UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS E INGENIERIA
AREA ACADEMICA DE QUIMICA
MAESTRIA EN QUIMICA

DESARROLLO Y OPTIMIZACION DE METODOLOGIAS PARA
LA EXTRACCION Y PRECONCENTRACION DE AFB1 PARA SU
DETECCION ELECTROANALITICA

Tesis que para obtener el grado de
MAESTRO EN QUIMICA

PRESENTA:
Q.A. Aldahir Alberto Hernandez Hernandez

Director:

Dr. Giaan Arturo Alvarez Romero

Codirectora:

Dra. Araceli Castafeda Ovando

Mineral de la Reforma, Hgo., junio de 2017.



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO
Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria

Institute of Basic Sciences and Engineering

Area Académica de Quil

Chemistry Cepartment

ICBI-AAQ/926/2017

M. en C. Julio César Leines Medécigo
Director de Administracién Escolar
Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo
PRESENTE

Por este conducto le comunico- que el jurado asignado al Candidato a Maestro en
Quimica, Q.A. Aldahir Alberto Herndndez Hernindez, quien presenta el trabajo
“Desarrollo y optimizacién de metodologias para la extracciéon y
preconcentracién de AFB1 para su deteccién electroanalitica”, después de revisar
el trabajo en reunién de sinodales, ha decidido autorizar la impresion del mismo, una
vez rea]igadas las correcciones que fueron acordadas.

A continuacién se anotan las firmas de conformidad de los integrantes del jurado:
PRESIDENTE:Dr. Carlos Andrés Galan Vidal (ICBI-AAQ)

SECRETARIO: Dra. Ma. Elena Paez Hernandez (ICBI-AAQ)

VOCAL: Dr. Giaan Arturo Alvarez Romero (ICBI-AAQ)

SUPLENTE: Dra. Araceli Castafieda Ovando (ICBI-AAQ)

Sin otro particular, reitero a Usted la seguridad de mi atenta consideracién.

ATENTAMENTE
“Amor, Orden y Progreso”

Mineral de la Reforma, Héo., a12dejuniode 2017

Ciudad del Conocimiento
Carretera Pachuca - Tulancingo km. 4.5
Colonia Carboneras

aaq_icbi@uaeh.edu.mx

Mineral de la Reforma, Hidalgo, México, C.P. 42184
Tel. +52 771 7172000 exts. 2200 y 2201, Fax 6502



Algunos de los resultados del presente trabajo han sido presentados en

los siguientes foros cientificos:

12 Jornada y 3¢ Foro de Cuerpos Académicos del Area de Biotecnologia
y Alimentos. Caracterizacion de particulas magnéticas para su posible uso
como soportes de extraccion de contaminantes emergentes. Celebrado el

30 de noviembre de 2015. Francisco |. Madero, Hidalgo, México.

Food & Biotechnology International Congress 2016. Sintesis de
nanomateriales para la microextraccion acoplada de alfatoxina B1.
Celebrado del 19 al 21 de octubre de 2016. Pachuca, Hidalgo, México.

XXXIlI Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de Electroquimica.
Cuantificacion voltamperométrica de aflatoxina B1 en alimentos usando
electrodo de Bismuto y optimizacion Box-Behnken. Celebrado del 5 al 8
de junio de 2017. Guanajuato, Guanajuato, México.



Algunos resultados han sido enviados para su publicacion en:

Hernandez-Hernandez A.A., Alvarez-Romero G.A., Contreras-Lépez E.,

Aguilar-Arteaga, K., Castafieda-Ovando, A. Food analysis by
microextraction methods based on the use of magnetic nanoparticles as
supports: Recent advances. Food Analytical Methods. Article In Press.
doi:10.1007/s12161-017-0863-9.



