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RESUMEN 

La aflatoxina M1 (AFM1) es una micotoxina de relevancia en salud pública debido a 

su presencia en la leche y los productos lácteos, a su relativa estabilidad frente a tratamientos 

convencionales y a su potencial impacto adverso en la salud humana. En este marco, el 

presente proyecto tuvo como propósito evaluar la presencia de AFM1 en leche comercial de 

vaca, estimar el riesgo asociado a su consumo y analizar el efecto de la termoultrasonicación 

(TUS) sobre esta toxina, considerando tanto sus modificaciones estructurales como su 

respuesta biológica posterior. En una primera fase, se determinó el contenido de AFM1 en 

muestras de leche comercial mediante cromatografía líquida de alta resolución con detección 

por fluorescencia (HPLC-FLD). A partir de estos datos, se calcularon la exposición dietética 

y el índice de riesgo carcinogénico en diferentes grupos poblacionales mediante la simulación 

de Monte Carlo, con el fin de evaluar la relevancia toxicológica del consumo de leche 

contaminada. Posteriormente, se aplicó TUS a sistemas modelo con AFM1 en distintas 

combinaciones de tiempo y amplitud, utilizando un diseño experimental central compuesto 

(DECC). Los cambios provocados por el tratamiento se analizaron mediante espectroscopía 

ultravioleta (UV), fluorescencia, espectroscopía en el infrarrojo por transformada de Fourier 

(FTIR) y espectrometría de masas, con la finalidad de identificar modificaciones 

estructurales asociadas al tratamiento. Finalmente, se estudió el efecto biológico de la AFM1 

tratada con TUS sobre la viabilidad de las células C2BBe1, empleadas como modelo de 

epitelio intestinal. Los resultados confirmaron la presencia de AFM1 en leche comercial y 

evidenciaron un riesgo potencial cuya magnitud varió entre los grupos poblacionales. En los 

sistemas modelo, la TUS indujo cambios en la respuesta espectroscópica y en el perfil de 

masas de la AFM1, lo que sugiere transformaciones estructurales dependientes de las 

condiciones del tratamiento. De manera complementaria, la respuesta biológica observada 

en células C2BBe1 mostró un comportamiento no lineal, determinado por la combinación 

específica de tiempo y amplitud aplicados. Además, la respuesta biológica en células 

C2BBe1 mostró un comportamiento no lineal, influido por la combinación específica de 

tiempo y amplitud. En conjunto, los hallazgos aportan evidencia analítica, toxicológica y 

mecánica que fortalece la comprensión del comportamiento de la AFM1 y sustenta futuras 

estrategias para su evaluación, transformación y gestión del riesgo en sistemas alimentarios.  
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ABSTRACT 

Aflatoxin M1 (AFM1) is a mycotoxin of public health concern because of its presence 

in milk and dairy products, its relative resistance to conventional treatments, and its potential 

adverse effects on human health. In this context, the present project aimed to assess the 

presence of AFM1 in commercial cow’s milk, estimate the risk associated with its 

consumption, and analyze the effect of termoultrasonication (TUS) on this toxin, considering 

both structural modifications and the subsequent biological response. In the first phase, the 

content of AFM1 in commercial milk samples was determined by high-resolution liquid 

chromatography with fluorescence detection (HPLC-FLD). Based on these data, dietary 

exposure and carcinogenic risk indices were calculated for different population groups using 

Monte Carlo simulation to assess the toxicological significance of contaminated milk 

consumption. Subsequently, TUS was applied to model systems containing AFM1 at 

different combinations of time and amplitude, using a compound central experimental design 

(DECC). Treatment-induced changes were analyzed using ultraviolet (UV) spectroscopy, 

fluorescence, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), and mass spectrometry to 

identify structural modifications associated with the treatment. Finally, the biological effect 

of AFM1 treated with TUS on the viability of C2BBe1 cells, used as an intestinal epithelium 

model, was studied. The results confirmed the presence of AFM1 in commercial milk and 

showed a potential risk whose magnitude varied among population groups. In modelling 

systems, TUS induced changes in the spectroscopic response and mass profile of AFM1, 

suggesting structural transformations that depend on treatment conditions. Conversely, the 

biological response observed in C2BBe1 cells exhibited nonlinear behavior, determined by 

the specific combination of time and amplitude applied. Taken together, the findings provide 

analytical, toxicological, and mechanical evidence that strengthens the understanding of 

AFM1 behavior and supports future strategies for its assessment, transformation, and risk 

management in food systems. 
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Capítulo 1: Antecedentes del problema de investigación 

1.1  La leche de vaca como alimento de relevancia nutricional y sanitaria 

La leche de vaca constituye uno de los alimentos de mayor consumo a nivel mundial; 

aporta proteínas de alta calidad, lípidos, carbohidratos, vitaminas y minerales esenciales, por 

lo que contribuye de manera importante a cubrir los principales requerimientos nutricionales 

de calcio, proteínas y micronutrientes en distintos grupos de edad (Alais, 2022; FAO, 2023). 

Los seres humanos son la única especie que consume leche de otros mamíferos, y en diversos 

contextos culturales y alimentarios, este hábito puede mantenerse hasta la edad adulta 

(Weaver et al., 2013).  

No obstante, la relevancia nutricional de la leche contrasta con su susceptibilidad a la 

contaminación por microorganismos patógenos y compuestos tóxicos, entre ellos las 

micotoxinas. En este contexto, la presencia de aflatoxina M1 (AFM1) puede convertirla en 

un vehículo potencial de exposición crónica para la población especialmente en escenarios 

de contaminación persistente o de control insuficiente (Dubey et al., 2022; Hsu et al., 2024) 

1.2 Aflatoxina M1: formación, transferencia a la leche y relevancia toxicológica 

La AFM1 es un metabolito hidroxilado de la aflatoxina B1 (AFB1); y se forma en el 

hígado de los animales por medio de la acción del sistema enzimático del citocromo P450 

para posteriormente ser excretado en la leche, la orina y otros fluidos biológicos de rumiantes 

(IARC, 2022; Klingelhöfer et al., 2018). Debido a este proceso de biotransformación y 

excreción, la contaminación del alimento destinado al ganado conntituye una de las 

principales rutas de entrada al sistema de producción láctea.  

La Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC) clasifica las 

aflatoxinas (B1, B2, G1, G2, M1, M2) como carcinógenos del Grupo 1 en humanos, con una 

evidencia sólida que respalda su asociación con el carcinoma hepatocelular y otros efectos 

adversos para la salud (IARC, 2022). Diversos estudios han documentado que la exposición 

a AFM1 se asocia con daño en tejidos y sistemas específicos; por ejemplo, se ha relacionado 

con alteraciones en la integridad de la barrera intestinal y en la arquitectura epitelial del 

intestino, la desregulación transcriptómica asociada a la inmunosupresión intestinal y los 
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efectos genotóxicos compatibles con daño hepático en modelos experimentales (Gao et al., 

2021, 2023; Güç et al., 2022).Esta evidencia sustenta la relevancia de la AFM1 como 

problema de salud pública, especialmente en poblaciones con alta ingesta de leche y 

derivados. 

1.3 Regulación, ocurrencia y exposición a AFM1 en leche 

Los organismos internacionales han establecido límites máximos permisibles para la 

AFM1 en la leche líquida debido a su relevancia para la inocuidad alimentaria y la salud 

pública. La Comisión Europea establece un límite de 0.05 µg/L para la leche cruda, la tratada 

térmicamente y la destinada a la elaboración de productos lácteos. En cambio, el Codex 

Alimentarius y la norma mexicana, a través de la NOM-243-SSA1-2010, establecen un 

máximo de 0.5 µg/L (EC, 2001; FAO, 1995; Secretaría de Salud, 2010). Estas diferencias 

regulatorias reflejan enfoques distintos en la gestión del riesgo y refuerzan la necesidad de 

una vigilancia continua de los productos lácteos de amplio consumo. 

A pesar de la existencia de estos límites, diversos estudios realizados en distintos países 

han documentado frecuencias elevadas de detección y concentraciones de AFM1 que superan 

los valores permitidos (Armorini et al., 2016; Gutiérrez et al., 2013; Mozafari et al., 2017; 

Nishimwe et al., 2022; Poapolathep et al., 2024; Tosun et al., 2013; Yang et al., 2025). En 

México, la evidencia disponible también ha mostrado concentraciones variables de AFM1 

en leche cruda, pasteurizada y tratada por ultra alta temperatura (UHT) con reportes que, en 

algunos casos, exceden tanto la normativa nacional como los valores de referencia 

internacionales (Álvarez-Días et al., 2022; Carvajal et al., 2003; Hernández-Falcón et al., 

2018; Monter-Arciniega et al., 2025; Patricia et al., 2012; Pérez et al., 2008; Quevedo-Garza 

et al., 2020). En conjunto, estos hallazgos sustentan la preocupación por una exposición 

dietética crónica en la población consumidora, especialmente en grupos con alta ingesta de 

leche y derivados. 



20 

M. en C. Araceli Monter Arciniega 

1.4 Limitaciones de los tratamientos convencionales y necesidad de alternativas 

tecnológicas 

Ante este panorama, resulta esencial reforzar las estrategias de prevención y control a 

lo largo de la cadena productiva, en particular durante el manejo y almacenamiento del 

alimento destinado al ganado lechero, ya que esta etapa constituye una de las principales 

rutas de entrada de aflatoxinas al sistema de producción láctea. Sin embargo, una vez que la 

AFM1 alcanza el producto final, las alternativas de mitigación son limitadas. Aunque la 

pasteurización y el tratamiento UHT aseguran la inocuidad microbiológica de la leche, su 

capacidad para reducir esta micotoxina está limitada por su elevada estabilidad térmica 

(Prado Rodríguez, 2018). 

Esta limitación ha impulsado el interés de tecnologías, algunas alternativas para 

mejorar la inocuidad de la leche, sin comprometer su calidad nutricional y sensorial. Entre 

ellas, la termoultrasonicación, el termoultrasonido o la termosonicación (TUS), que combina 

ultrasonido de alta potencia con temperatura moderada (<50 °C) ha demostrado resultados 

prometedores en la inactivación de microorganismos y enzimas asociadas al deterioro del 

producto. Además, en comparación con los tratamientos térmicos convencionales, esta 

tecnología puede preservar en mayor medida los atributos fisicoquímicos y nutrimentales de 

la leche, aunque su efecto sobre compuestos sensibles depende de las condiciones de 

procesamiento, en particular de la intensidad y la duración del tratamiento (Bermúdez‐

Aguirre et al., 2008, 2011; Liu et al., 2022). 

1.5 Fundamento de la termoultrasonicación y su posible efecto sobre aflatoxinas 

El mecanismo principal de la TUS se basa en la cavitación acústica, donde la 

formación, el crecimiento y el colapso violento de microburbujas generan microambientes 

con gradientes extremos de temperatura y presión, microchorros y especies reactivas de 

oxígeno (ROS), particularmente radicales hidroxilo, con potencial de dañar estructuras 

celulares e impulsar transformaciones químicas de moléculas susceptibles (Asaithambi et al., 

2022; Bariya et al., 2023; Crudo et al., 2014; Shen et al., 2017).  



21 

M. en C. Araceli Monter Arciniega 

En el caso de las aflatoxinas, estudios recientes sugieren que el ultrasonido de alta 

potencia y la TUS podrían inducir la apertura de anillos, la ruptura de dobles enlaces 

conjugados y otras transformaciones estructurales (Basso et al., 2023; Jang et al., 2025; Liu 

et al., 2019). Sin embargo, la evidencia disponible sobre los efectos de la TUS 

específicamente sobre AFM1, sus posibles productos de transformación y su impacto 

toxicológico residual continúa siendo limitada. Esta brecha de conocimiento justifica el 

desarrollo de investigaciones integrales que aborden tanto la cuantificación de la micotoxina 

como los cambios estructurales y biológicos asociados a su potencial tóxico 
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1.6 Justificación 

La leche de vaca forma parte habitual de la alimentación en prácticamente todas las 

etapas de la vida y en distintos estratos socioeconómicos, por lo que una calidad higiénico-

sanitaria deficiente puede traducirse en cambios relevantes en la exposición de la población 

a contaminantes microbiológicos y químicos. En México, el nivel de contaminación por 

AFM1 constituye un problema de interés sanitario y regulatorio. Diversos estudios han 

documentado su presencia en leche cruda, pasteurizada, UHT y orgánica, con proporciones 

que, en algunos casos, exceden los límites permisibles establecidos por la normativa nacional 

e internacional. Este escenario resulta especialmente preocupante en regiones con alta 

producción lechera y en sistemas de explotación intensivos, donde las condiciones de 

alimentación y almacenamiento pueden favorecer la contaminación. 

La relevancia de esta problemática trasciende la mera detección del contaminante. La 

exposición crónica a AFM1 se ha asociado con efectos adversos como hepatotoxicidad, 

potencial hepatocarcinogénico, alteraciones de la integridad de la barrera intestinal y posibles 

efectos inmunotóxicos. Además, su importancia sanitaria aumenta en poblaciones con 

consumo frecuente de leche y en grupos con mayor vulnerabilidad nutricional, como 

lactantes, niños y adolescentes. En consecuencia, el estudio de AFM1 en leche no solo 

responde a un interés analítico, sino también a la necesidad de comprender su posible impacto 

en la salud pública. 

Aunque se han promovido estrategias preventivas basadas en buenas prácticas de 

producción, almacenamiento y manufactura, una vez que la AFM1 alcanza la leche, las 

opciones de mitigación son limitadas. En este contexto, la TUS ha surgido como una 

alternativa tecnológica de interés para modificar el comportamiento de esta micotoxina. Sin 

embargo, la mayoría de los estudios disponibles se han concentrado en cuantificar su 

reducción aparente y en evaluar parámetros generales de calidad de la leche después del 

tratamiento, sin profundizar en la caracterización estructural de los productos de 

transformación ni en su posible impacto toxicológico residual. 

La evaluación de la eficacia y la seguridad de la TUS como alternativa tecnológica 

requiere ir más allá de la mera cuantificación de la AFM1. Es imprescindible comprender el 
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comportamiento de la micotoxina durante la digestión gastrointestinal, ya que se ha reportado 

su interacción y enlaces a proteínas lácteas lo que podría afectar la cantidad de AFM1 

biodisponible. Los modelos estáticos de digestión in vitro ofrecen un marco estandarizado 

para simular las fases gástrica e intestinal para analizar la liberación de compuestos 

bioactivos o tóxicos a partir de la matriz alimentaria. Asimismo, el uso de líneas celulares 

que modelan la barrera epitelial permite evaluar la citotoxicidad y las alteraciones en la 

integridad de la barrera intestinal inducidas por AFM1 y los productos formados durante el 

tratamiento de la TUS.  

La presente investigación se justifica por integrar, en un único proyecto, la 

cuantificación de AFM1 en leche comercial mexicana, la estimación del riesgo carcinogénico 

asociado a su consumo, la evaluación del comportamiento de la micotoxina durante la 

digestión in vitro, la aplicación de la TUS como estrategia de modificación del potencial 

tóxico y el análisis de los cambios moleculares, así como los efectos residuales en líneas 

celulares intestinales. Esta aproximación multietapa permite no solo dimensionar la 

problemática nacional de la contaminación por AFM1 en la leche, sino también generar 

evidencia sobre la factibilidad tecnológica y la seguridad toxicológica de la TUS, como 

alternativa a los procesos térmicos convencionales para modificar el riesgo asociado a esta 

micotoxina en la población. 
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1.7 Objetivos 

1.7.1 Objetivo general 

Evaluar, mediante técnicas analíticas, espectroscópicas y modelos in vitro, los cambios 

estructurales y el potencial toxicológico de la AFM1 sometida a tratamiento de la TUS, con 

el fin de contribuir a disminuir el riesgo asociado a su consumo en la población humana. 

1.7.2 Objetivos específicos 

1. Analizar la presencia y la concentración de AFM1 en leche de vaca de marcas 

comerciales distribuidas a nivel nacional mediante cromatografía líquida de alta 

resolución con detector de fluorescencia (HPLC-FLD). 

2. Estimar la exposición dietética crónica a la AFM1 en la población consumidora 

mediante simulación de Monte Carlo y calcular el índice de riesgo carcinogénico en 

distintos grupos etarios.  

3. Evaluar el efecto de las condiciones de la digestión gastrointestinal in vitro sobre la 

AFM1 presente en leche de vaca comercial. 

4. Caracterizar el perfil cromatográfico por HPLC-FLD de la AFM1 antes y después de 

la aplicación de la TUS mediante un diseño experimental central compuesto (DECC). 

5. Evaluar con diferentes técnicas espectroscópicas (fluorescencia, ultravioleta e 

infrarrojo) y espectrometría de masas el efecto de la TUS sobre el AFM1 a diferentes 

condiciones de amplitud y tiempo.  

6. Evaluar el efecto de la TUS en la AFM1 por medio de un DECC sobre la viabilidad 

de líneas celulares C2BBe1. 

  



25 

M. en C. Araceli Monter Arciniega 

1.8 Diagrama metodológico 

El diseño metodológico del proyecto se estructuró en tres etapas articuladas entre sí, 

que se resumen en la Figura 1. En la Etapa 1 se trabajó con leche de vaca de marcas 

comerciales distribuidas a nivel nacional, a las cuales se les cuantificó el contenido de AFM1 

mediante HPLC-FLD. Con esta información fue posible estimar la exposición dietética y el 

índice de riesgo carcinogénico para la población consumidora. Por otra parte, se realizó una 

evaluación en un modelo de digestión in vitro, para el análisis de los cambios de AFM1 

durante la digestión. 

En la Etapa 2, se desarrolló un DECC con AFM1 pura, con el propósito de aplicar 

tratamientos de TUS bajo condiciones controladas y evaluar la capacidad de esta tecnología 

para modificar la micotoxina. En esta fase, se utilizaron soluciones de AFM1 y se 

caracterizaron los cambios inducidos mediante técnicas espectroscópicas. El uso de AFM1 

pura permitió aislar el efecto de la TUS sobre la molécula y describir con mayor precisión 

las posibles modificaciones estructurales sin la interferencia del resto de los componentes de 

la leche. 

