

En la figura 13 se observa la diferencia de corriente habiendo optimizado la
proporcion de la mezcla grafito-MOF del electrodo, el pH del medio y el potencial

impuesto en la cronoamperometria.

0.0034
< 0.0031
0.0028 =
0.0025
0.8 0.6 0.4 0.2 0 0.2 0.4
E/V
——3 ppb DMC EPC MOF Blanco EPC MOF

Figura 13. Diferencia de la intensidad de pico (ip) después de la optimizacién en 3
ppb de DMC y blanco.
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3.5 Caracterizacion electroquimica de la AFB1 usando el EPC modificado.

Mediante cronoamperometria y voltamperometria de pulso diferencial se evalué el
comportamiento electroquimico del electrodo de pasta de carbono modificado en
presencia y ausencia de 3 ugL"' de DMC a pH 7. Se muestran los voltamperogramas
correspondientes al sensor modificado con el MOF (figura 13), en donde se visualiza
una disminucion de la intensidad de corriente en presencia de DMC respecto al

blanco.
3.5.1 Area electroactiva del electrodo blanco y modificado.

Mediante VC se compara el area electroactiva un electrodo de pasta de carbono
blanco (sin modificar) y el modificado con MOF en una solucién de Ks[Fe(CN)s] 0.1

M en KCI 1 M, a diferentes velocidades de barrido.

Considerando la ecuacion de Randles-Sevcik (ecuacion 1) se grafica ip vs v'’? para
ambos electrodos (figuras 14 y 15) y el area se calcul6 considerando la ecuacion de
la mejor recta obtenida por minimos cuadrados y el valor de la pendiente obtenida,

donde se despeja el valor del area electroactiva (ecuacion 6):

ip = (2.69 x 105)n3/2ADg/*Cyv*/? Ecuacion 1

m

= 7 Ecuacioén 6
(2.69x10%)n3/2DJ “Cg

donde n es el numero de electrones que se intercambian en el proceso redox, Do

es el coeficiente de difusion del Ks[Fe(CN)s] y Co es su concentracion en solucion.

Para el electrodo de pasta de carbono blanco (figura 14) el area electroactiva es:

0.0073

_ = 0.1064 cm?
(2.69 x 105)(1)%/2(6.5 x 10-5 cm?/s)1/2(0.0001 mol/cm?) cm

A
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0.0022
0.002 )

0.0018

ip/A

0.0016

y = 0.0073x + 0.0002

0.0014 R2=0.9919

0.0012
0.001

0.12 0.14 0.16 0.18 0.2 0.22 0.24 0.26
V12 [ gl

Figura 14. Relacion entre la intensidad de pico (ip) vs la raiz cuadrada de la

velocidad de barrido (v'?) para el EPC blanco.

Para el electrodo de trabajo modificado (figura 15) el area electroactiva es:

0.0090
A= =0.1312 2
(2.69 x 105)(1)3/2(6.5 x 106 cm?2/s)1/2(0.0001 mol/cm?) cm
0.0018
0.0017 .
0.0016 L
)
0.0015
2 0.0014 &
a 7 y=0.009x - 0.0001
0.0013 R2 = 0.9897
=
0.0012
o
0.0011
0.001
0.13 0.15 0.17 0.19 0.21

V1/2 / VS-l

Figura 15. Relacion entre la intensidad de pico (ip) vs la raiz cuadrada de la
velocidad de barrido (v'/?) para el EPC modificado.
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Los resultados demuestran que el uso del MOF Cu-BTC como modificante
incrementa el area superficial del electrodo de trabajo, favoreciendo la respuesta

electroquimica.

3.5.2 Estudio de los procesos electroquimicos sobre la superficie del

electrodo de trabajo.

Empleando VC se estudiaron los fendmenos de transporte de materia sobre la
superficie del electrodo de trabajo modificado. Con base en la ecuacion de Randles-
Sevcik se construyo un grafico de ip vs v (figura 16), obteniendo una tendencia
lineal con una R? de 0.9967. Esto indica que la difusién es el mecanismo de

transporte que rige el movimiento de DMC hacia la superficie del electrodo.