El presente trabajo se realiz6 en los laboratorios nimero 2 y de
Fisicoquimica de Alimentos 2 del Area Académica de Quimica de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo.



e Agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por la beca

otorgada (NUmero de registro: 660522) para realizar estudios de maestria.

e El presente trabajo de investigacion fue financiado por el Consejo

Nacional de Ciencia y Tecnologia (Numero de proyecto: CB-2013-
220163).



indice general

1Yo [1oT=Yo T=Y 4 =Y = OO TP TTT TR i
1Yo [ToT=Yo (=3 e U =TI OO vi
INAICE A TADIAS.........coeveveiereeie ettt sttt s s saens ix
INQICE AE BCUACIONES ......oceoeeeeeceee ettt esae s saees X
Listado de abreviaturas, siglas y SIMDOIOS.........cccoeriiiiiiineeeee e Xi
RESUMEBN ..ottt s 1
CAPITULO 1. ANTECEDENTES GENERALES ......ooovitieieeeeeeeeeeeeee s 2
1.1, INEOTAUCCION ..ottt 2
1.2, AFIALOXINGS ..ottt 3
1.2.1.  Generalidades.........ccoiriiiriirieieieieteee e 3
1.2.2. Propiedades quimicas y degradacion de aflatoxinas ..........c.ccccecevererreninnenne 4
1.2.3. Toxicidad de las aflatoXinas............ccceevirerininiinieiccce e 5
1.2.4. Incidencia de las aflatoxinas en 10S alimentos ............ccccvenerncnincnncneenen. 6
1.3, MEt0dOS d€ EXIFACCION......c.evuiuieeierieiieteeeterte ettt 6
1.3.1.  Extraccion liquido-lHguido ........ccceeeiiieieiieece ettt 7
1.3.2.  Extraccion por fluidos SUPEICILICOS ........ccerieuirieierieirieere e 8
1.3.3.  EXxtraccion en fase SOlda .........ccccouveiriiiiiiiiiiieec e 8
1.4. Metodos de MICTOEXIIACCION ......c.coveuirieuirieirieieiee ettt 9
1.4.1. Microextraccion liquido-liquido dispersiva..........cccoovevevieceiineececeeeeceeeee, 10
1.4.2. Microextraccién en fase microsélida magnética dispersiva...........ccccceueneeee. 10
1.4.3. Acoplamiento de técnicas de miCroextracCiOn..........ccccoveeveveeeesreeeeseeereeeenne. 11
1.5, ODJELIVOS ..ottt 13
1510 GENEIAL ...ttt 13
1.5.2.  ESPECITICOS .vviutiiteeeecteeee ettt ettt st et ans 13
RETEIENCIAS ...ttt 14
CAPITULO 2. SINTESIS, FUNCIONALIZACION Y CARACTERIZACION DE
SOPORTES DE EXTRACCION MAGNETICOS. ..ottt 18
2.1, INEFOAUCCION ...ttt 18
2.2, ANTECEUBNTES ...ttt b ettt nbe 19
2.2.1.  MEtOUOS dE SINLESIS ....cueieiiieierieiirieeeteet ettt 19
2.2.1.1.  Método de COPreCiPitaCiON .........cccoeveriereeieeeinenesie st 20



2.2.1.2. DesSCOMPOSICION tEIMICA .....ccevvverrerierierieieieeeeeeereste e sse e eeseesessens 21

2.2.1.3.  Sintesis por MICrOEMUISION .........ccoeerierierieieieeeeee et 21
2.2.1.4.  Sintesis solvotérmica 0 hidrotermiCa..........cccecuvevererenenieneieieeeennens 22
2.2.2.  Estabilizacion y funcionalizacion. Recubrimientos..........ccccevveveevveeevvenieennenne. 23
2.3.  Metodologia experimental.........ccccoceeeeiiiieeesieeereee e 25
2.3.1. Sintesis en SiStema abiertO..........ccocveiririirenenereee e 25
2.3.2.  SINteSIS POr MICTOONUAS ....c.ecueieiiriiirieirieeet ettt 25
2.3.2.1.  Efecto de l0s tiempos de reacCion ...........cccevveuereeerieereienieinieesiesesieens 26
2.3.2.2. Optimizacion de 1a SINtESIS ......ccccveverieiereceeee e 26
2.3.3.  Caracterizacion de los soportes magnétiCos ........cccevervevrereeveeneeeereeseeeennns 28