En la Etapa 3, también se utilizó AFM1 pura para analizar el efecto de la micotoxina y 

de sus productos de transformación en la viabilidad de las células epiteliales intestinales 

humanas C2BBe1, empleadas como modelo de barrera intestinal. Esta etapa corresponde al 

objetivo específico 6 y pone en evidencia el efecto de las transformaciones inducidas por la 

TUS sobre la AFM1 en la viabilidad de las células.
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Figura 1. Diseño del diagrama metodológico 
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La investigación progresa desde la caracterización de un problema real en leche 

comercial, continua hacia un sistema de modelo de digestión, y culmina con la evaluación de 

los cambios estructurales por la TUS, así como el análisis toxicológico de las moléculas 

modificadas en un modelo in vitro de líneas celulares C2BBe1. Esta secuencia permite 

establecer una relación directa entre la magnitud de la exposición poblacional de las leches 

analizadas, la factibilidad tecnológica de la intervención propuesta y su impacto biológico 

residual, fortaleciendo así la relevancia científica y aplicada del proyecto. 
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Capítulo 2: La termoultrasonicación como tecnología emergente para la leche de vaca: 

Una revisión de su impacto sobre la inocuidad y la calidad fisicoquímica 

2.1 Resumen 

Este capítulo presenta un artículo de revisión enfocado en la TUS como tecnología de 

procesamiento aplicada a la leche de vaca. El objetivo de este artículo fue analizar 

críticamente la evidencia disponible sobre el efecto de la TUS en la inocuidad microbiológica 

y la calidad fisicoquímica de la leche, con énfasis en su capacidad para reducir la carga 

microbiana y la actividad enzimática, así como en su impacto en parámetros como el pH, el 

color, la estabilidad, el tamaño del glóbulo graso y el contenido de proteínas. La revisión 

muestra que la TUS ha despertado un interés como alternativa a los tratamientos térmicos 

convencionales, debido a su potencial para mejorar la seguridad microbiológica de la leche 

con una menor afectación de sus características nutricionales y sensoriales. Sin embargo, los 

resultados reportados siguen siendo heterogéneos, debido a la variabilidad en las condiciones 

de procesamiento empleadas, como amplitud, tiempo y temperatura, así como a los criterios 

analíticos utilizados para evaluar su eficacia. En conjunto, la evidencia revisada sugiere que 

la TUS constituye una estrategia tecnológica con potencial para el procesamiento de la leche 

de vaca. Asimismo, este capítulo aporta el fundamento científico que sustenta los apartados 

experimentales posteriores de la tesis, particularmente aquellos orientados a caracterizar los 

efectos de la TUS sobre la AFM1 desde una perspectiva analítica, estructural y biológica. 

Nota declaratoria:  

Referencia: Monter-Arciniega, A., Cruz-Cansino, N. S., Castañeda-Ovando, A., 

Jiménez-Osorio, A. S., Jiménez-Pérez, C., Tello-Solís, S. R., & Rodríguez-Serrano, G. M. 

(2025). Thermoultrasonication as an emerging technology for raw cow’s milk processing: A 

review of its impacts on food safety and physicochemical quality. Revista Mexicana de 

Ingeniería Química, 24(3), Bio25569. https://doi.org/10.24275/rmiq/Bio25569; Estado de 

publicación: Publicado; Nombre de la revista: Revista Mexicana de Ingeniería Química; 

Indexación: JCR; Factor de impacto: 2.093 
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Capítulo 3: Niveles de aflatoxina M1 en leche de vaca comercializada en México: 

Evaluación de la contaminación y el índice de riesgo carcinogénico 

3.1. Resumen 

Este capítulo presenta un artículo enfocado en la cuantificación de AFM1 en leche de 

vaca comercializada en México y en la evaluación del riesgo carcinogénico asociado a su 

consumo. El objetivo de este estudio fue analizar la presencia y la concentración de AFM1 

en leche de vaca de marcas comerciales distribuidas a nivel nacional mediante HPLC-FLD, 

así como estimar la exposición dietética crónica mediante simulación de Monte Carlo y 

calcular el índice de riesgo carcinogénico en distintos grupos etarios. Los resultados 

mostraron la presencia de AFM1 en muestras de leche comercial, con variabilidad en las 

concentraciones detectadas según el producto analizado. A partir de estos datos, se realizaron 

estimaciones de exposición y riesgo mediante enfoques determinísticos y probabilísticos, lo 

que permitió identificar diferencias relevantes entre grupos de edad y patrones de consumo. 

De manera complementaria, el análisis incluyó asociaciones con variables comerciales y 

tecnológicas, así como una exploración multivariada del comportamiento de las muestras. En 

conjunto, este capítulo aporta evidencia sobre la presencia de AFM1 en la leche comercial 

mexicana y sobre la necesidad de fortalecer las estrategias de vigilancia y control, en 

particular desde una perspectiva de salud pública orientada a poblaciones potencialmente 

más vulnerables. 

Nota declaratoria:  

Referencia: Monter-Arciniega, A., Cruz-Cansino, N. d. S., Castañeda-Ovando, A., 

Jiménez-Osorio, A. S., Tello-Solís, S. R., Jiménez-Pérez, C., & Rodríguez-Serrano, G. M. 

(2025). Aflatoxin M1 levels in commercial cows’ milk in Mexico: Contamination and 

carcinogenic risk assessment. Applied Sciences, 15(11), 6106. 

https://doi.org/10.3390/app15116106; Estado de publicación: Publicado; Nombre de la 

revista: Applied Sciences; Indexación: JCR; Factor de impacto: 2.7 
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Capítulo 4: Liberación in vitro de aflatoxina M1 durante la digestión enzimática de las 

proteínas lácteas: evaluación y análisis 

4.1. Resumen 

Este capítulo presenta un artículo orientado a evaluar la liberación de AFM1 durante la 

digestión enzimática de proteínas lácteas. El objetivo del estudio fue evaluar el efecto del 

tratamiento enzimático con pepsina y pancreatina sobre la AFM1 presente en leche de vaca 

comercial, así como comparar distintos métodos de extracción para su cuantificación antes y 

después de la hidrólisis proteica. Para ello, se analizaron siete marcas comerciales de leche 

de vaca mediante HPLC y se compararon tres metodologías de extracción de AFM1. Entre 

ellas, el método E3, basado en acetonitrilo (ACN) y extracción asistida por ultrasonido, 

mostró la mayor eficacia analítica. Los resultados evidenciaron la presencia de AFM1 en 

todas las muestras evaluadas, con concentraciones que superaron los límites regulatorios 

nacionales e internacionales. Después del tratamiento enzimático, varias muestras 

presentaron un incremento en la concentración detectada de AFM1, lo que sugiere la 

liberación de fracciones previamente asociadas a proteínas de la leche durante la hidrólisis. 

En conjunto, este capítulo aporta evidencia sugiere que la digestión enzimática de la matriz 

láctea puede modificar la fracción detectable de AFM1, lo que refuerza la importancia de 

considerar la interacción entre la micotoxina y las proteínas de la leche en la evaluación de 

su comportamiento y riesgo potencial. Asimismo, los hallazgos resaltan la utilidad de 

incorporar enfoques de liberación enzimática al análisis de AFM1 en productos lácteos. 

Nota declaratoria:  

Referencia: Monter-Arciniega, A., Cruz-Cansino, N. S., Castañeda-Ovando, A., 

Jiménez-Osorio, A. S., Tello-Solís, S. R., Jiménez-Pérez, C., & Rodríguez-Serrano, G. M. 

(2026). In vitro release of aflatoxin M1 during enzymatic digestion of milk proteins: 

Evaluation and analysis. Journal of the Science of Food and Agriculture, 106(2), 1407–1413. 

https://doi.org/10.1002/jsfa.70201; Estado de publicación: Publicado; Nombre de la 

revista: Journal of the Science of Food and Agriculture; Indexación: JCR; Factor de 

impacto: 3.5  
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Capítulo 5: Efecto de la termoultrasonicación en la respuesta de aflatoxina M1 medida 

por cromatografía líquida de alta resolución en sistemas modelo 

5.1 Introducción 

La problemática principal referente a la AFM1 ya no se circunscribe a la detección de 

esta micotoxina en leche comercial, sino a la estrategia de tratamiento capaz de modificar su 

estructura y potencialmente, su toxicidad. 

Las estrategias a nivel de intervención dentro de la cadena de producción y 

transformación láctea de control de AFM1 se han abordado en dos niveles principales. En la 

primera fase, se ha recurrido al uso de adsorbentes en el alimento del ganado (arcillas, 

zeolitas, levaduras) y a buenas prácticas de manejo del alimento para reducir la presencia de 

la AFB1; estas prácticas incluyen el secado adecuado de granos y forrajes antes del 

almacenamiento, el control de la humedad y la temperatura, la ventilación de silos y bodegas, 

la rotación del inventario, la exclusión de lotes visiblemente deteriorados y el monitoreo 

periódico de AFB1 en materias primas y raciones. Aunque efectivas, estas medidas dependen 

de la gestión agrícola y muestran una eficacia variable entre sistemas de producción (Ceniti 

et al., 2021; Panwar et al., 2019; Sanaldi et al., 2023). 

En la propia leche, se han estudiado tratamientos físicos, químicos y biológicos 

dirigidos a disminuir la concentración o la biodisponibilidad de AFM1, incluidos procesos 

térmicos intensificados, radiación UV, ozonización, fermentación con bacterias ácido-

lácticas o la acción de enzimas específicas. Sin embargo, muchas de estas aproximaciones 

enfrentan limitaciones relacionadas con la necesidad de aditivos, la posible formación de 

productos de degradación indeseables o la alteración de las propiedades fisicoquímicas y 

sensoriales (Fakhrabadipour et al., 2023; Gu et al., 2019; Nguyen et al., 2022, 2025). 

En este contexto, la TUS se ha presentado como una tecnología con potencial para 

inducir transformaciones químicas en moléculas termoestables mediante la combinación de 

ultrasonido de alta potencia y temperatura moderada. La cavitación acústica generada durante 

la TUS produce condiciones locales de temperatura y presión, microchorros y radicales 
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libres, que podrían inducir modificaciones estructurales en las AF (Asaithambi et al., 2022; 

Bariya et al., 2023; Crudo et al., 2014: Shen et al., 2027).  

Estudios previos han demostrado que el ultrasonido y sistemas similares son capaces 

de alterar la estructura de la AFB1 y otros compuestos, mediante mecanismos asociados a la 

cavitación, la oxidación sonoquímica y la generación de especies reactivas, permitiendo 

identificar productos de degradación y proponer rutas estructurales de modificación de la 

toxina (Basso et al., 2023; Jang & Min, 2025; Liu et al., 2019; Su et al., 2024). En conjunto, 

estos trabajos han aportado evidencia de las posibles alteraciones de los grupos estructurales 

relevantes para su toxicidad, incluso en sistemas combinados con fermentación o agua 

activada por plasma; sin embargo, la información disponible sigue concentrándose 

principalmente en AFB1, en matrices distintas de la leche y en indicadores de degradación 

química. En particular, aún se conoce poco sobre cómo la TUS modifica la respuesta analítica 

de AFM1 en métodos como HPLC-FLD, es decir, su señal de detección y cuantificación, 

incluyendo cambios en el área del pico, la intensidad de fluorescencia, el tiempo de retención 

o la posible formación de compuestos de transformación que interfieran con su 

determinación.  

Por lo que, el presente capítulo se centra en evaluar el efecto de la TUS sobre el 

comportamiento analítico de la AFM1 en un sistema controlado. Para ello, se empleó una 

solución estándar de AFM1 a una concentración de 0.8 µg/mL en una solución amortiguadora 

de fosfatos (0.1 mM a pH 6.8), sometiendo alícuotas (15 mL) a diferentes combinaciones de 

tiempo y amplitud ultrasónica, bajo condiciones de temperatura moderada. La cuantificación 

mediante HPLC-FLD después del tratamiento permitió determinar las variaciones en la señal 

analítica asociada a AFM1 y aportar evidencia sobre la diferencia entre pérdida analítica de 

señal y posible transformación estructural de la molécula.  
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5.2 Materiales y métodos 

5.2.1 Reactivos y preparación de soluciones 

La AFM1 se obtuvo de Enzo Life Sciences® (Nueva York, E.U.A.) con una pureza ≥ 

95%. cada vial, con un contenido de 0.1 mg de AFM1, se reconstituyó con 1.0 mL de ACN 

de grado HPLC (pureza ≥ 99%) para obtener una solución madre de 100 µg/mL de AFM1en. 

La solución se almacenó en frascos ámbar a 4 °C, protegida de la luz, de acuerdo con las 

condiciones de conservación recomendadas para estándares de aflatoxinas en solución.  

Para el sistema modelo, se preparó una solución de trabajo de AFM1 a una 

concentración final de 0.8 µg/mL en solución amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.1 mM, 

ajustada a pH 6.8. Para ello se utilizaron dos soluciones madre reconstituidas. A partir de esta 

solución, se transfirieron alícuotas de 15 mL a matraces de doble revestimiento. Todas las 

muestras sometidas a los tratamientos de TUS presentaron la misma concentración inicial de 

AFM1. El agua desionizada se obtuvo de un sistema de purificación Millipore Rephile 

(Rephile Bioscience®, India).  

5.2.2 Diseño experimental 

El efecto de la TUS sobre la respuesta analítica de AFM1 se evaluó mediante un DECC 

de superficie de respuesta con dos factores independientes y puntos axiales. Los factores 

evaluados fueron tiempo de tratamiento (min), en el rango de 5 a 15 min y amplitud 

ultrasónica (%), en el rango de 70 a 90%. 

Cada factor se codificó en cinco niveles (−α, −1, 0, +1, +α), donde α corresponde al 

valor de rotabilidad del diseño (α = 1.41). El diseño incluyó 4 puntos factoriales, 4 puntos 

axiales y 4 réplicas en el punto central, para un total de 12 combinaciones de tratamiento. Se 

incluyó un control sin aplicación de TUS, que consistió en una alícuota de AFM1 conservada 

en el mismo sistema modelo, sin exposición a ultrasonido ni a tratamiento térmico 

independiente. (Tabla 1). 
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Para cada condición experimental se procesaron tres réplicas independientes. Durante 

los tratamientos, la temperatura de la muestra se monitoreo con un termómetro digital de 

sonda, registrando la temperatura inicial y final de cada tratamiento (Tabla 1). 

Tabla 1. Diseño experimental central compuesto 

Código 
Tiempo 

(min) 

Amplitud 

(%) 

-1, -1 5 70 

-1, +1 5 90 

+1, -1 15 70 

+1, +1 15 90 

-α, 0 3 80 

+α, 0 17 80 

0, -α 10 66 

0, +α 10 94 

0, 0 10 80 

0, 0 10 80 

0, 0 10 80 

0, 0 10 80 

En todos los ensayos del DECC, la temperatura de entrada se mantuvo en promedio a 38 ± 0.3 °C y la 

temperatura de salida a 45 ± 0.9 °C  

5.2.3 Tratamientos de TUS 

Los tratamientos de TUS se aplicaron con un equipo de ultrasonido de potencia de tipo 

sonda a 130 vatios (Cole-Parmer Instrument Company, Illinois, EUA) de watts 130, kHz 

50/60 y VAC 220 equipado con una punta de titanio, unido a un baño de recirculación a una 

temperatura constante de 40 °C para controlar la temperatura de salida de las alícuotas. 

La sonda ultrasónica se colocó a una profundidad constante de 0.5 cm respecto a la 

superficie de la muestra, evitando el contacto con las paredes y la parte inferior del 

contenedor. Esta posición se ajustó mediante un soporte fijo, antes de cada tratamiento para 

mantener condiciones geométricas uniformes entre las corridas experimental. Al finalizar 

cada tratamiento, se enfriaron inmediatamente en baño de hielo y se almacenaron a 4 °C hasta 
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su análisis. La alícuota sin tratamiento se almacenó en las mismas condiciones y se utilizó 

como control experimental. 

5.2.4 Cuantificación de AFM1 por HPLC–FLD 

La detección y cuantificación de AFM1 después de los tratamientos del DECC se 

realizó mediante HPLC-FLD en un sistema LC-20AD (Shimadzu Corporation®, Japón) 

equipado con auto muestreador (SIL-20AC XR), detector de fluorescencia (RF-20A XS), 

horno (CTO-20A), unidad de desgasificación (DGU-20A-5R) y un módulo de comunicación 

(CBM-20A, Shimadzu Corporation®, Japón). 

La separación cromatográfica se llevó a cabo en una columna de fase reversa C18 (250 

× 4.6 mm, 5 µm) ODS Hypersil™ (Thermo Scientific®, USA) mantenida a 30 °C. La fase 

móvil estuvo compuesta por agua:ACN 60:40 (v/v), con un flujo de 0.4 mL/min durante 15 

min en modo isocrático. El volumen de inyección fue de 20 µL. La detección de AFM1 se 

realizó a una λexc=365 nm y λem=435 nm. La identificación del analito se basó en la 

comparación en el tiempo de retención obtenido en las muestras y el estándar de AFM1 

analizado bajo las mismas condiciones cromatográficas y en la coincidencia de las 

propiedades espectrales del detector de fluorescencia.  Los cromatogramas se procesaron con 

el software del sistema HPLC LabSolutions® versión 5.87.1 (Shimadzu Corporation, Kyoto, 

Japón). La integración del área del pico de AFM1 se llevó a cabo conforme a los parámetros 

establecidos durante la calibración del sistema. Para cada condición de TUS, se calculó la 

concentración de AFM1 a partir de la curva de calibración externa (0.2 a 1.0 µg/mL) y se 

expresó en µg/mL. 

5.2.5 Confiabilidad y eficacia analítica del método 

El procedimiento analítico para la cuantificación de la AFM1 fue validado de acuerdo 

con las directrices del International Council for Harmonization (ICH, 2005). Se tomaron en 

cuenta los parámetros de linealidad, límite de detección, límite de cuantificación, 

selectividad, precisión y recuperación (ver Capítulo 3). 
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5.2.6 Análisis estadístico de los datos 

Los resultados de la cuantificación de AFM1se reportaron como media ± desviación 

estándar (DE) de tres réplicas independientes. Las diferencias entre las distintas condiciones 

experimentales y control se evaluaron mediante un análisis de varianza (ANOVA) de una 

vía, seguida de la prueba post hoc de Tukey. Se consideró un nivel de significancia de p < 

0.05. 