0.0024

0.0022 y = 0.0003x - 0.0005
R2 = 0.9967 R

0.002
.".

< 0.0018 .
2 0.0016 e

0.0014

0.0012 @ @

0.001
6 7 8 9 10 11

vi2 [ mVs1

Figura 16. Relacion entre la intensidad de pico (ip) vs la raiz cuadrada de la
velocidad de barrido (v'2) para el EPC modificado con 3 ugL"' de DMC a pH 7.

Por otro lado, se construyd un grafico de log ip vs log v'2 (figura 17), obteniendo
una tendencia lineal con una R? de 0.9965 y una pendiente de 0.6458 (b>0.5). Esto
demuestra que el proceso de adsorcion de la especie quimica en la superficie del
electrodo es determinante en los procesos electroquimicos que se llevan a cabo en

la superficie del electrodo modificado.
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Lo anterior significa que la DMC se adhiere a la superficie del electrodo mejorando
asi la sefal electroquimica, por lo que el MOF Cu-BTC no solo actua como material
conductor, sino que también como una superficie que permite la retencién de la
DMC.

1.55 1.65 1.75 1.85 1.95 2.05 2.15
-2.6
-2.65

y = 0.6458x - 3.9488 L
R = 0.9965 -

-2.75 s

-2.7

log ip

2.8 .
-2.85
2.9

-2.95
log v/

Figura 17. Relacion entre log intensidad de pico (ip) vs log raiz cuadrada de la
velocidad de barrido (v'2) para el EPC modificado con 3 ugL' de DMC a pH 7.

3.6 Repetibilidad y reproducibilidad.

La repetibilidad se determiné realizando 10 mediciones sucesivas utilizando el
mismo EPC modificado en una solucion de DMC a 6 ugL™ y en las condiciones
optimas, obteniendo una desviacién estandar relativa de 3.60% (<10%DER), lo que
demuestra la precision de las medidas al renovar la superficie del electrodo

modificado.

La reproducibilidad se evalué construyendo 5 EPC modificados bajo las mismas
condiciones y realizando 5 mediciones de cada electrodo en una solucion de DMC
a 6 pgL™ en las condiciones 6ptimas; el valor de DER para este estudio fue de
6.98% (<10%DER), lo que demuestra la precision en la construccién del electrodo

de trabajo en el que se basa la metodologia.
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3.7 Optimizacion de la técnica de voltamperometria diferencial de pulso.

El disefio de experimentos arrojo las siguientes condiciones optimas y la ecuacion
que describe la metodologia en funcion de la sensibilidad (pendiente), para obtener

la respuesta tedrica. También permitié obtener las graficas de contorno (figura 18).

e Paso de potencial (P): 0.0219 V

e Amplitud de modulacién (AM): 0.280 V
e Tiempo de modulaciéon (TM): 0.010 s

e |Intervalo de tiempo (TI): 0.650 s

m = 0.000045 + 0.001191(P) — 0.000492(AM) — 0.001583(TM) + 0.000068(TI)
—0.02727(P?) + 0.002415(AM?) + 0.01372(TM?)

m = 0.000045 + 0.001191(0.0219) — 0.000492(0.280) — 0.001583(0.010)
+0.000068(0.650) — 0.02727(0.02192) + 0.002415(0.2802)
+ 0.01372(0.0102)

m = 0.00013932

T™*P Pendiente (m)

= < 0.00000
B 0.00000 — 0.00002

0.00002 — 0.00004

0.00004 — 0.00006
B 0.00006 — 0.00008
I 0.00008 — 0.00010
™ > 0.00010

Hold Values
P 002
AM 0.15
™™™ 0.05
TI 035

0.01 0.02 0.03
TM*AM

Figura 18. Graficas de contorno.
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3.8 Caracterizacion analitica del método propuesto.

Se construyo una curva de calibracion usando estandares a concentraciones de 0.8
a 4 ugL™", considerando tres réplicas para la medicion de cada estandar (figura 19).
La ecuacion de regresion lineal y los parametros analiticos de la metodologia

propuesta se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Parametros analiticos de la metodologia propuesta.