2.3.3.1.  Espectroscopia en el infrarrojo por transformadas de Fourier (FT-IR)

28
2.3.3.2.  Difraccion de rayos X de POIVOS........cceecvevereecieneeeeeeeeee e 28
2.3.3.3.  Microscopia electrénica de barrido (SEM)........ccccovevvvievieiieceneceenn, 28
2.3.3.4. POENCIAI ZELA.....couieieececeeee e 29
2.3.4.  ANAIISIS eStadiStICO ......c.eiieiieieieriee e 29
2.4,  Resultados Y dISCUSION .....c..ccovieiiieirierieeee e 30
2.4.1. Soportes magnéticos sin funcionalizar...........cccccooeeeevieveecisieeceseeee e, 30
2411, SiStemMa @DIErt0 ......c.coueirieiriiircce e 30
2.4.1.2.  Sistema por MICTOONAAS.......c.cceeieereereeeie e erte e e sre e be e e sees 31
2.4.2. Efecto de los tiempos de reacCCiON ..........cccecueeuieiiiiieeiesiecteecece et 32
2.4.3.  OPUMIZACION....c.eitiieeiieieeetse ettt sttt 34
2.4.3.1. DLS Y POtENCIAl ZEIA .....eeveieeeeeiiceeeseeee sttt 35
2.4.3.2. DR X e e s 39
2.4.3.3. Efecto de la cantidad de acetato de amonio y la temperatura sobre el
tamano de PartiCUla. ..o s 40
2.4.3.4. Efecto de la cantidad de acetato de amonio y el tiempo.................. 41
2.4.3.5. Efecto del tiempo y la temperatura.........ccceceeeueereeeerisiesieseeieseeeenens 42
2.4.4. Experimentos CONfIrMatorios .......ccccceeviecieneeiee e 42
2.4.5. Caracterizacion de los soportes magnéticos funcionalizados....................... 43
2.45.1. FT IR et ettt st et s ba e e s e e abeesans 43
245.2. SEM e 44
2.4.53. E D S e s 45



2.5, CONCIUSIONES ...ttt ettt ettt e e e e s e e e e eereeeeeseeasareeeeeesssaaasseeereeesssaaannee 46

] (=] €= ol = T TR 47
CAPITULO 3. DISENO DE UN METODO DE MICROEXTRACCION ACOPLADA
PARA AFLATOXINA Bl ....oioioieieieieieieeeetestetesaeie et sse e sse e se e ssesassassssassssesssessssensens 50

0 I [ 011 o T T3 T TSRS 50

3.2, ANECEAENTES ..ottt sttt sttt eae i 51

3.2.1. Meétodos de extraccion y microextraccion de aflatoxinas............cccceeevveeeenenne. 51

3.2.2. Métodos de cuantificacion de aflatoXinas ..........ccoceeveveerirenineneneseeeeeine 52

3.3.  Metodologia eXperimental...........ccccciiieiiiiieiececeeeee ettt 54

3.3.1.  Pretratamiento de 18 MUESIIA .......cocceevirieeeeeeeeeeeeee e 54

3.3.1.1.  Preparacion de solucion sintética de AFB1.........cccccocevevieveveveciennnne 54
3.3.1.2.  Preparacion de muestras reales ........ccccvvreeverireeniisieesieseeeseseennens 54
3.3.2. Microextraccion dispersiva liquido-liquido........ccccvevevieieviiieceseceeeee, 54
3.3.3.  Extraccion magnética en fase microsélida dispersa.........ccooeeeeveeeecresreennnn. 55
3.3.3.1.  Eleccion del disolvente de rediSOIUCION ...........ccevvevenenieneieieieeene 55
3.3.3.2.  EXIFACCION ..oeeiiiieeeeeeee ettt nne s 55

3.3.4.  DerivatizaCion de AFBL .........cccoiieieieieieesese et sae st st a e eneas 55

3.3.5. Andlisis de AFB1 por espectroscopia de fluorescencia.........c.cccocvevevvvreeenenne. 55

3.4, ResUltadoS Y dISCUSION .........cccuiiiieieiiieeeie ettt ae b e st et reeane s 56