Adicionalmente, se ajustó un modelo de superficie de respuesta (MSR) de segundo 

orden para describir el efecto combinado del tiempo (X₁) y la amplitud (X₂) de la onda sobre 

la respuesta relativa de AFM1 (Y). Para este propósito, se emplearon los datos del DECC 

(Tabla 2) y se utilizó la forma general del modelo cuadrático (Ecuación 1) 

ϒ =β0 + β1X1 + β2X2 + β11X1
2+ β22X2

2+ β12 X1X2    (1) 

Donde ϒ: variable respuesta de AFM1 por HPLC-FLD, β0: coeficiente constante, β1 

β2: coeficiente de regresión de los términos lineales, β11 y β22: coeficientes de regresión 

cuadráticos, β12: coeficientes de interacción, X₁ y X₂ son las variables codificadas de tiempo 

y amplitud, respectivamente. 

Se evaluó la significancia estadística de los coeficientes lineales, cuadráticos y de 

interacción mediante un ANOVA del MSR, considerando p < 0.05 como criterio de 

significancia. Asimismo, se determinó el coeficiente de determinación R2. Las superficies de 

respuesta y las curvas de nivel se llevaron a cabo con el software NCSS®. 

5.3 Resultados y discusión 

La identificación de la AFM1 se confirmó mediante un tiempo de retención de 10.6 ± 

0.06 min bajo las condiciones cromatográficas establecidas. La cuantificación por HPLC-

FLD en los sistemas modelo mostró que el tratamiento por TUS modificó estadísticamente 

la señal cromatográfica de la AFM1 en comparación con el control sin tratamiento (0.8 

µg/mL, Figura 2).  

En los puntos factoriales del DECC, los tratamientos de 5 min – 70% y 3 min – 80% 

de longitud de onda generaron la mayor señal de AFM1 con 2.55 ± 0.02 µg/L y 1.72 ± 0.02 



78 

M. en C. Araceli Monter Arciniega 

µg/L, respectivamente, equivalente a incrementos 2–3 veces respecto al control. Estas 

condiciones sugieren que exposiciones breves a TUS, especialmente a baja amplitud, 

favorecen una mayor respuesta, posiblemente debido a la desagregación de la micotoxina o 

a cambios en el entorno molecular que incrementan la eficiencia de excitación/emisión del 

fluoróforo, en línea con los efectos descritos para la AFM1 en diversos microambientes 

(Aghamohammadi et al., 2007; Bagheri et al., 2018). 

Se ha documentado que la fluorescencia de las aflatoxinas puede verse afectada por el 

entorno molecular y por interacciones supramoleculares, como las descritas para AFM1 en 

presencia de ciclodextrinas o en sistemas de interacción con biomoléculas (Franco et al., 

1998; Huang et al., 2022). Asimismo, algunos estudios han mostrado que el ultrasonido 

puede promover la transformación química de AFB1 mediante cavitación acústica, oxidación 

sonoquímica y formación de ROS (Liu et al., 2019; Su et al., 2024; Jang & Min, 2025). En 

contraste, extender el tiempo a 15 min a 70 o 90% de amplitud redujo la señal a 0.58–0.60 

µg/L (aproximadamente 67–69% del control de 0.87 µg/L), lo que indica un efecto que tiende 

a disminuir la respuesta aparente a medida que se prolonga el tratamiento.  

A un tiempo fijo de 10 min, la concentración aparente de AFM1 fue significativamente 

mayor en los extremos del rango de amplitud (66% y 94%, aproximadamente 1.03 – 1.14 

veces más que el control). Los puntos factoriales en el eje a 80% de amplitud de onda (3 y 

17 min) también estuvieron por encima del mínimo central (1.72 y 0.67 µg/L, 

respectivamente). 

El modelo cuadrático permitió generar la superficie de respuesta (Figura 3). Los 

coeficientes lineales de tiempo y amplitud, así como los términos cuadráticos y de 

interacción, resultaron estadísticamente significativos (Tabla 2). Esto confirma la 

contribución conjunta de ambos factores y de su interacción al modelo obtenido a partir de 

los datos experimentales. El modelo predijo un mínimo local en torno a 10 min y 80% de 

amplitud, coincidiendo con las mediciones experimentales en el punto central (~0.25 µg/L) 

(Figura 2). En las zonas extremas del dominio experimental, la superficie de respuesta 

aumentó, como se observa en la Figura 3. 
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Figura 2. Concentración de AFM1 (µg/mL), obtenida por HPLC-FLD del DECC, incluido 

el control sin aplicación de TUS. Los resultados se reportan como media ± DE de 

experimentos independientes realizados en triplicado. a-g superíndices distintos indican 

diferencia estadísticamente significativa entre tratamientos (p < 0.05). 

 

Figura 3. Superficie de respuesta del modelo cuadrático del DECC. 
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Tabla 2. Parámetros estimados del DECC 

Parámetro 
Grados de 

libertad 

Coeficiente 

de regresión 

Error 

estándar 
Valor t 

Nivel de 

probabilidad 

Coeficiente de 

determinación 

parcial 

Intercepto 1 31.78     

Tiempo 1 -1.141 0.204 -5.58 0.001 0.33 

Amplitud 1 -0.610 0.154 -3.97 0.007 0.17 

Tiempo^2 1 0.021 0.004 5.58 0.001 0.33 

Amplitud^

2 
1 0.003 0.001 3.36 0.015 

0.12 

 

Tiempo*A

mplitud 
1 0.008 0.002 3.28 0.017 0.11 

Los términos con p < 0.05 se consideran estadísticamente significativos para explicar la variabilidad en la 

respuesta. El ajuste global del modelo se resume en el ANOVA de la Figura 3 (R2: 0.88). 

La disminución de la señal integrada en el tiempo de retención característico de la 

micotoxina puede reflejar: 1) la transformación de AFM1 en productos con menor 

fluorescencia o con tiempos de retención diferentes, 2) una redistribución de la señal en 

varios picos de baja intensidad, difíciles de integrar de manera conjunta, o 3) cambios en el 

entorno microestructural de la molécula que afectan su respuesta fluorescente, como se ha 

descrito en estudios sobre su interacción con ciclodextrinas, ADN y proteínas, donde cambios 

en el entorno químico modificaron sus propiedades (Franco et al., 1998; Huang et al., 2022; 

Jiménez-Pérez et al., 2020). 

En este contexto, la condición 10 min – 80% de amplitud de onda puede considerarse 

una región de tratamiento capaz de minimizar la respuesta cromatográfica debido a esto 

cambios. Sin embargo, la naturaleza química y el perfil toxicológico de los productos 

formados deben confirmarse mediante análisis estructurales y ensayos biológicos 

complementarios. 

La evidencia disponible indica que el efecto del ultrasonido sobre las AF depende de 

la matriz, de las condiciones de operación y de la técnica analítica empleada. En solución 

acuosa, Liu et al. (2019) demostraron que el ultrasonido de potencia puede degradar AFB1 e 

identificar productos de transformación mediante UHPLC acoplado a espectrometría de 

masas, lo que permitió proponer rutas de reacción asociadas a modificaciones en el doble 
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enlace C8=C9, en el anillo lactona y en el grupo metoxi. En una matriz más compleja, Basso 

et al., (2023) evaluaron masas de trigo contaminadas con 50 ng/g de AFB1 y aplicaron 

ultrasonido en baño a 40 kHz y a 35 °C durante 10, 30 y 60 min; en ese caso, el análisis se 

limitó a la reducción cuantitativa mediante HPLC, sin caracterización estructural de los 

productos. 

De manera complementaria, Su et al. (2024) mostraron que el ultrasonido de doble 

frecuencia aceleró la degradación de AFB1 y aumentó la generación de radicales hidroxilos, 

lo que sugiere un papel importante de la configuración acústica y de la intensidad del proceso 

sonoquímico. Por su parte, Jang y Min (2025) observaron la degradación de AFB₁ en maíz 

mediante un sistema híbrido de ultrasonido y agua activada por plasma, aunque en una matriz 

sólida y bajo un esquema tecnológico distinto. 

Estas evidencias respaldan la hipótesis de la modificación del perfil cromatográfico de 

la AFM1 en el presente estudio, relacionado con transformaciones estructurales promovidas 

por cavitación acústica y oxidación sonoquímica, en lugar de una simple pérdida analítica de 

la micotoxina. No obstante, es necesario corroborar esta hipótesis con análisis más detallados 

como espectrometría de masas, para elucidar los cambios estructurales a nivel molecular. 

Por otra parte, la aplicación de diseños de superficies de respuesta en tecnologías 

ultrasónicas se ha consolidado como una herramienta eficaz para identificar regiones óptimas 

de operación y comprender la interacción entre los parámetros del proceso (Civil et al., 2024; 

Subramanian et al., 2017; Yang et al., 2017). Diversos trabajos en procesamiento de 

alimentos han empleado diseños centrales compuestos para optimizar la extracción, la 

modificación funcional o los tratamientos de conservación mediados por ultrasonido, 

demostrando que esta aproximación estadística permite reducir el número de corridas 

experimentales (Baltrusch et al., 2025; Pham et al., 2024; Priyadharsini et al., 2023; Rheem 

et al., 2023). La estrategia aplicada en este estudio se alinea con este enfoque: el modelo 

obtenido localiza la región de mínima respuesta cromatográfica de AFM1 y señala las 

condiciones de TUS que se utilizarán posteriormente en la caracterización espectroscópica  

y en la evaluación de la viabilidad celular. 
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5.4 Conclusiones 

Los resultados obtenidos en sistemas modelo de AFM1, confirmaron que la TUS 

modifica el perfil cromatográfico de la AFM1 cuantificado por HPLC-FLD. El análisis 

mediante la metodología de superficie de respuesta evidenció que ambos factores evaluados, 

el tiempo y la amplitud, influyeron en la concentración de AFM1. El empleo de TUS, 

aplicado en condiciones centrales de operación, redujo la concentración de AFM1 

determinada por HPLC-FLD. 

Los resultados obtenidos del DECC y la superficie de respuesta permitieron la 

selección de condiciones para realizar la caracterización química de los productos generados 

y su relevancia toxicológica. 
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Capítulo 6: Evaluación espectroscópica de los cambios estructurales en aflatoxina M1 

tratada por termoultrasonicación 

6.1 Introducción 

El desarrollo de estrategias eficaces para gestionar el potencial tóxico de AFM1 

requiere ir más allá de la simple cuantificación mediante métodos cromatográficos y avanzar 

hacia la caracterización estructural de la molécula y de sus posibles productos de 

transformación. Tecnologías como la TUS generan entornos extremos de cavitación y micro 

calentamiento local capaces de inducir cambios conformacionales, alteraciones en sistemas 

π conjugados y modificaciones en el entorno de grupos funcionales clave del AFM1 (Bariya 

et al., 2023). Por ello, resulta imprescindible disponer de herramientas que permitan detectar, 

de manera directa, cambios conformacionales o de estructura fina que no siempre se reflejan 

de forma evidente en un análisis por HPLC. 

En este contexto, las técnicas espectroscópicas aportan información complementaria a 

la del HPLC-FLD, proporcionando "huellas dactilares" asociadas a los grupos cromóforos y 

a las vibraciones de los enlaces moleculares. La AFM1, al igual que otras AF, presenta una 

fluorescencia intrínseca debida a su sistema conjugado cumarínico y al anillo lactónico; bajo 

excitación en el rango de 360–365 nm y emisión alrededor de 425–435 nm, lo que permite 

su detección y cuantificación (Ghaffarian‐Bahraman et al., 2023; Rabie et al., 2024). Las 

variaciones en el entorno electrónico de la molécula, como las inducidas por la apertura del 

anillo de lactona, la alteración del doble enlace del anillo furánico o la formación de 

productos de reacción menos fluorescentes permiten evaluar el efecto de los tratamientos 

aplicados (Barbiroli et al., 2007; Bianco et al., 2012; Jiménez-Pérez et al., 2020; Peng et al., 

2023; Prandini et al., 2009). 

Por otro lado, la espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), 

especialmente con reflectancia total atenuada (ATR), proporciona una visión 

complementaria basada en las vibraciones de grupos funcionales específicos, como los 

carbonilos de lactona, funciones de éter y sistemas aromáticos conjugados, presentes en AF 

(Dutta et al., 2017; Wu et al.,2020). 
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Estudios recientes han utilizado FTIR-ATR para analizar la interacción de la AFM1 

con las proteínas de la leche, mostrando cambios en las bandas amidas y en la región 1700-

1600 cm⁻¹, indicando alteraciones en la estructura secundaria de las proteínas y una fuerte 

afinidad con la micotoxina por estos sistemas (Harshitha et al., 2023; Yao et al., 2020). 

Harshitha et al. (2023) evaluaron proteínas lácteas mediante ATR-FTIR acoplado a la 

quimiometría y encontraron que la región amida I resultó especialmente informativa para 

detectar cambios conformacionales inducidos por AFM1. 

De manera complementaria, Jiménez-Pérez et al. (2020) estudiaron la interacción entre 

AFM1 y α-lactoalbúmina bovina mediante espectroscopía de fluorescencia, espectroscopía 

UV y modelado molecular, lo que evidenció la formación de complejos y cambios en el 

microentorno proteico. Esta sensibilidad a pequeños cambios en el entorno químico hace que 

la FTIR sea una herramienta funcional para detectar modificaciones o desplazamientos de 

grupos funcionales. 

Las pruebas disponibles sobre otras micotoxinas refuerzan la pertinencia de este 

enfoque. En el caso de la AFB1, se ha demostrado que la ultrasonicación de potencia y otras 

tecnologías físicas, pueden degradar la molécula rompiendo el doble enlace C8 = C9 del 

anillo furano, la modificación de la lactona y la alteración de los grupos metoxi, con la 

consiguiente reducción de la bioactividad y toxicidad (Anjum et al., 2020; Jaiswal et al., 

2018; Taheur et al., 2020). Asimismo, estudios previos han descrito productos de 

degradación de AFM1, generados por tecnologías de plasma frío que comparten el patrón de 

pérdida de doble enlace en el anillo del furano, asociado con una disminución del potencial 

bioactivo de la micotoxina (Liu et al., 2019; Nguyen et al., 2022, 2025). Este trasfondo indica 

que la TUS puede inducir transformaciones estructurales detectables por espectroscopía y, 

potencialmente, relacionadas con cambios en el perfil toxicológico. 

En este capítulo se presentan los resultados obtenidos al evaluar el efecto de la TUS 

sobre AFM1 bajo distintas combinaciones de tiempo y amplitud, definidas mediante un 

DECC. Para cumplir el objetivo de caracterizar los cambios inducidos por TUS mediante 

distintas herramientas analíticas, el capítulo integra dos manuscritos complementarios. El 

primero aborda la evaluación espectroscópica mediante UV, fluorescencia y FTIR, mientras 

que el segundo se centra en la caracterización mediante espectrometría de masas. En 
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conjunto, estos análisis permitieron identificar modificaciones en la absorción, la emisión, 

las regiones vibratorias y los productos de transformación de la molécula, y posteriormente 

contrastarlas con la viabilidad celular descrita en el Capítulo 7. 

Referencias 

Anjum, T., Iram, W., Iqbal, M., Ghaffar, A., & Abbas, M. (2020). Identification of 

degradation products of aflatoxin B1 and B2 resulting after their biodetoxification by 

aqueous extracts of Acacia nilotica. World Mycotoxin Journal, 13(4), 499–514. 

https://doi.org/10.3920/WMJ2018.2411 

Barbiroli, A., Bonomi, F., Benedetti, S., Mannino, S., Monti, L., & Cattaneo, T. (2007). 

Binding of aflatoxin M1 to different protein fractions in ovine and caprine milk. Journal 

of Dairy Science, 90, 532–540. https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(07)71536-9 

Bariya, A. R., Rathod, N. B., Patel, A. S., Nayak, J. K. B., Ranveer, R. C., Hashem, A., Abd-

Allah, E. F., Ozogul, F., Jambrak, A. R., & Rocha, J. M. (2023). Recent developments 

in ultrasound approach for preservation of animal origin foods. Ultrasonics 

Sonochemistry, 101, 106676. https://doi.org/10.1016/j.ultsonch.2023.106676 

Bianco, G., Russo, R., Marzocco, S., Velotto, S., Autore, G., & Severino, L. (2012). 

Modulation of macrophage activity by aflatoxins B1 and B2 and their metabolites 

aflatoxins M1 and M2. Toxicon, 59, 644–650. 

https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2012.02.010 

Dutta, A. (2017). Fourier transform infrared spectroscopy. En S. Thomas, R. Thomas, A. K. 

Zachariah, & R. K. Mishra (Eds.), Spectroscopic methods for nanomaterials 

characterization (pp. 73–93). Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-323-46140-

5.00004-2 

Ghaffarian-Bahraman, A., Mohammadi, S., & Dini, A. (2023). Occurrence and risk 

characterization of aflatoxin M1 in milk samples from southeastern Iran using the margin 

of exposure approach. Food Science & Nutrition, 11(11), 7100–7108. 

https://doi.org/10.1002/fsn3.3634 

Harshitha, C. G., Sharma, N., Singh, R., Sharma, R., Gandhi, K., & Mann, B. (2023). 

Interaction study of aflatoxin M1 with milk proteins using ATR-FTIR. Journal of Food 

Science and Technology, 60(1), 64–72. https://doi.org/10.1007/s13197-022-05587-x  

Jaiswal, P., Jha, S. N., Kaur, J., Borah, A., & Ramya, H. G. (2018). Detection of aflatoxin 

M1 in milk using spectroscopy and multivariate analyses. Food Chemistry, 238, 209–

214. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.07.150 

Jiménez-Pérez, C., Tello-Solís, S. R., Gómez-Castro, C. Z., Alatorre-Santamaría, S., & 

Rodríguez-Serrano, G. M. (2020). Spectroscopic studies and molecular modelling of the 

aflatoxin M1-bovine α-lactalbumin complex formation. Journal of Photochemistry and 

https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(07)71536-9
https://doi.org/10.1016/j.ultsonch.2023.106676
https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2012.02.010
https://doi.org/10.1016/B978-0-323-46140-5.00004-2
https://doi.org/10.1016/B978-0-323-46140-5.00004-2


89 

M. en C. Araceli Monter Arciniega 

Photobiology B: Biology, 209, 111957. 

https://doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2020.111957 

Liu, Y., Li, M., Liu, Y., & Bian, K. (2019). Structures of reaction products and degradation 

pathways of aflatoxin B1 by ultrasound treatment. Toxins, 11(9), 526. 

https://doi.org/10.3390/toxins11090526 

Nguyen, T., Palmer, J., Loo, T., Shilton, A., Petcu, M., Newson, H. L., & Flint, S. (2022). 