Intervalo lineal -0.0347 [AFB1] + 0.3982
Sensibilidad 0.0347 mAug'L
R? 0.9987
LOD 0.0119 pgL""
LOQ 0.0398 pgL"’
0.38
L
..
0.35 “o..
..
0.32
: t..
= 0.29 v
0.26 }
y =-0.0347x + 0.3982
R2 = 0.9987
0.23
0.5 1 1.5 2 2.5 3 35 4
[AFB1] / ppb

Figura 19. Curva de calibracién con la metodologia optimizada.

En la tabla 10 se muestran los limites de deteccién de otras metodologias

electroquimicas empleadas en la determinacion de AFB1.
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Tabla 10. Metodologias electroquimicas empleadas en la determinacion de AFB1.

Técnica Electrodo de trabajo LOD (pgL™) Referencia
EIS Carbono serigrafiado 0.00312 (Ong et al.,
2023)
DPV Carbono vitreo 0.01120 (Hernandez-
Hernandez et
al., 2021)
SWvV Carbono vitreo 0.00571 (Franco-

Guzman et
al., 2024)
CVv Pasta de carbono 0.00231 (Hernandez-
Garcia et al.,
2024)

El sensor desarrollado en este trabajo muestra un LOD competitivo frente a algunas
técnicas que emplean otros tipos de sensores mas robustos, aunado a que se apega

a los limites maximos permisibles de las normativas nacionales e internacionales.
3.9 Analisis en muestras reales.

La metodologia fue evaluada en el analisis de muestras de arroz y leche dopadas
con DMC. La cuantificacion de las muestras se realizé por triplicado mediante
calibracion directa, obteniendo porcentajes de recuperacién desde 103 hasta 107%
(tabla 11) con valores de desviacién estandar entre 0.08 y 0.32, los cuales se

encuentran dentro de los limites permitidos por la AOAC (100£15%).

Los resultados obtenidos muestran una buena precision y se puede concluir que las

muestras analizadas no se encuentran contaminadas por AFB1.
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Tabla 11. Concentraciones promedio (n=3) de DMC y porcentajes de recuperacion

obtenidos por calibracién directa.

Muestra [AFB1] X [AFB1] texperimental teritica %
dopada (ugL) (ugL™) recuperacion
Arroz 1.25 1.2940.13 0.533 103.2
2.75 2.93+0.32 0.974 4.303 107.3
Leche 1.26 1.34+0.08 1.732 106.3
1.76 1.8610.10 1.732 105.7
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS
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4.1 Conclusiones.

Se desarrollé y optimizé una metodologia electroanalitica verde basada en un
sensor que utiliza el MOF Cu-BTC para la deteccion y cuantificacion selectiva de
AFB1 empleando DMC como analito dummie, mediante cronoamperometria

seguida de voltamperometria de pulso diferencial.

La caracterizacion de la metodologia muestra limite de deteccion de 0.0119 gL'y
limite de cuantificacion de 0.0398 ugL-", que son valores menores comparados con
los limites maximos permisibles de la legislaciéon nacional e internacional. Por otro
lado, se tiene sensibilidad de 0.0347 mAug'L, repetibilidad de 3.60% vy
reproducibilidad de 6.98%, mostrando una respuesta electroquimica lineal en el

rango de concentracion de 0.8 a 4 pygL™".

Este estudio ha establecido una base sdlida para el uso de MOFs en la deteccion
electroanalitica de AFB1, proporcionando una herramienta eficiente, precisa y
ecoldgica para el analisis de contaminantes en alimentos. La combinacion de alta
sensibilidad, facilidad de preparacion, bajo costo y menor impacto ambiental hace
que esta metodologia sea una opcidén viable y prometedora para el analisis
cuantitativo de esta toxina, mejorar la seguridad alimentaria y proteger la salud

publica.
4.2 Perspectivas.

e Realizar el analisis de la concentracién de AFB1 en muestras de arroz y leche
mediante calibracién por adicién patron para concluir si existe o no efecto
matriz.

e Realizar el estudio de interferentes.

e Validar la metodologia realizando estudios de contraste en las muestras
contra la metodologia oficial de la Norma Oficial Mexicana NOM-188-SSA1-
2002.
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