3.4.1.  Solvente de rediSOIUCION .........ccoeverieiieieieesese et eee 56

3.4.2.  Microextraccion de aflatoXina Bl .........ccccecevirerinienieieieccesese e 57

7R T o ] [od (1] o] g = TP 61

RETEIENCIAS ...ttt ettt b e st s b et be e 61
CAPITULO 4. DISENO DE UN METODO VOLTAMPEROMETRICO PARA LA
CUANTIFICACION DE AFLATOXINA BL ..ottt ettt e 64

N | o1 o o (U ToTox o] o OSSR SRS 64

4.2, ANTECERUEBNIES ...ttt ettt b e sttt ettt saeenes 65

421, VORAMPEIrOMEIITA ...cuiceeiiciieieceeece ettt b e s tesreeaaens 65

4.2.1.1. Voltamperometria CICHCaA........ccccceeueeieiieieiceee e 66
4.2.1.2. Voltamperometria de onda cuadrada...........ccccceeuveceevieeecreeeecienreeenne. 66
4.2.1.3. Voltamperometria diferencial de pulSO..........ccccceevererenineneneienininiens 66
4.2.2. Electrodos de trabajo ........cccceveeieiiiicececeesecee e 67
4.2.2.1.  Electrodo de MEICUNO......ccevueieiriirienieriesieeeteee ettt st 67



4.2.2.2. EleCtrodo de DISIMULO ......eeveeeeeeeee et e e e e e e e eeaee s 68

4.2.3. Determinacion de aflatoxinas por técnicas electroanaliticas..............c........ 70
4.3. Metodologia eXPerimeENtal..........ccccevireeierieeese ettt sre e 72
4.3.1. Sistema eleCtrOqUIMICO ......ccecieieiiiiieiece ettt sttt e sresreeanens 72
4.3.2.  EStUdiOS PreliMIiNares.......cccoiiieieiieieceseeeeste sttt st st ae s 72
4.3.2.1. Electrodeposicidon del BiSmMULO.........ccccceeveiieiececeeeceeeeeeee e, 72
4.3.2.2.  Obtencién de la sefial analitica de AFBL..........cccccocvvvvverenerierieieienne 72
4.3.2.3.  Estudio voltamperométrico de AFBL........ccccccoceivinniinnieneineceene 72
4.3.3. Disefio del electrodo de pelicula de biSMULO .........ccccceveeveevinieceriecere e 73
4.3.4. Optimizacion de la voltamperometria diferencial de pulSo ........ccccccevvveeenens 74
4.3.5. Curva de calibracion para AFBL .........cccoveeiiiiieie ettt 74
4.3.6. Extraccion, preconcentracion y deteccion electroanalitica de AFBL1............ 75
4.4, ReSUltadOS Y QISCUSION .....ccueuirieiirieiirieirietete ettt 75
4.4.1. Eleccidn de condiciones preliminares ........ccoeeceeveveeciereeeenieseeieseeeeseseeenens 75
4.4.1.1. Electrodeposicion del BISMULO........ccccceeeevirieiereeceseeee e, 75
4.4.1.2. Sefial analitica de AFBL ... 76
4.4.1.3. Estudio voltamperométrico de AFBL ........ccccceoeiiececieeeeeceeeceeee, 77
4.4.2. Optimizacion del electrodo de pelicula de bismuto..........ccccocveeeiiicieieciennnns 78
4.4.3.1. Efecto del potencial de deposicion y la concentracion de bismuto en la
sefial CatOdICa A AFBL........oo ottt sttt neeneas 80
4.4.3.2. Efecto del potencial de deposicion y del tiempo de deposicion en la sefial
CatOAICA UE AFBL ...ttt sttt eae s 80
4.4.3.3. Efecto de la concentracién de bismuto y del tiempo de deposiciéon en la
sefial CatOdICa A AFBL........co ottt 81
4.4.3. Experimentos confirmatorios .........cccceeerieeerisiere e 82
4.4.4. Optimizacion de la voltamperometria diferencial de pulSo ........ccccevveeenene 83