Investigation of UV light treatment (254 nm) on the reduction of aflatoxin M1 in skim 

milk and degradation products after treatment. Food Chemistry, 390, 133165. 

https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2022.133165 

Nguyen, T., Palmer, J., Pedley, J., Petcu, M., Newson, H. L., Keener, K., & Flint, S. (2025). 

The effect of variations in cold plasma conditions on the detoxification of aflatoxin M1 

and degradation products. International Dairy Journal, 160, 106103. 

https://doi.org/10.1016/j.idairyj.2024.106103 

Peng, Z., Zhang, Y., Ai, Z., Pandiselvam, R., Guo, J., Kothakota, A., & Liu, Y. (2023). 

Current physical techniques for the degradation of aflatoxins in food and feed: Safety 

evaluation methods, degradation mechanisms and products. Comprehensive Reviews in 

Food Science and Food Safety, 22(5), 4030–4052. https://doi.org/10.1111/1541-

4337.13197 

Prandini, A., Tansini, G., Sigolo, S., Filippi, L., & Laporta, M. (2009). On the occurrence of 

aflatoxin M1 in milk and dairy products. Food and Chemical Toxicology, 47, 984–991. 

https://doi.org/10.1016/j.fct.2007.10.005 

Rabie, M., Movassaghghazani, M., & Mogaddam, M. R. A. (2024). HPLC-FLD 

determination of aflatoxins M1 and M2 in raw cow milk samples using in-syringe gas-

controlled density tunable solidification of a floating organic droplet-based dispersive 

liquid-liquid microextraction method. RSC Advances, 14(8), 5077–5084. https://doi.org/ 

10.1039/D3RA04149B 

Taheur, F. B., Mansour, C., Jeddou, K. B., Machreki, Y., Kouidhi, B., Abdulhakim, J. A., & 

Chaieb, K. (2020). Aflatoxin B1 degradation by microorganisms isolated from 

Kombucha culture. Toxicon, 179, 76–83. https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2020.03.004 

Yao, W., Liu, R., Zhang, F., Li, S., Huang, X., Guo, H., ... & Zhong, G. (2022). Detecting 

aflatoxin B1 in peanuts by fourier transform near-infrared transmission and diffuse 

reflection spectroscopy. Molecules, 27(19), 6294. 

https://doi.org/10.3390/molecules27196294  

Wu, Q., & Xu, H. (2020). Design and development of an on-line fluorescence spectroscopy 

system for detection of aflatoxin in pistachio nuts. Postharvest Biology and Technology, 

159, 111016. https://doi.org/10.1016/j.postharvbio.2019.111016 

 

https://doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2020.111957
https://doi.org/10.1016/j.fct.2007.10.005


90 

M. en C. Araceli Monter Arciniega 

Evaluación de los cambios estructurales en aflatoxina M1 tratada por 1 

termoultrasonicación 2 

Araceli Monter-Arciniega1, Salvador R Tello-Solís2, Nelly Del Socorro Cruz-Cansino1, 3 

Carlos Jiménez-Pérez3, Angélica Saraí Jiménez-Osorio4, Araceli Castañeda-Ovando5, 4 

Gabriela Mariana Rodríguez-Serrano6* 5 

1Área Académica de Nutrición, Universidad Autónoma del Estado de Hidalgo, 42160 6 

Hidalgo, México 7 
2Departamento de Química, Universidad Autónoma Metropolitana, 09310 Ciudad de 8 

México, México. 9 
3Departamento Ciencias de la Alimentación, Universidad Autónoma Metropolitana, 52005 10 

Lerma de Villada, Estado de México  11 
4Area Académica de Enfermería, Universidad Autónoma del Estado de Hidalgo, 42160 12 

Hidalgo, México 13 
5Química de los Alimentos, Universidad Autónoma del Estado de Hidalgo, 42183 Hidalgo, 14 

México 15 
6Departamento de Biotecnología, Universidad Autónoma Metropolitana, 09310 Ciudad de 16 

México, México 17 
*Autor de correspondencia: gmrs@xanum.uam.mx 18 

Introducción 19 

Las micotoxinas son metabolitos secundarios tóxicos producidos principalmente por especies 20 

de Aspergillus, Penicillium y Fusarium, responsables de contaminar una amplia gama de 21 

materias primas y alimentos procesados, con repercusiones relevantes para la inocuidad 22 

alimentaria y la salud pública a nivel mundial (Kępińska-Pacelik & Biel, 2021; de Melo 23 

Nazareth et al., 2024). Las AF constituyen uno de los grupos de mayor interés por su alta 24 

toxicidad, estabilidad y frecuencia de detección en la cadena alimentaria (Benkerroum, 2020; 25 

Nazhand et al., 2020). 26 

La AFM1 se produce a partir de la biotransformación hepática de la AFB1 en el sistema 27 

enzimático del citocromo P450. Este proceso incorpora un grupo hidroxilo en la posición 4 28 

de la molécula y genera un metabolito más polar que se excreta principalmente a través de la 29 

leche de animales lactantes que consumen piensos contaminados (Bbosa et al., 2013; Zhang 30 
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et al., 2016). Aunque la AFM1 muestra menor potencial carcinogénico en comparación con 31 

su precursor, ha sido clasificada, junto con otras AF, como carcinógeno del Grupo 1 para 32 

humanos por la IARC, debido a su asociación con hepatocarcinoma y otros efectos adversos 33 

crónicos (IARC, 2022). Su presencia habitual en leche y derivados plantea un riesgo 34 

particular para lactantes, niños y otros grupos vulnerables con alto consumo relativo de 35 

productos lácteos (Escobar et al., 2023; Gao et al., 2021). 36 

Desde el punto de vista estructural, las AF son compuestos policíclicos de tipo difurano-37 

cumarínico, con un sistema de anillos fusionados que incluye una lactona cíclica y un anillo 38 

furano, elementos clave en su reactividad y toxicidad (Nji et al., 2023). La AFM1 conserva 39 

el esqueleto básico de la AFB1, pero el grupo hidroxilo adicional modifica su polaridad, 40 

solubilidad y afinidad por proteínas, así como sus propiedades espectrales (Li et al., 2020; 41 

Ramadan et al., 2022) (Figura 4). Una de las principales dificultades en el control de la AFM1 42 

radica en su notable termoestabilidad (Pichardo-Matamoros et al., 2020). Diversos estudios 43 

han mostrado que esta micotoxina puede resistir los tratamientos térmicos convencionales, 44 

como la pasteurización y la UHT, manteniéndose en la leche comercial en niveles detectables 45 

e incluso, en algunos casos, por encima de los límites regulatorios en determinados contextos 46 

geográficos (Foerster et al., 2023; Monter-Arciniega et al., 2025; Rahimzadeh et al., 2023; 47 

Sumon et al., 2021; Xiong et al., 2022). En consecuencia, la sola cuantificación analítica, 48 

aunque imprescindible, no basta para asegurar una reducción efectiva del riesgo, se requieren 49 

estrategias que actúen que demuestren que los productos de transformación presentan menor 50 

toxicidad, menor biodisponibilidad o capacidad de inducir efectos biológicos adversos. 51 
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   52 

Figura 4. Estructura química de AFB1 y AFM1. 53 

 54 

En este marco, la TUS se ha propuesto como una tecnología emergente con potencial para 55 

promover modificaciones químicas mediante la combinación de temperatura moderada y 56 

cavitación acústica (Asaithambi et al., 2022). El colapso violento de microburbujas durante 57 

la cavitación genera zonas localizadas de alta temperatura, presión y formación de radicales 58 

reactivos, capaces de alterar enlaces críticos en moléculas orgánicas que requieren 59 

caracterización estructural y validación biológica complementaria. (Crudo et al., 2014; Shen 60 

et al., 2017). En el caso de las AF, se ha demostrado que el ultrasonido de alta intensidad 61 

puede inducir la ruptura del doble enlace 8-9 y modificaciones en el anillo de lactona, con 62 

una reducción concomitante de la bioactividad de AF en sistemas modelo (Jang, et al., 2025; 63 

Mortazavia et al., 2015). Estos hallazgos sugieren que al aplicar la TUS en condiciones 64 

adecuadas, podrían promover transformaciones estructurales en AFM1 y modificar su 65 

potencial toxico. 66 

La caracterización detallada de estos cambios requiere el empleo de herramientas analíticas 67 

que sean sensibles a las variaciones en la estructura o distribución electrónica y en las 68 

vibraciones de los enlaces y va más allá de la observación directa de la disminución de la 69 

señal cromatográfica obtenida por HPLC-FLD. La espectroscopía de fluorescencia y la 70 

AFB1 AFM1 
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espectroscopía FTIR resultan particularmente idóneas para este fin, puesto que facilitan la 71 

detección de alteraciones en los cromóforos responsables de la emisión intrínseca de AFM1, 72 

así como en las bandas relacionadas con grupos funcionales esenciales como la lactona, el 73 

carbonilo y los enlaces C–O–C (Ahuja et al., 2023; Gachara et al., 2025; Jaiswal et al., 2018). 74 

Este estudio tuvo como objetivo evaluar los cambios estructurales o electrónicos, mediante 75 

técnicas espectroscópicas, inducidos por el tratamiento de la AFM1 mediante TUS como 76 

propuesta para modificar su potencial toxicológico. 77 

MATERIALES Y MÉTODOS 78 

Reactivos y estándares 79 

El estándar de AFM1 (Enzo Life Sciences®, Nueva York, EE. UU.) se utilizó como 80 

referencia analítica. Se emplearon ACN grado cromatográfico, fosfato mono-potásico y 81 

fosfato dipotásico (J.T. Baker®, EE. UU.). El agua desionizada se obtuvo de un sistema de 82 

purificación Millipore Rephile (Rephile Bioscience®, India). Todas las disoluciones acuosas 83 

fueron preparadas con agua desionizada. 84 

Preparación de la solución estándar 85 

La solución madre de AFM1 se preparó en ACN a una concentración de 100 µg/mL. 86 

Posteriormente, en solución amortiguadora de fosfatos (PBS, 0.1 mM, pH 6.8), se preparó 87 

una concentración de 0.8 µg/mL de AFM1, para llevar a cabo cada experimento del DECC. 88 

Las disoluciones se almacenaron en frascos de vidrio ámbar a 4 °C y protegidas de la luz 89 

para preservar su estabilidad durante el período de análisis. 90 

Diseño Experimental Central Compuesto 91 

Las condiciones de tratamiento por TUS se definieron mediante un DECC con dos factores: 92 

Tiempo (5 – 15 min) y amplitud de onda ultrasónica (70 – 90%). Se incluyeron puntos 93 

factoriales (4), axiales (4) y réplicas en el punto central (4). La Tabla 3 presenta la 94 
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combinación de niveles codificados y reales de tiempo y amplitud seleccionados, la 95 

temperatura inicial y final de cada tratamiento. 96 

Tabla 3. Diseño experimental central compuesto 97 

Código 
Tiempo 

(min) 

Amplitud 

(%) 

-1, -1 5 70 

-1, +1 5 90 

+1, -1 15 70 

+1, +1 15 90 

-α, 0 3 80 

+α, 0 17 80 

0, -α 10 66 

0, +α 10 94 

0, 0 10 80 

0, 0 10 80 

0, 0 10 80 

0, 0 10 80 

En todos los ensayos del DECC, la temperatura de entrada se mantuvo en promedio a 38 ± 0.3 °C y la 

temperatura de salida a 45 ± 0.9 °C 

Termoultrasonicación 98 

Las alícuotas de 15 mL de la solución de AFM1 (0.2 µg/mL en PBS, pH 6.8) se sometieron 99 

de forma independiente a TUS en cada condición del diseño experimental. Se utilizó un 100 

procesador ultrasónico de sonda (Cole-Parmer Instrument Company®, Illinois, EE. UU.; 101 

potencia nominal 130 W; 50/60 kHz; 220 VAC), acoplado a un baño de recirculación que 102 

mantuvo la temperatura de la celda a 40 °C para evitar sobrecalentamiento de la solución 103 

durante la sonicación. Al finalizar cada tratamiento, las muestras se enfriaron inmediatamente 104 

en un baño de hielo y se almacenaron a 4 °C, protegidas de la luz, hasta su análisis. Una 105 
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alícuota no sometida a TUS, conservada en las mismas condiciones de almacenamiento, se 106 

utilizó como control. 107 

Energía ultrasónica total entregada 108 

Para determinar el efecto del tratamiento por TUS sobre la AFM1, se calcularon los valores 109 

de energía ultrasónica total y específica aplicados en cada tratamiento experimental (Tabla 110 

4). Los cálculos se realizaron considerando la potencia máxima del equipo ultrasónico (130 111 

W), el porcentaje de amplitud utilizado en cada tratamiento y la duración del tratamiento 112 

expresada en segundos. Se ajustó la potencia efectiva según el porcentaje de amplitud 113 

empleada utilizando la ecuación 2: 114 

𝑃𝑒𝑓𝑒𝑐𝑡𝑖𝑣𝑎  = 𝑃𝑚á𝑥  ×  (
𝐴

100
)

2
    (2) 115 

Donde Pefectiva: Potencia efectiva (W); Pmax: Potencia máxima del equipo; A: Porcentaje de 116 

amplitud de onda ultrasónica. La potencia efectiva para cada condición se estimó a partir de 117 

la potencia máxima del equipo ultrasónico (130 W; modelo Cole-Parmer Instrument 118 

Company, 130 vatios), ajustada en función de la amplitud (%). Posteriormente, la energía 119 

ultrasónica total para cada tratamiento se calculó con la Ecuación (3). 120 

𝐸𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 =  𝑃𝑒𝑓𝑒𝑐𝑡𝑖𝑣𝑎 ×  𝑡    (3) 121 

Donde Etotal: Energía total (J); Pefectiva: Potencia efectiva (W); t: Tiempo de tratamiento (s). 122 

Finalmente, se obtuvo la energía específica por mL de muestra tratada, utilizando la ecuación 123 

4. 124 

𝐸𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎  =  
𝐸𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑉
    (4) 125 

 126 

Donde Eespecífica: Energía por mililitro (J/mL); Etotal: Energía total (J); V: Volumen de la 127 

muestra (mL). Cada tratamiento se aplicó a un volumen constante de muestra de 15 mL, lo 128 
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que permitió calcular la energía específica en J/mL. Estos valores fueron considerados como 129 

una variable cuantitativa auxiliar en el análisis de los cambios estructurales inducidos por 130 

TUS, particularmente en los espectros UV y de fluorescencia, donde se evaluó la posible 131 

relación entre la energía aplicada y la intensidad de los picos característicos. 132 

Tabla 4. Valores del cálculo de energía total de cada tratamiento de TUS 133 

Tratamiento Potencia (W) Energía (J) 

5 min – 70% 63.70 19,110.00 

5 min – 90% 105.30 31,590.00 

15 min – 70% 63.70 57,330.00 

15 min – 90% 105.30 94,770.00 

3 min – 80% 83.20 14,976.00 

17 min – 80% 83.20 84,864.00 

10 min – 66% 56.63 33,976.80 

10 min – 94% 114.87 68,920.80 

10 min – 80% 83.20 49,920.00 

10 min – 80% 83.20 49,920.00 

10 min – 80% 83.20 49,920.00 

10 min – 80% 83.20 49,920.00 

 

Análisis UV y fluorescencia 134 

Para estimar la energía asociada a las transiciones electrónicas inducidas por radiación 135 

electromagnética, se empleó la ecuación 5. 136 

𝐸 =  
ℎ×𝑐

𝜆
    (5) 137 

Donde E: Energía en J; h: Constante de Planck (6.626 × 10⁻³⁴ Js); c: Velocidad de la luz en 138 

el vacío (3.00 × 10⁸ m/s); λ: Longitud de onda (m). Este cálculo se aplicó a las longitudes de 139 

onda utilizadas en espectroscopía UV y de fluorescencia para AFM1(365 nm en UV y 428 140 
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nm para emisión de fluorescencia). Estos valores de energía se consideraron como referencia 141 

teórica para discutir la relación entre la energía del fotón incidente y la estabilidad de los 142 

enlaces moleculares más relevantes del AFM1. 143 

Espectroscopía ultravioleta 144 

Los espectros de absorción UV de AFM1 se obtuvieron en un espectrofotómetro (UV-1800, 145 

Shimadzu®, Tokio, Japón). Para cada medición, se colocó 1.0 mL de la solución de AFM1, 146 

tanto el control como los tratamientos del DECC, en una celda de cuarzo con una trayectoria 147 

óptica de 1 cm. Los espectros se registraron en el intervalo de 200–400 nm, utilizando PBS 148 

(0.1 mM, pH 6.8) como blanco para la corrección de la línea base 149 

Espectroscopía de fluorescencia 150 

Las mediciones de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorómetro PC1 (ISS®, 151 

Champaign, IL, EE. UU.) equipado con soporte de celda con control de temperatura mediante 152 

chaqueta de circulación de agua y agitación magnética. Se colocaron 3.0 mL de la solución 153 

de AFM1 en una celda de cuarzo y se mantuvo la temperatura en 25 ± 1 °C. La longitud de 154 

onda de excitación se fijó en 365 nm y los espectros de emisión se registraron entre 390–470 155 

nm. El PBS se utilizó como blanco para la corrección de la línea base de cada espectro. 156 

Espectroscopía en el infrarrojo por transformada de Fourier 157 

Para el análisis FTIR, 3 mL de la solución de AFM1 se llevaron a sequedad en un baño seco 158 

a 40 °C. El residuo seco se resuspendió en 50 µL de ACN y se homogeneizó mediante un 159 

vortex (Gen-2, G560, Scientific Industries®, Bohemia, EE. UU). Posteriormente, se depositó 160 

una alícuota de 10 µL sobre un accesorio de ATR acoplado a un espectrómetro FTIR (GX, 161 

PerkinElmer®, EE. UU.), equipado con cristal de diamante (Pike Technologies®, EE. UU.). 162 

Los espectros se registraron en el intervalo de 4000–400 cm⁻¹, con resolución de 4 cm⁻¹ y 163 

acumulación de 32 escaneos por muestra. Antes de cada medición, se registró un espectro de 164 
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fondo y entre muestras, el cristal se limpió con etanol absoluto. El ACN se empleó para la 165 

corrección de los espectros y como referencia para discriminar las bandas atribuibles 166 

exclusivamente a AFM1. 167 

Análisis estadístico 168 

El análisis estadístico se realizó mediante modelos de regresión cuadrática múltiple. Los 169 

datos se analizaron con el software NCSS® (LLC, Kaysville, Utah, EE. UU.). Se ajustaron 170 

modelos polinomiales de segundo orden que incluyeron términos lineales, cuadráticos e 171 

interacción para cada variable de respuesta de acuerdo con la ecuación 6. 172 

ϒ =β0 + β1X1 + β2X2 + β11X1
2+ β22X2

2+ β12 X1X2   (6) 173 

Donde ϒ: Variable respuesta de AFM1 por espectroscopía, β0: Coeficiente constante, β1 β2: 174 

Coeficiente de regresión de los términos lineales, β11 y β22: Coeficientes de regresión 175 

cuadráticos, β12: Coeficientes de interacción, X₁ y X₂: Variables codificadas de tiempo y 176 

amplitud, respectivamente. 177 

La significancia estadística de los coeficientes del modelo se evaluó mediante ANOVA, 178 

considerando un nivel de significancia de p < 0.05. Se calcularon los coeficientes de 179 

determinación (R2) y se emplearon para generar el MSR sobre las variables espectroscópicas 180 

seleccionadas. 181 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 182 

Análisis de la absorción UV del DECC 183 

Los espectros UV de la AFM1 de las combinaciones del DECC (Figura 5A–D) mostraron un 184 

máximo alrededor de 360 nm y otros ubicados en la región de 210–260 nm, asociados al 185 

sistema difurano–cumarínico de la molécula (Jiménez-Pérez et al., 2020). La ausencia de 186 

desplazamientos batocrómicos o hipsocrómicos del máximo principal indica que, bajo las 187 
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condiciones experimentales, el cromóforo responsable de la absorción en la región UV se 188 

mantiene sin cambios (Liu et al., 2020). 189 

Los espectros correspondientes a las condiciones 5 – 15 min; y 70 – 90% (Figura 5B) 190 

presentaron modificaciones en la intensidad de absorbancia en las regiones de 220 a 260 nm 191 

y en el entorno de 360 nm, sin cambios notables en la posición del pico máximo. En 192 

particular, los tratamientos de menor duración y amplitud intermedia mostraron una ligera 193 

disminución en la absorbancia global, mientras que las combinaciones de mayor duración y 194 

amplitud tendieron a incrementar la señal en 360 nm. Este comportamiento podría sugerir 195 

que las alteraciones en el microentorno de la AFM1 pueden dar lugar a la formación de otras 196 

especies moleculares, pero conservando parte de la estructura de la AFM1 (Kurup et al., 197 

2022). 198 

En el tratamiento de 3 min – 80%, se observó un aumento de la absorbancia en 360 nm, 199 

mientras que la condición de 17 min – 80%, mostró una tendencia opuesta con reducción de 200 

intensidad en la región de 220–260 nm (Figura 5C). Las amplitudes 66 y 94% generaron 201 

perfiles intermedios, en los que la forma del espectro se conserva, pero con variaciones en la 202 

altura de los picos. Estas diferencias, aunque sutiles, son consistentes con efectos 203 

dependientes de la energía ultrasónica específica aplicada, tal como se ha descrito para la 204 

degradación parcial de AF en sistemas acuosos tratados con ultrasonido de potencia (Lui et 205 

al., 2019ab, 2022). 206 

Las réplicas en el punto central (Figura 5D) mostraron una elevada reproducibilidad del perfil 207 

espectral, presentando reducciones en la absorbancia de 210–260 nm en comparación con el 208 

control y valores prácticamente idénticos en la región de 360 nm. Este hallazgo indica que, 209 

bajo condiciones moderadas de TUS, la AFM1 conserva en gran medida su estructura 210 

cromófora, sugiriendo que cualquier modificación estructural ocurre principalmente en 211 
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combinación con energías específicas mayores, más que en el punto central del diseño. En 212 

conjunto, los espectros UV sugieren que TUS induce cambios cuantitativos en la respuesta 213 

de absorción de AFM1, sin embargo, no provocan desplazamientos importantes en los picos 214 

máximos, lo que resulta compatible con transformaciones parciales en el sistema conjugado 215 

o con la coexistencia de AFM1 y posibles productos de reacción con estructura similar, más 216 

que con una degradación completa de la molécula (He et al., 2021; Stanley et al., 2020). 217 

 218 

Figura 5. Espectros de absorción UV del DECC en el intervalo de la longitud de onda de 219 

200–400 nm. AFM1 (control); (B) condiciones del DECC; (C) condiciones axiales; (D) 220 

réplicas en el punto central. 221 

Análisis de emisión de fluorescencia de los puntos de DECC 222 

El espectro de fluorescencia de la solución control de AFM1 (Figura 6A) presentó un pico 223 

característico con un máximo entre 426–430 nm, en concordancia con lo reportado para esta 224 

micotoxina tras excitación a 365 nm (Jiménez-Pérez et al., 2020). La forma de la banda es 225 
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característica del cromóforo furanocumarínico de la AFM1 (control) (Jaiswal et al., 2018; 226 

Stanley et al., 2020). 227 

Los espectros correspondientes a cada condición del DECC (Figura 6B) conservaron el perfil 228 

de la AMF1 (control). Las combinaciones de menor tiempo y amplitud intermedia (5 min – 229 

70 y 90%) mostraron incrementos respecto al control de AMF1, mientras que algunas 230 

condiciones de mayor tiempo y/o amplitud presentaron valores menores a la AMF1 sin 231 

tratamiento por TUS. En las condiciones aplicadas, la longitud de onda de emisión de 232 

fluorescencia para cada condición evaluada del DECC fue la misma (428 nm); al comparar 233 

los tratamientos entre sí, la variación se observó en la intensidad máxima de fluorescencia 234 

(u.a., unidades arbitrarias). La condición de 5 min – 70% mostró la mayor señal de 235 

fluorescencia con respecto a la AFM1 control, sugiriendo que bajo estas condiciones las 236 

modificaciones en el microentorno estructural del cromóforo principal (cumarina) de la 237 

AFM1 promueven una mayor emisión de fluorescencia (Liu et al., 2019b; Soltanabadi et al., 238 

2024). 239 

La Figura 6C ilustra las condiciones axiales del DECC. El tratamiento de menor duración (3 240 

min – 80%) generó el incremento mayor en la intensidad de emisión, ubicado en 426–430 241 

nm. Por otro lado, las condiciones de 17 min – 80% y las amplitudes extremas demostraron 242 

una disminución de la señal en comparación con el control. Estas variaciones se alinean con 243 

efectos dependientes de la energía ultrasónica específica, en donde niveles intermedios de 244 

energía promueven la exposición de cromóforos o leves cambios conformacionales, en tanto 245 

que energías elevadas podrían facilitar procesos de formación de especies no fluorescentes o 246 

agregados (Liu et al., 2019b; Liu et al., 2022). 247 

Los puntos centrales del DECC (Figura 6D) mostraron espectros reproducibles, con curvas 248 

superpuestas y una intensidad ligeramente inferior a la AMF1 (control). Por lo tanto, la 249 
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mayoría de los tratamientos con TUS modifican la intensidad de fluorescencia por 250 

apagamiento o por mayor emisión, excepto para los tratamientos de 15 min (Figura 6B), 251 

afectando el microambiente estructural de la AFM1. Los cambios de aumento de emisión de 252 

fluorescencia son mayores que los de apagamiento de fluorescencia. 253 

 254 

Figura 6. Espectros de fluorescencia del DECC en el intervalo de la longitud de onda de 255 

390 - 470 nm. AFM1 (control); (B) condiciones del DECC; (C) condiciones axiales; (D) 256 

réplicas en el punto central. 257 

Superficie de respuesta de la absorbancia UV del DECC 258 

Para optimizar el efecto conjunto del tiempo y la amplitud de TUS sobre la respuesta 259 

espectral de absorción de AFM1 a 365 nm se realizó el análisis por medio del DECC. El 260 

ajuste global mostró un coeficiente de determinación R2 = 0.61. Ninguno de los coeficientes 261 

individuales alcanzó significancia estadística (p < 0.05) (Tabla S1). Estos resultados sugieren 262 

que el modelo indica parcialmente la tendencia general de la respuesta. La Figura 7 ilustra el 263 
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MSR para la absorbancia en función del tiempo y la amplitud del tratamiento aplicado. En la 264 

región de tiempos cortos (~5 min) y amplitudes bajas (~70%), se observó una disminución 265 

de la absorbancia (ver curvas de contorno). A tiempos más prolongados (10 – 15 min), el 266 

modelo predice nuevamente valores menores de absorbancia, especialmente cuando la 267 

amplitud se aproxima al límite superior del diseño. 268 

No obstante, dado que el R2 es moderado (0.61; Tabla S1) y los coeficientes no muestran una 269 

diferencia estadísticamente significativa respecto a cero al nivel convencional de p < 0.05, la 270 

superficie de respuesta debe interpretarse como una herramienta exploratoria. En este 271 

contexto, el MSR proporciona una visualización de la tendencia general del sistema y permite 272 

identificar regiones de interés, para investigaciones futuras. 273 

 274 
Figura 7. Superficie de respuesta del DECC donde se muestra la absorbancia de AFM1 a 275 

365 nm en función del tiempo y la amplitud del tratamiento por TUS. 276 

Superficie de respuesta de la intensidad de fluorescencia del DECC 277 
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A partir de un modelo de segundo orden se generó el MSR utilizando la intensidad máxima 278 

de emisión de fluorescencia. El ajuste del coeficiente de determinación fue de R2 = 0.97, 279 

indicando que el modelo se ajusta bien a los datos reales. Los coeficientes lineales de ambos 280 

factores fueron negativos, mientras que los términos cuadráticos resultaron positivos y 281 

estadísticamente significativos, con un mínimo definido en el centro del dominio 282 

experimental. 283 

En la cuantificación de la emisión de fluorescencia, AFM1 mostró coincidencias en los 284 

puntos máximos obtenidos a 5 min – 70% y 15 min – 90%, con lo observado en la absorción 285 

UV. Al excitarse a 365 nm, el pico de emisión alrededor de 428 nm correspondió a las 286 

variaciones de tiempo y amplitud de la TUS, con intensidades que se concentraron en un 287 

intervalo aproximado de 1.05 × 106 a 1.25 × 106 u.a. Esta interpretación es consistente con 288 

lo reportado por Jiménez-Pérez et al. (2020), quienes demostraron que la fluorescencia de 289 

AFM1 cambia de manera apreciable cuando la micotoxina interactúa con la α-lactoalbúmina 290 

bovina, debido a modificaciones en su microentorno y a la formación de complejos 291 

moleculares, detectables también mediante el modelado molecular. 292 

Aunque en el presente estudio AFM1 se evaluó en un sistema modelo distinto, estos 293 

antecedentes respaldan la idea de que su señal fluorescente constituye una herramienta 294 

particularmente sensible para detectar perturbaciones estructurales finas, incluso cuando los 295 

cambios en la absorbancia son más discretos. En este sentido, la respuesta observada indica 296 

que la fluorescencia tiene mayor sensibilidad a las alteraciones inducidas por la TUS (Tabla 297 

S2).  298 

Las condiciones de los puntos centrales de DECC generaron un mínimo de fluorescencia 299 

(extinción de fluorescencia) (Figura 8), flanqueada por regiones de mayor intensidad hacia 300 

los extremos de tiempo y amplitud. Desde una perspectiva molecular, este patrón puede 301 
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interpretarse como el resultado de cambios en el microentorno estructural de AFM1 o en su 302 

organización conformacional por la aplicación de la TUS, en ciertas combinaciones de 303 

tiempo y amplitud podrían predominar estados de menor emisión de fluorescencia, mientras 304 

que en los bordes del espacio experimental se favorecerían configuraciones más expuestas 305 

del cromóforo que benefician la emisión. 306 

 307 

Figura 8. Superficie de respuesta del DECC donde se muestra la intensidad de 308 

fluorescencia de la AFM1 en función del tiempo y la amplitud del tratamiento por TUS. La 309 

superficie muestra los valores de intensidad de emisión a 428 nm. 310 

Energía ultrasónica específica aplicada y su relación con los cambios espectrales 311 

La Figura 9 resume la energía ultrasónica específica aplicada en cada una de las condiciones 312 

de TUS, expresada en J/mL. Los tratamientos que combinan tiempos prolongados y 313 

amplitudes altas generaron las energías más elevadas, con valores de alrededor de 6,300 J/mL 314 

y 5,600 J/mL, mientras que las combinaciones de menor tiempo y amplitud se situaron por 315 

debajo de 1,500 J/mL. Estas diferencias proporcionan un marco cuantitativo para interpretar 316 

los efectos observados en la espectroscopía. Las condiciones asociadas a energías 317 
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intermedias coincidieron con la zona del “valle” en el MSR de fluorescencia, donde la señal 318 

mostró sus menores intensidades, mientras que los extremos de los valores de la energía 319 

ultrasónica específica se relacionaron con incrementos moderados de la emisión. 320 

Este comportamiento sugiere que la cavitación ultrasónica no actúa de manera lineal sobre 321 

el entorno microestructural de AFM1, existe un intervalo de energía en el que podrían 322 

favorecerse estados de menor emisión de fluorescencia y regiones de baja o muy alta energía 323 

donde la reorganización conformacional favorece una mayor emisión. 324 

El ultrasonido de alta intensidad indica que el aumento de energía específica incrementa el 325 

número y la intensidad de los eventos de cavitación, generando gradientes locales de 326 

temperatura y presión, así como ROS capaces de alterar interacciones no covalentes y el 327 

empaquetamiento de moléculas orgánicas, sin implicar necesariamente la ruptura inmediata 328 

de enlaces covalentes fuertes (Kentish et al., 2014; Mason, 2002; Taha et al., 2024). 329 

En el contexto de este estudio, los cambios observados en la absorbancia y, sobre todo, en la 330 

fluorescencia de la AFM1, sugieren la presencia de perturbaciones fisicoquímicas en el 331 

entorno molecular del analito. Sin embargo, la conservación de la posición de los picos 332 

espectrales indica que, no se produjo una alteración extensa de la estructura del cromóforo, 333 

sugiriendo que las modificaciones inducidas por la TUS pudieron ser parciales o localizarse 334 

en regiones en la molécula que no desplazaron los máximos espectrales. 335 

El uso explícito de la energía específica como variable auxiliar aporta, por tanto, un criterio 336 

cuantitativo complementario al análisis del efecto del tiempo y amplitud del DECC. Este 337 

parámetro facilita la comparación con otros trabajos sobre la modificación del potencial 338 

tóxico de micotoxinas por ultrasonido y podría incorporarse en etapas posteriores como 339 

restricción de diseño para la optimización de procesos, especialmente en aplicaciones 340 

industriales donde se requiere equilibrar la intensidad del tratamiento con la preservación de 341 



107 

M. en C. Araceli Monter Arciniega 

la matriz alimentaria. No obstante, la relación entre energía ultrasónica y la modificación del 342 

potencial toxicológico efectiva deberá corroborarse antes de proponer umbrales energéticos 343 

específicos como objetivo tecnológico. 344 

Las energías de transición electrónica asociadas con las longitudes de onda utilizadas en 345 

espectroscopía UV (365 nm) y fluorescencia (428 nm) (Tabla 5), permiten contextualizar la 346 

magnitud real de los cambios inducidos en la molécula de la AFM1 por efecto del tratamiento 347 

de la TUS. Los fotones utilizados corresponden a energías del orden de 3.40 y 2.93 eV, 348 

respectivamente, suficientes para promover la excitación del sistema conjugado π, pero 349 

claramente por debajo de los valores típicos de disociación de enlaces covalentes C=C y C=O 350 

reportados para los compuestos orgánicos aromáticos (Tabla S3). 351 

Dentro de este marco, las variaciones observadas en la intensidad de los picos UV y de 352 

fluorescencia, junto con la ausencia de desplazamientos significativos a la longitud de onda 353 

máxima, indican que el cromóforo furanocoumarino de la AFM1 conserva su integridad 354 

básica. Los cambios espectrales se interpretan, por tanto, como consecuencia de 355 

reordenamientos conformacionales, modificaciones en el apilamiento π-π o alteraciones del 356 

microambiente polar de la molécula, más que como evidencia de una ruptura masiva de 357 

enlaces covalentes. La energía ultrasónica específica calculada para cada tratamiento 358 

sintetiza el efecto combinado del tiempo y la amplitud sobre la intensidad de cavitación. En 359 

las condiciones evaluadas, esta energía parece suficiente para inducir reorganización 360 

estructural y cambios en la estructura del cromóforo, pero no para provocar una 361 

fragmentación de la AFM1. En consecuencia, energía ultrasónica específica se perfiló como 362 

una variable operativa útil para analizar la magnitud de las respuestas espectroscópicas. 363 
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 364 

Figura 9. Energía ultrasónica específica aplicada en cada tratamiento del DECC. 365 

Tabla 5. Energía fotónica de las transiciones electrónicas utilizadas en los análisis 366 

espectroscópicos ultravioleta (absorción) y fluorescencia (emisión) de la AFM1 367 

Espectroscopia 
Longitud de onda 

(nm) 

Energía  

(J) 

Energía  

(eV) 

UV 365 5.45x10-19 3.40 

FLD 428 4.70x10-19 2.93 

Análisis en el infrarrojo por transformada de Fourier en el DECC 368 

El espectro FTIR de la solución control de AFM1 (Figura 10) indicó las bandas 369 

características de esta micotoxina en la región del infrarrojo. Se observó una banda ancha 370 

entre 3500–2800 cm-1 relacionada con vibraciones C–H alifáticas y una banda intensa cerca 371 

de 1740 cm-1 que indica el estiramiento C=O del grupo cumarina y ciclopentanona. En el 372 

intervalo de 1650–1450 cm-1, se identifican bandas asociadas al estiramiento C=C de anillos 373 

aromáticos conjugados, mientras que las señales en 1300–1100 cm-1 corresponden a 374 

vibraciones C–O y C–C=O en la estructura furanocumarínica y el ciclopentanona 375 

Finalmente, en la zona de 900–700 cm-1, se detectaron deformaciones fuera del plano de C–376 
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H aromático, que son coherentes con la presencia de anillos condensados en la molécula de 377 