4.4.4.1. Efecto del paso de potencial y el ancho de pulso en la sefial catddica de
AFB1 85

4.4.4.2. Efecto del paso de potencial y el periodo de pulso en la sefial catodica de
AFB1 86

4.4.4.3. Efecto del paso de potencial y la amplitud de pulso en la sefial catédica
de AFB1 86

4.4.4.4. Efecto del ancho de pulso y el periodo de pulso en la sefial catddica de
AFB1 87



4.4.45. Efecto del ancho de pulso y la amplitud del pulso en la sefial catédica de
AFB1 87

4.4.4.6. Efecto del periodo de pulso y la amplitud del pulso en la sefial catédica
de AFB1 88

4.4.5. Experimentos cONfirmMatorios ..........ccccecirieeerinieie e 89
4.4.6. Parametros analiticos para la metodologia por DPV........cccccvevevveieveieenns 90
4.4.7. Extraccion, preconcentracion y deteccion de AFBL ........ccccveeveiieiececieennn, 91
T @ o 1113 o =2 USRS 92
RETEIENCIAS ...ttt s a ettt ae e 92



indice de figuras

Figura 1.1. Estructuras quimicas de las principales aflatoxinas encontradas en
los alimentos.

Figura 1.2. Representacion del proceso de extraccion liquido-liquido (LLE)
Figura 1.3. Representacion del proceso de extraccion en fase sélida (SPE)
Figura 1.4. Esquema de la microextraccion liquido-liquido dispersiva
(DLLME).

Figura 1.5. Esquema de la extraccion en fase microsélida magnética
dispersiva (MDMSPE).

Figura 1.6. Esquema del acoplamiento entre D-LLME y MDMSPE.

Figura 2.1. Principales métodos de sintesis de nanoparticulas.

Figura 2.2. Representacion de la sintesis solvotérmica.

Figura 2.3. Principales recubrimientos de nanoparticulas magnéticas

Figura 2.4. Sistema de reaccion parea la sintesis solvotérmica en sistema
abierto.

Figura 2.5. Difractograma del soporte magnético obtenido (azul) comparado
con el patrén de difraccién estandar de magnetita (rojo) y hematita (verde)
Figura 2.6. Difractograma del soporte magnético obtenido (azul) comparado
con el patrén de difraccién estandar de magnetita (rojo)

Figura 2.7. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para evaluar el
efecto de los tiempos de reaccion (a=0.05)

Figura 2.8. Funcionalizacién de nanoparticulas de magnetita con TMSPT y
ATM

Figura 2.9. Graficas de distribucion del diametro hidrodinamico para el
experimento 12 del disefio de experimentos.

Figura 2.10. Variacion del potencial zeta de las particulas magnéticas en
suspension como funcion del pH

Figura 2.11. Efecto de la cantidad de acetato de amonio (mg) y la temperatura
(°C) sobre el tamafio de particula (nm)

Figura 2.12. Efecto de la cantidad de acetato de amonio (mg) y el tiempo (s)
sobre el tamafio de particula (nm)

Figura 2.13. Efecto de la temperatura (°C) y el tiempo (s) sobre el tamafio de

particula (nm)

pag.

©

10

11

12

19

22

23

25

30

30

33

34

36

37

40

41

42

Vi



Figura 2.14. Espectro de Infrarrojo de soportes magnéticos funcionalizados
con TMSPT y AMT.

Figura 2.15. Imagenes SEM de los soportes magnéticos funcionalizados con
aumento 450x (A) y 2700x (B)

Figura 2.16. Espectro EDS del soporte magnético funcionalizado

Figura 2.17. Distribucién elemental de los &tomos de carbono (A), hierro (B),
nitrégeno (C), oxigeno (D), azufre (F) y silicio (E)

Figura 3.1. Efecto del solvente de redisolucién sobre los soportes magnéticos.
Figura 3.2. Mapa del potencial electrostatico para la molécula de AFBL1.
Figura 3.3. Mecanismo propuesto para el proceso de MDMSPE de la
aflatoxina B1.