AFM1 (Harshitha et al., 2023; Jha et al., 2021; Sein et al., 2024). 378 

Los tratamientos factoriales de TUS (Figura 10B), produjeron cambios consistentes en la 379 

intensidad de algunas bandas. Específicamente, se observó una ligera reducción en la 380 

transmitancia (aumento de absorbancia) en la banda de aproximadamente 3000 cm⁻¹ y en la 381 

región de 2500–2000 cm⁻¹ en condiciones de mayor energía (15 min – 90% y 15 min – 70%), 382 

lo cual indica una perturbación parcial en el entorno del carbonilo lactónico y el sistema 383 

aromático conjugado.  384 

Los tratamientos de la Figura 10C (axiales), mostraron cambios evidentes en las regiones de 385 

4000–3000 y <1500 cm⁻¹. Estos cambios pueden estar relacionados con una reorganización 386 

del sistema π conjugado y la posible formación de especies más polares o nuevos entornos 387 

C–O, así como una posible ruptura parcial de enlaces de hidrógeno o reorganización 388 

estructural inducida por cavitación (Grewal et al., 2018), sin desplazamientos significativos 389 

en el número de onda, lo que indica que el esqueleto aromático principal se mantiene intacto. 390 

En la región de 900–600 cm⁻¹, correspondiente a deformaciones fuera del plano en anillos 391 

aromáticos, no se detectaron cambios estructurales significativos, aunque algunas 392 

condiciones provocaron variaciones leves en la intensidad. 393 

Por otro lado, las condiciones centrales (10 min – 80%, Figura 10D) mostraron espectros 394 

muy similares a la AMF1 (control), con variaciones mínimas en la magnitud de la 395 

transmitancia, sugiriendo un régimen de la TUS moderada en el que predominan cambios 396 

conformacionales. 397 

En conjunto, los espectros FTIR muestran que la TUS produce modificaciones en los grupos 398 

funcionales de AFM1, principalmente en las bandas relacionadas con C–H, C=O lactónico y 399 

C–O, manteniendo la estructura general del sistema aromático. Este comportamiento resulta 400 
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congruente con lo descrito en sistemas moleculares complejos sometidos a cavitación 401 

ultrasónica, en particular matrices lácteas y dispersiones proteicas, donde el ultrasonido 402 

provoca reorganización de enlaces de hidrógeno, cambios en la densidad electrónica y la 403 

formación de microentornos más polares, sin necesidad de romper enlaces covalentes fuertes 404 

(Bui et al., 2021; Wang et al., 2022; Zhao et al., 2024). Bajo esta perspectiva, las variaciones 405 

espectroscópicas observadas en AFM1 podrían reflejar perturbaciones locales del entorno 406 

molecular y de la organización conformacional porvocadas por la TUS. 407 

 408 

Figura 10. Espectros de FTIR del DECC en una ventana espectral de 400–4000 cm-1. 409 

AFM1 (control); (B) condiciones del DECC; (C) condiciones axiales; (D) réplicas en el 410 

punto central. 411 

CONCLUSIONES 412 

La evaluación espectroscópica del DECC de la AFM1 sometida a TUS indicó que esta 413 

micotoxina responde a los tratamientos de tiempo y amplitud, principalmente mediante 414 

cambios en la intensidad de las señales UV y de fluorescencia. Los espectros UV conservaron 415 
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su perfil característico con un máximo cercano a 365 nm, los cambios observados 416 

evidenciaron alteraciones en el entorno electrónico del cromóforo furanocumarínicos.  417 

En fluorescencia, los espectros de AFM1 mostraron emisiones con un máximo alrededor de 418 

428 nm tras ser excitado a 365 nm, identificando diferentes regímenes de reorganización 419 

estructural como resultado de la cavitación. Estas modificaciones indican que la TUS puede 420 

modificar la exposición de grupos cromóforos y la rigidez conformacional, sin causar la 421 

ruptura del esqueleto covalente. 422 

El análisis de la energía ultrasónica específica en cada tratamiento permitió relacionar los 423 

cambios espectrales con el aporte energético del DECC. Al comparar con las energías de 424 

transición electrónica calculadas para 365 nm y 428 nm, además de las energías típicas de 425 

enlaces C–C, C=C, C–O y C=O, se observó que la energías fotónicas y ultrasónicas 426 

disponible están por debajo de los umbrales necesarios para la ruptura directa de enlaces 427 

covalentes clave. Por ello, los resultados apoyan la interpretación de que la TUS 428 

principalmente induce cambios conformacionales, redistribución de densidad electrónica y 429 

modificaciones en interacciones no covalentes de la molécula de AFM1. 430 

Los espectros FTIR reforzaron esta evidencia al mostrar variaciones discretas pero 431 

coherentes en las bandas vinculadas a grupos C–H, C–O y C=O. Estas diferencias en 432 

intensidad, sin alteraciones significativas en la posición de los picos, sugieren la participación 433 

de grupos funcionales en posibles procesos de apertura parcial de anillos, formación de 434 

nuevas interacciones de hidrógeno o cambios en la polaridad local. Estos fenómenos son 435 

coherentes con la química de cavitación reportada en otros sistemas orgánicos y proteicos 436 

sometidos a ultrasonido. 437 

En conjunto, los resultados de UV, fluorescencia y FTIR muestran que la TUS no rompe el 438 

sistema aromático conjugado de la AFM1. Tales perturbaciones podrían tener implicaciones 439 
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en la reactividad química de la molécula, al alterar la deslocalización electrónica y el entorno 440 

de grupos funcionales como la lactona, el sistema furánico y el grupo hidroxilo, con posibles 441 

efectos sobre su afinidad por biomoléculas, su susceptibilidad a la oxidación y su 442 

participación en interacciones intermoleculares. Sin embargo, la información 443 

espectroscópica por sí sola no permite determinar si estas transformaciones conducen a una 444 

reducción real en su potencial toxicológico. 445 
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Tabla S1. Parámetros estimados del MSR para la absorbancia UV de AFM1 por 453 

aplicación de TUS 454 

Parámetro 

Grados 

de 

liberta

d 

Coeficiente 

de 

regresión 

Error 

estándar 

Valor 

t 

Nivel de 

probabilidad 

Coeficiente de 

determinación 

parcial 

Intercepto 1 2.54     

Tiempo 1 -0.12 0.053 -2.29 0.062 0.338 

Amplitud 1 -0.04 0.040 -1.12 0.307 0.081 

Tiempo^2 1 0.00 0.001 0.79 0.462 0.040 

Amplitud^2 1 0.00 0.000 0.74 0.488 0.035 

Tiempo*A

mplitud 
1 0.00 0.001 2.02 0.090 0.264 

Los términos con p < 0.05 se consideran estadísticamente significativos para explicar la variabilidad en la 

respuesta. El ajuste global del modelo se resume en el ANOVA de la Figura 7 (R2: 0.61). 
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Tabla S2. Parámetros estimados del MSR para la intensidad de fluorescencia de 

AFM1 por aplicación de TUS 

Parámetro 

Grados 

de 

libertad 

Coeficiente 

de regresión 

Error 

estándar 

Valor 

t 

Nivel de 

probabilidad 

Coeficiente de 

determinación 

parcial 

Intercepto 1 3302115.66     

Tiempo 1 -58612.24 9435.60 -6.21 0.001 0.192 

Amplitud 1 -47160.95 7093.20 -6.65 0.001 0.220 

Tiempo^2 1 1712.97 174.95 9.79 0.000 0.477 

Amplitud^2 1 278.17 43.74 6.36 0.001 0.201 

Tiempo*A

mplitud 
1 221.70 109.11 2.03 0.088 0.021 

Los términos con p < 0.05 se consideran estadísticamente significativos para explicar la variabilidad en la 

respuesta. El ajuste global del modelo se resume en el ANOVA de la Figura 8 (R2: 0.97). 

Tabla S3. Energías de enlace típicas para enlaces covalentes comunes en compuestos 

orgánicos* 

Tipo de 

enlace 

Energía de enlace 

aproximada (kJ/mol) 

Energía de enlace 

aproximada (eV) 
Comentario 

C–C ~ 350 ~ 3.6 
Enlace σ simple en cadenas 

alifáticas 

C=C ~ 610 ~ 6.3 

Sistema π–σ conjugado, típico de 

dobles enlaces en anillos 

aromáticos sustituidos 

C–O ~ 360 ~ 3.7 
Enlaces σ en grupos éter o 

alcohol 

C=O ~ 740 ~ 7.7 
Enlace carbonilo en grupos 

cetona, aldehído o lactona 
*Zumdahl et al., 2020. Los valores corresponden a intervalos típicos reportados para enlaces covalentes en 

compuestos orgánicos y se emplean como referencia aproximada para comparar con las energías de 

transición electrónica y la energía ultrasónica aplicada en los tratamientos de TUS.  

Contribución de los autores: Todos los autores participaron en la elaboración y en el diseño 455 

del estudio. La metodología y la validación fueron llevadas a cabo por [Gabriela Mariana 456 

Rodríguez-Serrano], [Salvador Ramón Tello-Solís] y [Carlos Jiménez-Pérez]. La 457 

preparación del material y la recopilación de datos fueron llevadas a cabo por [Araceli 458 

Monter-Arciniega], [Gabriela Mariana Rodríguez-Serrano], [Nelly del Socorro Cruz 459 
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Cansino] y [Salvador Ramón Tello-Solís]. El software y la visualización fueron realizados 460 
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Introducción 19 

Las micotoxinas constituyen unos de los principales contaminantes químicos en la cadena 20 

alimentaria, debido a su alta estabilidad y a sus efectos crónicos en la salud humana (Chulli 21 

et al., 2023). Entre ellas, las AF destacan por su elevada toxicidad, distribución a nivel 22 

mundial y persistencia en materias primas y alimentos procesados, especialmente en regiones 23 

tropicales y subtropicales, donde las condiciones climáticas favorecen el crecimiento de 24 

hongos toxigénicos de los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium (Hoyos et al., 2015; 25 

Vallejo-López et al., 2025). La AFB1 es el compuesto más carcinogénico de este grupo y ha 26 

sido clasificada como carcinógeno del Grupo 1 por la IARC, debido a su asociación con 27 

carcinoma hepatocelular y otros efectos adversos (IARC, 2021; Salazar et al., 2014). Tras su 28 

ingestión, AFB1 se convierte en el hígado por acción del sistema del citocromo P450, 29 

produciendo metabolitos hidroxilados como la AFM1 (Min et al., 2021). Este metabolito se 30 
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excreta en la leche de animales expuestos y representa un riesgo directo para los 31 

consumidores de productos lácteos (Battacone et al., 2003). 32 

La presencia de AFM1 ha sido ampliamente reportada en leche, productos lácteos y fórmulas 33 

lácteas a niveles cercanos o superiores a los límites máximos permitidos (EC, 2001; 34 

Secretaría de Salud, 2010). Esto ha motivado el desarrollo de métodos analíticos cada vez 35 

más precisos y selectivos para su cuantificación, entre los cuales destacan las técnicas de 36 

cromatografía líquida acopladas con espectrometría de masas (LC-MS/MS) (Cossu et al., 37 

2025; Van Camp et al., 2023). Estas metodologías cumplen con los criterios regulatorios más 38 

rigurosos y proporcionan información estructural adicional mediante la detección de iones 39 

precursores y fragmentos característicos (Van Camp et al., 2023). No obstante, la mayoría de 40 

estos estudios se centran en la cuantificación de AFM1 en matrices lácteas y en la validación 41 

de métodos de control, siendo limitada la evidencia respecto al uso de la espectrometría de 42 

masas para analizar las modificaciones estructurales inducidas por las tecnologías aplicadas. 43 

La TUS se ha establecido como una opción prometedora para el procesamiento de leche y 44 

otros líquidos alimentarios, dado que combina ultrasonido de alta intensidad con 45 

temperaturas moderadas (Bariya et al., 2023). Este método produce cavitación acústica, 46 

microchorros y gradientes locales de presión y temperatura, que actúan para inactivar 47 

microorganismos y modificar estructuras supramoleculares sin necesidad de aplicar procesos 48 

térmicos extremos (Asaithambi et al., 2022; Crudo et al., 2014). Estudios han descrito que el 49 

ultrasonido de potencia puede reducir significativamente el contenido de micotoxinas en 50 

sistemas acuosos y matrices sólidas, además de que sus productos de degradación pueden ser 51 

analizados mediante espectrometría de masas de alta resolución, permitiendo proponer rutas 52 

de transformación que incluyen apertura de anillos lactónicos, hidroxilaciones y oxidaciones 53 

selectivas (Basso et al., 2023; Liu et al., 2019; Liu et al., 2022; Su et al., 2024). No obstante, 54 
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la mayor parte de la evidencia se centra en la AFB1, mientras que las transformaciones de 55 

AFM1 bajo tecnologías aplicadas han sido menos investigadas y, en particular, poco descritas 56 

desde una perspectiva estructural. 57 

En el caso de la AFM1, la mayoría de los estudios con TUS se han centrado en cuantificar la 58 

reducción de la micotoxina en la leche y evaluar en general su impacto en la calidad 59 

fisicoquímica y microbiológica (Annandarajah et al., 2018; Bermúdez-Aguirre et al., 2009; 60 

Hernández-Falcón et al., 2018; Vijayakumar et al., 2015) sin explorar en profundidad la 61 

naturaleza de los productos de transformación generados. La falta de esta información 62 

constituye una limitación importante, ya que la simple disminución de la concentración 63 

analítica no asegura por sí sola una reducción del riesgo toxicológico: Algunos productos 64 

pueden seguir conservando el cromóforo furanocumarínico, mantener afinidad por 65 

macromoléculas biológicas o incluso formar metabolitos con toxicidad residual. En este 66 

contexto, la espectrometría de masas es una herramienta clave para complementar la 67 

información obtenida mediante espectroscopía UV, fluorescencia y FTIR, ya que permite 68 

detectar la pérdida relativa del ion molecular de AFM1, identificar iones emergentes y 69 

proponer, al menos de forma preliminar, tipos de transformaciones estructurales relacionadas 70 

con el tratamiento por TUS. 71 

Esta investigación tiene como objetivo caracterizar, mediante espectrometría de masas, los 72 

cambios estructurales en AFM1 sometida a tratamientos de TUS en un sistema acuoso 73 

modelo. En este contexto, el estudio buscó complementar la cuantificación clásica de la 74 

micotoxina con evidencia directa sobre posibles rutas de transformación molecular. La 75 

información obtenida pretende proporcionar elementos para determinar si la disminución en 76 

la señal analítica de AFM1 bajo TUS se debe únicamente a efectos físicos o redistribución, 77 
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o si en realidad existen procesos de modificación estructural que puedan reducir su potencial 78 

tóxico. 79 

MATERIALES Y MÉTODOS 80 

Reactivos y preparación de soluciones 81 

Se adquirió el estándar de AFM1 de Enzo Life Sciences®, (Nueva York, EUA)., con una 82 

pureza declarada de 95%. Cada vial, con un contenido de 0.1 mg, se reconstituyo con 1.0 mL 83 

de ACN grado HPLC para obtener una solución madre de 100 µg/mL. Como fases se 84 

utilizaron acetonitrilo y agua, las cuales se filtraron (0.22 µm) antes de su utilización. El PBS 85 

se preparó con fosfato monobásico y dibásico de potasio (J.T. Baker®, EE. UU.) para obtener 86 

0.1 mM ajustado a pH 6.8. a partir de la solución madre, se preparó una solución de trabajo 87 

de AFM1 en PBS a una concentración de 0.8 µg/mL, correspondiente al sistema acuoso 88 

modelo empleado en los tratamientos TUS. Todas las soluciones se almacenaron en frascos 89 

de vidrio ámbar a 4 °C y protegidas de la luz hasta su análisis. 90 

Tratamiento por termoultrasonicación 91 

Los tratamientos de TUS se llevaron a cabo sobre alícuotas de 15 mL de AFM1 en PBS, sin 92 

matriz láctea. Se utilizó un equipo de ultrasonido de potencia, tipo sonda (Cole-Parmer®, 93 

130 W, 20 kHz), conectado a un baño de recirculación de agua para mantener la temperatura 94 

en 40 ± °C. Las condiciones de tratamiento fueron establecidas mediante un DECC: Tiempo 95 

(5 – 15 min) y amplitud (70 – 90%) (Tabla 6). Las combinaciones de tiempo y amplitud se 96 

generaron con el software JMP®, versión 7. Tras cada tratamiento, las muestras fueron 97 

enfriadas rápidamente en un baño de hielo y almacenadas a 4 °C hasta su análisis mediante 98 

espectrometría de masas. Se registró la temperatura de entrada y salida posterior a la 99 

aplicación de TUS. Una alícuota de 15 mL sin tratamiento se utilizó como control.  100 
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Tabla 6. Diseño experimental central compuesto 101 

Código 
Tiempo 

(min) 

Amplitud 

(%) 

-1, -1 5 70 

-1, +1 5 90 

+1, -1 15 70 

+1, +1 15 90 

-α, 0 3 80 

+α, 0 17 80 

0, -α 10 66 

0, +α 10 94 

0, 0 10 80 

0, 0 10 80 

0, 0 10 80 

0, 0 10 80 

En todos los ensayos del DECC, la temperatura de entrada se mantuvo en promedio a 38 ± 0.3 °C y la 

temperatura de salida a 45 ± 0.9 °C. 

Espectrometría de masas 102 

La caracterización molecular de AFM1 tras el tratamiento con TUS se llevó a cabo mediante 103 

espectrometría de masas con ionización por electrospray en modo positivo (ESI⁺), acoplada 104 

a un analizador de trampa iónica (LCQ Fleet, Thermo Fisher Scientific, EE. UU). Se 105 

realizaron diluciones de cada tratamiento hasta obtener una concentración de 0.025 µg/mL 106 

empleando como diluyente una mezcla de metanol, agua Milli-Q y ácido fórmico (70:30:0.1, 107 

respectivamente). Se inyectaron 5 µL de cada muestra mediante infusión directa, utilizando 108 

una bomba de jeringa a un flujo constante de 0.3 µL/min. Las condiciones de ionización 109 

incluyeron un voltaje de entrada de 4.5 kV, temperatura del capilar de 275 °C y presión del 110 

gas vapor nebulizador de nitrógeno ajustada automáticamente. El escaneo se realizó en el 111 

intervalo de 100 a 1000 m/z, con adquisición en modo full-scan. Los espectros obtenidos se 112 
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evaluaron para detectar la presencia de iones moleculares correspondientes a AFM1 (M+H⁺ 113 

= m/z 329), así como para identificar posibles fragmentos o productos de degradación 114 

inducidos por TUS. Todas las muestras se analizaron por triplicado y fueron procesadas 115 

aplicando corrección de línea de base y alineamiento de tiempo de retención cuando fue 116 

necesario. Para cada muestra, se crearon listas de picos, y la intensidad relativa de cada uno 117 

se expresó como porcentaje (%) en relación con el pico principal. Los iones nuevos o 118 

aumentados en condiciones de alta energía específica se clasificaron según su Δm en 119 

comparación con la AFM1. 120 

Análisis estadístico 121 

Se realizó un análisis descriptivo de la intensidad relativa del ion AFM1 y de los principales 122 

iones emergentes detectados en los espectros ESI+, con el fin de comparar visual y 123 

numéricamente los cambios en la abundancia relativa de los iones entre los tratamientos. Los 124 

resultados se interpretaron en función de las tendencias observadas según el tiempo y la 125 

amplitud de TUS. 126 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 127 

Perfil de masas de AFM1 128 

El espectro ESI-MS en modo positivo de la solución de control de AFM1 presentó un patrón 129 

reportado para esta micotoxina (Figura 11). El ion principal fue el molecular [M+H]⁺ en m/z 130 

329.07 (C17H13O7), acompañado por el aducto sódico [M+Na]⁺ en m/z 351.05 (C17H12NaO7) 131 

y fragmentos menores, destacando m/z 273.08 (C15H13O5) y 239.16 (C12H24NaO3) (Tabla 7, 132 

Figura 11). Este patrón se alinea con los perfiles de AFM1 reportados en métodos LC-133 

MS/MS para leche y productos lácteos, donde el ion en 329 m/z y sus fragmentos se usan 134 

como transiciones diagnósticas para confirmación estructural (Nguyen et al., 2022; Nikmaran 135 

et al., 2023; Qi et al., 2023; Shi et al., 2017). 136 
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Modulación del ion molecular y de los fragmentos diagnósticos de AFM1 tras TUS 137 

La Tabla 7 muestra las intensidades relativas de los iones diagnósticos de AFM1 en el grupo 138 

de control y en los 12 tratamientos de TUS. Tras la aplicación de TUS, el ion [M+H]⁺ (m/z 139 

329.07) evidenció una disminución en todos los tratamientos, presentando intensidades 140 

inferiores al 15% en comparación con el espectro de control. Por otra parte, el aducto de 141 

sodio [M+Na]⁺ (351.05 m/z) mostró reducciones más moderadas y persistió como señal 142 

relevante en la mayoría de las condiciones, lo que indica que la estructura básica del esqueleto 143 

furanocumarínico se mantiene, aunque en un microentorno iónico distinto (Figura 11) 144 

(Nguyen et al., 2022; Nikmaran et al.,2023; Qi et al., 2023; Shi et al., 2017). 145 

El comportamiento más destacado se observó en el fragmento 239.16 m/z (C12H24NaO3), 146 

cuya intensidad relativa aumentó en todos los tratamientos del DECC, con excepción de las 147 

condiciones de 5 min – 70%, 15 min – 70% y 10 min – 66%. Este incremento indica que el 148 

tratamiento focalizado (TUS) favorece rutas de fragmentación específicas, relacionadas con 149 

la apertura de anillos y pérdidas sucesivas de unidades oxigenadas, sin eliminar 150 

completamente el núcleo aromático. Un patrón similar de redistribución de intensidad del ion 151 

molecular a fragmentos de menor masa se ha observado en otros xenobióticos sometidos a 152 

procesos oxidativos avanzados y plasma frío (Nguyen et al., 2022, 2025; Oliveira et al., 153 

2025). En general, la contracción del ion molecular y la elevación selectiva de fragmentos 154 

diagnósticos respaldan la idea de una degradación parcial y específica, en lugar de una 155 

destrucción completa de la molécula. 156 

 157 
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   130 

Figura 11. Espectros de masas de AFM1 obtenidos mediante ESI+MS en modo de exploración total (rango 100–400 m/z). Se presenta 131 

el aducto de sodio [M+Na]⁺ en 351.05 m/z (A) y la comparación de AFM1 tras TUS a los 10 min – 80% (B). 132 

Tabla 7. Intensidad relativa (%) de AFM1 fragmentada posterior al tratamiento de TUS 133 

m/z Fórmula AFM1 
5 min 

70%  

5 min 

90% 

15 min 

70% 

15 min 

90% 

3 min 

80% 

17 min 

80% 

10 min 

66% 

10 min 

94% 

10 min 

80% 

329.07 C17H13O7  8.9 10.4 8.5  5.7 10.8 7.2 7.6 8.8 

351.05 C17H12NaO7 38.2 35.4 33.9 29.7 31.7 34.5 32.2 32.3 33.7 19.1 

239.16 C12H24NaO3 53.6 52 71.6 45 69.9 99.2 88.9 46.3 68.5 64.6 

273.08 C15H1305  9.5 6.7 9.4  12.3   13 41.5 

 134 

Aflatoxina M1 

Fórmula química: C17H12O7 

Masa exacta: 328.06 
[M+H]+: 329.0658 

[M+Na]+: 351.0491 

A B 
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Productos de degradación de AFM1 inducidos por TUS 155 

La Tabla 8 presenta una selección de iones nuevos o notablemente aumentados tras TUS, 156 

cuyos valores de m/z y las fórmulas propuestas corresponden a especies previamente 157 

reportadas como posibles productos de degradación de AFM1 y AFB1. Se destacan entre 158 

ellos (1) iones de baja masa como 79.05 m/z (C6H7
+) y 96.08 m/z (C6H10N

+), que reflejan 159 

rupturas en el esqueleto policíclico; (2) fragmentos intermedios en la región m/z 209–261 160 

(C12H21N2O2, C15H14O3, C14H12O5), que son compatibles con la apertura de anillos lactónicos 161 

y pérdidas sucesivas de CO, CO2 o unidades C2H2O; (3) iones más oxigenados en la zona  162 

301–371 m/z (C16H12O6, C17H23O9, C18H34N3O3, C17H17O9), cuya mayor relación O/C indica 163 

procesos de oxidación, hidroxilación o incorporación adicional de grupos carbonílicos (Lui 164 

et al., 2024; Luo et al., 2013; Mau et al., 2016; Nguyen et al., 2022; Nikmaram et al., 2023; 165 

Qi et al., 2023; Shi et al., 2017; Stanley et al., 2020; Wang et al., 2015, Wang et al., 2025; 166 

Zhang et al., 2021), la distribución de estos productos varió entre tratamientos. Las 167 

condiciones con tiempos intermedios (~10 min) y amplitudes elevadas (≥ 90%) concentraron 168 

la mayor variedad de iones de degradación, mientras que los tratamientos suaves generaron 169 

patrones más similares al control. Esta tendencia se alinea con la lógica fisicoquímica de la 170 

cavitación acústica: A mayor número de eventos de colapso de burbujas, aumenta la 171 

formación local de radicales hidroxilo y ROS, lo cual facilita oxidaciones y rupturas de 172 

enlaces en compuestos orgánicos (Zhang et al, 2021; Strieder et al., 2021). 173 

Desde una perspectiva estructural, la coexistencia de fragmentos pesados (301–371 m/z) con 174 

especies de baja masa, indica la presencia simultánea de intermediarios parcialmente 175 

oxidados y productos de ruptura más avanzados. Este patrón coincide con lo descrito para 176 

tratamientos con plasma frío y oxidación avanzada, en los que AFM1 produce una familia de 177 
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derivados más polares, con modificaciones en la lactona y el anillo furanocumarínico (Dinç 178 

et al., 2025; Nguyen et al., 2025; Nikmaram et al., 2022, 2023).179 
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Tabla 8. Intensidad (%) relativa de los productos de degradación de AFM1 tras tratamiento de TUS 181 

m/z Fórmula 
5 min 

70% 

5 min 

90% 

15 min 

70% 

15 min 

90% 

3 min 

80% 

17 min 

80% 

10 min 

66% 

10 min 

94% 

10 min 

80% 

79.05 C6H7         6.2 

96.08 C6H10N   6.9 8.3     6.3 

114.83 C6H12NO 30.6  39 36.3 27.7 6.3  35.9  

209.17 C12H21N2O     3.1    7.8 

221.08 C12H13O4 2         

227.18 C12H23N2O2 2.5    2.7     

242.21 C15H14O3  17.8     7.4  12.1 

249.08 C13H13O5     2.5     

261.08 C14H12O5 3.5    3.4     

273.08 C15H13O5  9.5 6.7 9.4  12.3   13 

301.07 C16H12O6 13.8 26.6 9.9 7.3 19.8 11.2 9.4 13.7 21.6 

303.05 C15H11O7 2         

304.13 C17H20O5 2.4    2.4     

313.07 C17H13O6 4.5    2.4     

315.09 C17H14O6  13.6   2.3     

327.05 C17H11O7     2.4     

330.07 C17H14O7 7.2         

331.08 C17H14O7 3.3    2.3     

340.26 C18H34N3O3 8.7   6 9.5  7.5 10.1  

346.07 C17H14O8   7.6     14.2  

363.07 C17H15O9 2.2    3.2     

365.04 C17H17O9 16.1 23.3 8 6.4 11 6.7 7.7 21 11.9 

369.05 C17H14O8 4.2    2.4     

371.13 C17H23O9 3.1    2.2    6.7 

 182 



130 

M. en C. Araceli Monter Arciniega 

La Figura 12 presenta un esquema propuesto de la transformación estructural de AFM1 tras 182 

aplicar TUS, basado en los iones detectados en ESI⁺-MS y en las fórmulas moleculares de la 183 

Tabla 8. El ion precursor [M+H]⁺ de AFM1 (329.07 m/z, C17H13O7) origina una serie inicial 184 

de productos de degradación con pérdida secuencial de unidades CH2O y C2H2O (301.07 185 

m/z, C16H12O6; 273.08 m/z, C15H13O5; 242.21 m/z, C15H14O3), lo que indica reacciones de 186 

apertura parcial del anillo lactónico y una contracción progresiva del sistema policíclico. 187 

Simultáneamente, la aparición de especies con mayor polaridad como C6H10N; 79.05 m/z, 188 

C6H7) sugiere una mayor fragmentación del esqueleto furanocumarínico y la generación de 189 

subestructuras aromáticas y nitrogenadas más pequeñas, compatible con rutas de oxidación 190 

y escisión inducidas por radicales durante la cavitación. En conjunto, este esquema 191 

estructural apoya que la TUS no solo modifica la respuesta espectral de AFM1, sino que 192 

también favorece una transformación parcial de la toxina en fragmentos de menor tamaño, 193 

coherente con la reducción relativa de los iones del precursor observada en tratamientos con 194 

mayor energía ultrasónica (Qi et al., 2023; Liu et al., 2023, 2024; Mau et al., 2016; Zhang et 195 

al., 2021).  196 
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 197 
Figura 12. Esquema preliminar de las rutas de fragmentación de la AFM1 inducidas por 198 

TUS, basado en los iones detectados mediante ESI+. Los fragmentos de menor masa (m/z 199 

209.17, 96.08 y 79.05) se muestran como productos generales de degradación, excluir la 200 

posibilidad de isómeros diferentes.  201 
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CONCLUSIONES 202 

La caracterización mediante ESI+-MS confirmó que el tratamiento con TUS altera 203 

sistemáticamente el perfil iónico de la AFM1. El espectro de control mostró un patrón del 204 

aducto [M+Na]⁺, además de fragmentos de menor intensidad que reflejan la molécula. Tras 205 

la aplicación de TUS, se observó transformación estructural parcial de AFM1 que depende 206 

del tiempo y la amplitud utilizados. La propuesta estructural sugiere que las especies de 207 

fragmentación corresponden a una serie de reacciones que incluyen la pérdida de unidades 208 

metoxilo, la apertura o reorganización del anillo lactónico, y la ruptura de partes del sistema 209 

furanocumarínico, finalizando en estructuras más pequeñas y polares. 210 

Los resultados indicaron que la TUS induce rutas de transformación molecular que podrían 211 

modificar el potencial toxico. La reducción del ion precursor, junto con la formación de 212 

fragmentos que pierden tanto el anillo lactónico como el sistema π conjugado extendido, 213 

sugiere una posible disminución del riesgo asociado a la molécula original. En conjunto, la 214 

evaluación mediante ESI⁺-MS posiciona a la TUS como una herramienta para inducir 215 

cambios estructurales en AFM1, además las posibles vías de degradación pueden orientar 216 

futuros estudios de evaluación de riesgos. 217 
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Capítulo 7: Modulación de la citotoxicidad de la aflatoxina M1 tratada con 

termoultrasonicación en células epiteliales intestinales C2BBe1 

7.1 Introducción 

La leche contaminada con AFM1 constituye una fuente de exposición vía oral en la 

población, especialmente en infantes, el grupo más vulnerable (Li et al., 2018). Tras su 

ingesta, la primera barrera biológica que enfrenta la micotoxina es el epitelio intestinal, cuyo 

deterioro puede facilitar la absorción sistémica de AFM1 y potenciar sus efectos tóxicos en 

órganos como el hígado (Gao et al., 2022). Diversos estudios han demostrado que la AFM1 

reduce la viabilidad de las células epiteliales intestinales en función de la dosis y el tiempo 

de exposición, acompañada de un aumento en el estrés oxidativo, apoptosis y alteraciones en 

las proteínas de uniones estrechas, entre las que se encuentran las proteínas transmembrana 

y las citoplasmáticas, lo que conduce a un incremento en la permeabilidad paracelular y a 

una disfunción de la barrera intestinal (Adácsi et al., 2023; Gao et al., 2021; Huang et al., 

2020; Wu et al., 2021; Zhang et al., 2015). 

En conjunto, los hallazgos evidencian que el epitelio intestinal constituye la principal 

diana de toxicidad y subrayan la urgencia de evaluar no solo el contenido de AFM1 en los 

alimentos, sino también sus consecuencias funcionales sobre la integridad de la mucosa 

(Kumar et al., 2023). En este contexto, las líneas celulares derivadas del colon humano que 

adquieren un fenotipo enterocitario, como Caco-2 y su clon C2BBe1, constituyen modelos 

experimentales eficaces para estudiar la viabilidad celular, el daño estructural y las 

alteraciones en la permeabilidad intestinal inducidas por micotoxinas. (Peterson & Mooseker, 

1992). 

Paralelamente, algunas tecnologías de procesamiento no térmico, como la TUS, se 

consideran alternativas para mejorar la inocuidad alimentaria sin afectar de manera 

significativa las propiedades nutricionales y sensoriales. La TUS combina ultrasonido de alta 

intensidad con temperaturas moderadas y utiliza fenómenos de cavitación acústica para 

inactivar microorganismos y modificar componentes químicos en matrices líquidas 

(Cregenzán et al., 2014; Sharma et al., 2014; Stratakos et al., 2019). Investigaciones previas 

han demostrado que la TUS puede inducir cambios estructurales en micotoxinas como 
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AFM1, evidenciados por modificaciones en sus perfiles cromatográficos y espectroscópicos 

(Nguyen et al., 2022, 2025, Nikmaram et al., 2023). No obstante, la modificación estructural 

por sí sola no garantiza una disminución del riesgo, especialmente si los productos generados 

mantienen o incluso incrementan su citotoxicidad sobre el epitelio intestinal. 

En este escenario, resulta fundamental establecer una relación entre los hallazgos 

analíticos y la respuesta biológica observada en modelos celulares. La evaluación de la 

viabilidad de células intestinales expuestas a AFM1, tanto antes como después del 

tratamiento con TUS, es esencial para determinar si las transformaciones estructurales 

observadas realmente contribuyen a reducir el daño celular o, por el contrario, generan 

combinaciones de productos con toxicidad igual o incluso mayor. 

Este capítulo aborda esta problemática exponiendo células C2BBe1 a AFM1 sometida 

a tratamiento con TUS, con el propósito de comparar sus efectos sobre la viabilidad celular 

y aportar evidencia funcional que complemente la caracterización fisicoquímica presentada 

en capítulos previos 

7.2 Materiales y métodos 

7.2.1 Reactivos y preparación de soluciones  

Las muestras empleadas en este capítulo correspondieron a soluciones de AFM1 

previamente sometidas a tratamientos de TUS definidos por el DECC. Dichas muestras se 

obtuvieron a partir de soluciones de trabajo preparadas en PBS 0.1 mM (pH 6.8), como se 

describe en los capítulos 5 y 6. Posteriormente, estas soluciones tratadas se utilizaron para 

evaluar su efecto sobre la viabilidad de las células C2BBe1. 

7.2.2 Diseño experimental 

El DECC para evaluar el efecto de la TUS a diferentes condiciones se expone en el 

Capítulo 5–6, en la sección “Diseño experimental”, donde se describen los 12 tratamientos 

codificados y las condiciones específicas de tiempo y amplitud para cada uno. En este 

capítulo se analizaron las mismas condiciones experimentales para evaluar la viabilidad 

celular. 
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7.2.3 Termoultrasonicación 

Se describen detalladamente las condiciones operativas de la TUS (tipo de equipo, 

potencia nominal, control de temperatura y volumen de reacción) en el Capítulo 5–6, sección 

“Termoultrasonido”. En resumen, las soluciones de AFM1 en amortiguador de fosfatos 

fueron sometidas a la TUS usando un procesador ultrasónico de sonda con una potencia 

máxima de 130 W bajo diferentes condiciones de duración del tratamiento (5 – 15 min) e 

intensidad del tratamiento (amplitud 70 – 90%). Se controló la temperatura mediante un baño 

de recirculación a 40 °C. 

7.2.4 Línea celular y condiciones de cultivo 

Para evaluar el efecto citotóxico de la AFM1 tratada con TUS, se empleó la línea 

celular epitelial intestinal humana C2BBe1 (ATCC® CRL-2102™), un clon derivado de 

Caco-2 que desarrolla un fenotipo enterocitario caracterizado por microvellosidades y 

uniones estrechas bien definidas bajo condiciones de cultivo apropiadas. Las células fueron 

cultivadas en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con glucosa al 5%, 

suplementado con un 10% de suero fetal bovino (SFB) y un 1% de penicilina-estreptomicina. 

Los cultivos se incubaron a 37 °C en una atmósfera humidificada con un 5% de CO2 y se 

subcultivaron cada 3 a 4 días, cuando alcanzaron una confluencia del 80 al 90% 

7.2.5 Tratamiento 

Las células C2BBe1 se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 1×104 

células/pozo y se dejaron adherir durante 24 horas antes de la exposición a la AFM1. 

Posteriormente, se aplicaron los siguientes tratamientos: (1) Control negativo: Células 

incubadas únicamente con DMEM suplementado, sin AFM1; (2) Control positivo de 

citotoxicidad de AFM1: Células expuestas a AFM1 sin tratamiento previo, disueltas en 

DMEM; (3) AFM1-TUS: Células expuestas a AFM1 previamente tratadas con TUS (12 

tratamientos), evaluadas de forma independiente. La solución de AFM1 se diluyeó en 

DMEM hasta alcanzar una concentración final de 0.1 µM. Tras la adición de los tratamientos, 

las células se incubaron durante 24 horas en las condiciones estándar de cultivo. 
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7.2.6 Ensayo de reducción con bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazolio 

La viabilidad celular fue determinada mediante el ensayo de reducción del bromuro de 

3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Al finalizar el período de exposición, 

el medio de cultivo fue sustituido por 100 µL de solución de MTT (0.5 mg/mL en DMEM) 

y las placas se incubaron durante 3 horas a 37 °C. Los cristales de formazán generados en las 

células viables se disolvieron en 100 µL de DMSO y la absorbancia fue medida a 570 nm en 

un lector de microplacas (BioTek Synergy™ HTX, EE. UU.). La viabilidad celular se 

expresó como porcentaje respecto al control negativo, utilizando la ecuación 7: 

Viabilidad (%) =
Muestra (abs)

Control (abs)
× 100    (7) 

 

7.2.7 Análisis estadístico 

Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicados y los resultados se reportaron como 

media ± DE. Las diferencias entre tratamientos se evaluaron mediante un ANOVA de una 

vía, seguido de la prueba post hoc de Tukey, considerando un nivel de significancia de p < 

0.05. El análisis estadístico se realizó con el software SPSS v26.0 (IBM, EE. UU.). 

7.3 Resultados y discusión 

La línea C2BBe1 presenta un fenotipo enterocítico polarizado, con microvellosidades 

apicales, borde en cepillo bien desarrollado y uniones estrechas funcionales, características 

que la convierten en un modelo útil para estudiar la toxicidad luminal y la integridad de la 

barrera intestinal frente a xenobióticos, incluidas las micotoxinas (Peterson & Mooseker, 

1992). En este contexto, el ensayo MTT debe interpretarse como un indicador indirecto del 

daño celular y de la integridad funcional de la monocapa, más que como una medida con 

implicaciones antitumorales (Larsson & Parris, 2023). 

En el presente estudio, la AFM1 sin tratamiento mantuvo una viabilidad similar a la 

del control (>90%) a la concentración de 0.1 µM, lo que sugiere una citotoxicidad limitada 

bajo las condiciones evaluadas. Este hallazgo concuerda con lo descrito por algunos autores 
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que indican que la AFM1 puede alterar la función de barrera intestinal a concentraciones que 

no necesariamente reducen de forma marcada la viabilidad celular (Caloni et al., 2012; Gao 

et al., 2018). En células Caco-2/TC7, Caloni et al. (2012) observaron una disminución 

transitoria de la resistencia transepitelial eléctrica (TEER) en el intervalo de 1,000 a 10,000 

ng/kg, sin daño irreversible de la monocapa. De forma similar, Gao et al. (2018) mostraron 

en Caco-2 diferenciadas que 0.12 µM no redujo significativamente la TEER, mientras que 

12 µM sí produjo una disminución clara de la resistencia transepitelial y alteraciones en las 

proteínas de unión estrecha tras 48 h de exposición. En la misma línea, Kumar et al. (2023) 

reportaron que la AFM1 apenas modificó la morfología de Caco-2 y solo redujo alrededor 

de un 10% la viabilidad a concentraciones superiores a 1,000 ng/L después de 12 h. En 

conjunto, estos antecedentes indican que la respuesta tóxica a AFM1 depende de la 

concentración, del tiempo de exposición y del parámetro biológico evaluado. 

Después del tratamiento con TUS, la viabilidad de C2BBe1 mostró un amplio rango de 

respuestas, con valores inferiores al 30% en algunas condiciones y respuestas cercanas al 

control, e incluso ligeramente superiores al control, en otras (Figura 13). Los tratamientos de 

5 min – 70% y 5 min – 90% redujeron significativamente la viabilidad, mientras que 

combinaciones intermedias, cercanas a 10 min con amplitudes entre 66 y 80%, mantuvieron 

la viabilidad por encima de aproximadamente el 90%. Estos resultados sugieren que el TUS 

no modifica de manera uniforme la respuesta biológica de la AFM1, sino que puede aumentar 

o atenuar su citotoxicidad aparente en función de la combinación específica de tiempo y 

amplitud aplicados. 
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Figura 13. Viabilidad celular de la línea C2BBe1 tras 24 horas de exposición a los 

tratamientos del DECC de AFM1 sometida a TUS. Los resultados se reportan como 

porcentaje respecto al control negativo y se presentan como media ± DE de experimentos 

independientes realizados por triplicado. 

El MSR confirmó este comportamiento no lineal (Figura 14). La viabilidad celular se 

ajustó a un modelo cuadrático en función del tiempo y la amplitud, con una región de máxima 

respuesta localizada aproximadamente entre 9 – 11 minutos y entre 78 – 84% de amplitud, 

donde los valores se aproximaron a los del control. Por el contrario, los bordes del espacio 

experimental, definidos por tiempos muy cortos o prolongados y por amplitudes extremas, 

se asociaron con una menor viabilidad. En términos estadísticos, el modelo explicó el 75% 

de la variabilidad total (R2 = 0.75) y el término cuadrático del tiempo aportó la mayor 

contribución al ajuste (R² parcial = 0.67; p = 0.007). En contraste, los efectos lineales de 

tiempo y de amplitud, así como el término cuadrático de amplitud y la interacción tiempo × 

amplitud, no fueron estadísticamente significativos (p > 0.05, Tabla 9). En conjunto, estos 

resultados sugieren que la duración del tratamiento desempeñó un papel más relevante que 

la amplitud por sí sola y que existe una región intermedia en la que la AFM1 tratada por TUS 

ejerció un efecto citotóxico relativo menor sobre C2BBe1. 
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Desde una perspectiva mecanicista, los resultados del MSR son coherentes con la física 

de la cavitación acústica. Durante la sonicación, el colapso inercial de microburbujas puede 

generar microambientes transitorios con temperaturas superiores a 5000 K y presiones del 

orden de 1000 bar, condiciones capaces de favorecer la pirólisis del vapor contenido en la 

burbuja y la formación de especies reactivas como H• y •OH. Una fracción de estas especies 

puede difundirse a la fase líquida y contribuir a la formación de oxidantes secundarios, 

incluido H2O2. No obstante, esta evidencia se ha documentado principalmente en sistemas 

acuosos simples y de reactores sonoquímicos diseñados específicamente para la dosimetría 

de radicales, por lo que su extrapolación a sistemas biológicos complejos debe analizarse con 

mayor precisión. En ese sentido, Wong et al. (2023) demostraron que la generación de •OH 

en un reactor cilíndrico convergente (“SonoCYL”) mediante un enfoque dosimétrico 

específico depende de parámetros acústicos como la amplitud de presión, el ciclo de trabajo 

y el diseño del reactor, mientras que revisiones recientes sobre sonoprocesos han señalado 

que la magnitud del efecto sonoquímico depende críticamente de variables como la 

frecuencia, la intensidad acústica, el tiempo de exposición y la composición del medio, lo 

que ayuda a explicar por qué los resultados no son directamente extrapolables entre sistemas 

(Dehghani et al., 2023; Fu et al., 2020). En el presente estudio, aunque no se cuantificaron 

directamente los ROS, la combinación de tiempo y amplitud aplicada durante el TUS pudo 

haber modulado la intensidad de cavitación y, con ello, el grado de transformación de la 

AFM1 y la respuesta biológica observada posteriormente. 

Bajo esta interpretación, la región intermedia del espacio experimental, cercana a 10 

min y con amplitudes entre 66 y 80 %, podría representar una ventana operativa en la que la 

energía acústica total y la carga oxidante generada fueron suficientes para inducir 

transformaciones estructurales de la AFM1 sin favorecer de manera dominante la 

acumulación de especies o intermediarios más lesivos (Nguyen et al., 2022; Nikmaran et 

al.,2023; Shi et al., 2017). Esta hipótesis resulta coherente con los hallazgos previos de 

espectroscopía y de espectrometría de masas, que sugieren modificaciones en la estructura 

difurano-lactónica y una posible disminución del potencial tóxico. En contraste, condiciones 

subóptimas, como exposiciones muy breves o tratamientos prolongados a intensidades 

relativamente bajas, podrían haber favorecido transformaciones incompletas o una mayor 

persistencia de especies reactivas, capaces de intensificar el estrés oxidativo y afectar de 



145 

M. en C. Araceli Monter Arciniega 

manera más significativa la viabilidad celular. En conjunto, este comportamiento concuerda 

con la naturaleza no lineal de la cavitación acústica, en la que pequeñas variaciones en las 

condiciones de proceso pueden modificar significativamente la intensidad del fenómeno y, 

por tanto, sus efectos químicos y biológicos (Ashokkumar, 2011; Onyeaka et al., 2023; Taha 

et al., 2024). 

Asimismo, es razonable considerar que la propia solución de AFM1 en PBS, tras el 

tratamiento con TUS, contribuyó a las respuestas observadas. Wong et al. (2023) mostraron 

que la cavitación acústica puede incrementar la producción de radicales hidroxilo en sistemas 

acuosos bajo condiciones definidas, y revisiones recientes han señalado que estos procesos 

también favorecen la formación y persistencia de oxidantes secundarios en fase líquida, 

incluido H2O2, en función del diseño del sistema y de la intensidad del tratamiento. A su vez, 

revisiones recientes de biología redox han establecido que un aumento sostenido de ROS 

puede promover peroxidación lipídica, modificaciones oxidativas en proteínas y daño al 

ADN (Aureliano et al., 2023; Gęgotek et al., 2024; Jomova et al., 2025; Manoharan et al., 

2024; Schieber et al., 2014. Por ello, las condiciones de TUS que combinaron mayor energía 

acústica con tiempos prolongados podrían haber incrementado no solo la transformación de 

AFM1, sino también la carga oxidante residual del medio, lo que ofrece una explicación 

mecanísticamente plausible para las caídas más pronunciadas de viabilidad observadas en 

ciertos tratamientos. Sin embargo, dado que en este estudio no se cuantificaron ROS ni 

biomarcadores de daño oxidativo, esta interpretación debe considerarse consistente con la 

literatura, pero todavía inferencial. 



146 

M. en C. Araceli Monter Arciniega 

.  

Figura 14. Superficie de respuesta del DECC que muestra la viabilidad celular de C2BBe1 

en función de los diferentes tratamientos aplicados. 

Tabla 9. Parámetros estimados para la superficie de respuesta del DECC respecto a la 

viabilidad celular 

Parámetro 

Grados 

de 

libertad 

Coeficiente 

de 

regresión 

Error 

estándar 

Valor 

t 

Nivel de 

probabilidad 

Coeficiente de 

determinación 

parcial 

Intercepto 1 -777.222     

Tiempo 1 37.922 18.724 2.03 0.089 0.17 

Amplitud 1 16.249 14.076 1.15 0.292 0.06 

Tiempo^2 1 -1.386 0.347 -3.99 0.007 0.67 

Amplitud^

2 
1 

-0.089 0.087 -1.02 0.346 0.04 

Tiempo*A

mplitud 
1 

-0.120 0.217 -0.55 0.599 0.01 

Los términos con p < 0.05 se consideran estadísticamente significativos para explicar la variabilidad en la 

respuesta. El ajuste global del modelo se resume en el ANOVA de la Figura 14 (R2: 0.75). 

7.4 Conclusiones 

El efecto biológico de la AFM1 tratada con TUS depende en gran medida de la 

combinación de tiempo y amplitud aplicados. En particular, se identificó una región 

experimental asociada con una mayor viabilidad relativa de las células C2BBe1, 
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aproximadamente correspondiente a condiciones intermedias del DECC (66–80% alrededor 

de los puntos centrales), lo que subraya la necesidad de optimizar cuidadosamente el 

tratamiento antes de considerar su posible aplicación como estrategia para modificar la 

toxina. 
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CONCLUSIONES GENERALES 

La presente investigación abordó de manera integral la problemática asociada a la 

presencia de AFM1 en leche de vaca comercial en México, evaluando su concentración, 

riesgo toxicológico, comportamiento durante la digestión gastrointestinal simulada y 

estrategias para su reducción mediante tecnologías emergentes. A través de los tres artículos 

científicos publicados, se estableció un marco analítico robusto que permitió comprender la 

magnitud del riesgo de la toxina y la eficacia de la TUS como posible herramienta en la 

modificación del potencial tóxico. 

En conjunto, los resultados demostraron que la TUS puede modificar la AFM1, pero 

también debe validarse con evidencia biológica antes de interpretarse como una disminución 

real de su potencial tóxico. Bajo esta perspectiva, el principal aporte científico del proyecto 

radica en haber establecido un marco experimental integral para el estudio de la AFM1, capaz 

de aplicarse en leche comercial, su riesgo potencial, su comportamiento digestivo, su 

transformación estructural por TUS y su respuesta celular intestinal en una misma lógica de 

evaluación. Finalmente, los hallazgos obtenidos sustentan la necesidad de validar las 

condiciones más prometedoras de TUS en leche real y en derivados lácteos, compararlas con 

tratamientos térmicos convencionales y profundizar en la identificación estructural y la 

evaluación toxicológica de los productos de transformación antes de proponer esta tecnología 

como una estrategia segura y eficaz para la mitigación de la AFM1. 
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PERSPECTIVAS 

Los resultados obtenidos en este trabajo constituyen una base sólida para el desarrollo 

de estrategias de modificación de AFM1 mediante TUS y abren varias líneas de investigación 

complementarias. En primer lugar, resulta prioritario realizar una comparación sistemática 

de la ventana operativa de TUS identificada en este estudio con los procesos térmicos 

convencionales utilizados en la industria láctea, tales como la pasteurización y UHT. Una 

comparación directa entre TUS y estos procesos, en términos de conservación de la calidad 

fisicoquímica y preservación de la bioactividad de componentes sensibles, posibilitaría 

posicionar la TUS como una alternativa tecnológica viable (siempre y cuando se analicen 

bien sus efectos citotóxicos) y cuantificar sus ventajas y limitaciones en comparación con las 

tecnologías de referencia. 

En segundo lugar, la validación en matrices reales constituye un paso imprescindible. 

El presente estudio utilizó sistemas modelo basados en AFM1 en soluciones amortiguadoras 

y en condiciones controladas, lo que permitió aislar el efecto de la TUS y caracterizar los 

cambios estructurales y citotóxicos. Sin embargo, la AFM1 se encuentra, en la práctica, unida 

a proteínas lácteas y distribuida en una matriz compleja de grasa, lactosa y minerales. La 

aplicación de TUS en leche cruda y en leche procesada, así como en derivados lácteos de alto 

consumo, permitirá evaluar la eficacia del potencial tóxico en condiciones tecnológicamente 

relevantes y analizar posibles efectos sobre la funcionalidad proteica, la estabilidad de la 

emulsión y la retención de nutrientes. 

Una tercera línea de trabajo esencial consiste en integrar la modificación del potencial 

tóxico mediante la TUS con la evaluación sensorial y tecnológica de los productos tratados 

bajo las condiciones más favorables en la viabilidad celular. La aceptación del consumidor 

no solo depende de la inocuidad, sino también de atributos como el sabor, el aroma, la textura 

y la apariencia. La incorporación de paneles sensoriales entrenados y de pruebas de 

aceptación con consumidores, junto con parámetros tecnológicos (estabilidad durante el 

almacenamiento, comportamiento en procesos posteriores tales como la fermentación o la 

elaboración de queso), permitirá determinar si las condiciones óptimas de la TUS para reducir 

el riesgo toxicológico son compatibles con la calidad sensorial y tecno funcional requerida 

por la industria. 
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Desde una perspectiva mecanicista, también se propone, como línea futura, profundizar 

en la relación entre los productos de degradación y la toxicidad residual. La caracterización 

realizada mediante espectroscopía y espectrometría de masas sugiere rutas específicas de 

transformación del núcleo difurano–lactónico de la AFM1 junto con técnicas de aislamiento 

preparativo que permitan concentrar las fracciones mayoritarias y someterlas a estudios de 

resonancia magnética nuclear. Esta aproximación integradora permitiría confirmar las 

estructuras propuestas, diferenciar productos verdaderamente detoxificados de 

intermediarios potencialmente reactivos y vincular cada perfil estructural con la respuesta 

observada en los modelos celulares. 

Otra línea de investigación relevante consiste en vincular el efecto de la TUS sobre 

AFM1 con parámetros avanzados de integridad de la barrera intestinal. El empleo de modelos 

epiteliales más complejos (cocultivos, monocapas con TEER monitorizada) y la inclusión de 

marcadores de unión estrecha, estrés oxidativo, inflamación y daño genético permitirá 

traducir con mayor precisión los hallazgos in vitro a escenarios fisiológicamente relevantes. 

En paralelo, la caracterización de la solución de AFM1 en PBS, incluyendo la cuantificación 

de H2O2, el pH, la conductividad y otros indicadores de sonólisis del medio, ayudará a 

discriminar entre los efectos atribuibles a los productos de degradación de AFM1 y aquellos 

relacionados con la matriz sonoprocesada. 

Finalmente, el escalamiento de esta tecnología a condiciones de planta piloto o 

industrial amplía las oportunidades de investigación adicional. La evaluación de diversas 

configuraciones de equipos, como sonotrodos de flujo continuo, reactores de mayor volumen, 

junto con el análisis de costo-beneficio y de huella energética, permitirá determinar la 

viabilidad real de la TUS como estrategia de control de AFM1 en cadenas lácteas. De este 

modo, las evidencias generadas en este proyecto pueden aplicarse a propuestas de 

intervención concretas en salud pública y en la industria alimentaria, con el objetivo de 

reducir el riesgo toxicológico asociado al consumo crónico de AF, sin comprometer la 

calidad nutricional y sensorial de los productos lácteos. 