Figura 3.4. Reaccién de derivatizacién de la AFB1 para su andlisis por
espectrofluorimetria.

Figura 3.5. Espectros de fluorescencia de estandares de AFB1 a 80y 160 nglL-
1.

Figura 3.6. Espectros de fluorescencia de muestras de forraje analizadas,
comparadas con el estandar de 80 nglL™, posterior al proceso de separacion.
Figura 4.1. Esquema tipico de una celda electroquimica formada por un WE,
un RE y un AE.

Figura 4.2. Forma de onda de potencial para DPV

Figura 4.3 Configuracion del electrodo de gota de mercurio.

Figura 4.4. Reduccion de AFB1 (A) a aflatoxicol A (B).

Figura 4.5. Electrodeposicion del bismuto a una concentracion de 200 mgL™*
con HNOs al 5% a 25 ciclos de -1000 a 1000 mV.

Figura 4.6. Voltamperograma obtenido para AFB1 (160 ngL-1) .en BRB pH=9
a 4 ciclos de -350 a -1000mV

Figura 4.7. Grafico de log v vs log i para la reducciéon de AFB1 (160 ng L en
BRB).

Figura 4.8. Efecto del potencial de deposicion (mV) y la concentraciéon de
bismuto (mg L?) sobre la sefial catédica (mA) de AFB1

Figura 4.9. Efecto del potencial de deposicion (mV) y del tiempo de deposicion
(s) sobre la sefial catddica (mA) de AFB1

Figura 4.10. Efecto de la concentracién de bismuto (mg L) y del tiempo de
deposicién (s) sobre la sefial catdédica (mA) de AFB1

Figura 4.11. Experimentos confirmatorios para la fabricacion de BiFEs

44

45

45
46

56

57

58

58

59

60

64

66

67

70

75

76

77

79

80

81

82

Vii



Figura 4.12. Efectos del paso de potencial (mV) y el ancho de pulso (ms) sobre
la sefial catodica (mA) de AFB1

Figura 4.13. Efectos del paso de potencial (mV) y el periodo de pulso (ms)
sobre la sefial catodica (mA) sobre AFB1

Figura 4.14. Efectos del paso de potencial (mV) y la amplitud de pulso (mV)
sobre la sefial catddica (mA) sobre AFB1

Figura 4.15. Efectos del ancho de pulso (ms) y el periodo de pulso (ms) sobre
la sefial catédica (mA) sobre AFB1

Figura 4.16. Efectos del ancho de pulso (ms) y la amplitud del pulso (mV)
sobre la sefial catddica (mA) sobre AFB1

Figura 4.17. Efectos del periodo de pulso (ms) y la amplitud del pulso (mV)
sobre la sefial catddica (mA) sobre AFB1

Figura 4.18. Experimentos confirmatorios y condiciones 6ptimas para la
deteccién de AFB1 mediante DPV

Figura 4.19. Curva de calibrado de AFB1

Figura 4.20. Sefial de AFB1 obtenida al realizar la DLLME y la MSMSPE

84

85

85

86

86

87

88

90
91

viii



indice de tablas

Tabla 1.1. Propiedades fisicas y quimicas de algunas aflatoxinas y sus
metabolitos.

Tabla 1.2. Incidencia de aflatoxinas en diferentes alimentos.

Tabla 2.1. Niveles de los factores de control elegidos en la optimizacién del
tamafio.

Tabla 2.2. Estimacion de los tamafios de particula mediante la ecuacién de
Debye-Scherrer para el soporte obtenido por un sistema abierto.

Tabla 2.3. Estimacién de los tamafios de particula mediante la ecuacion
Debye-Scherrer para el sistema por microondas.

Tabla 2.4. Disefio factorial fraccionado 22 para evaluar el efecto del tiempo en
el rendimiento de la sintesis de soportes magnéticos.

Tabla 2.5. Matriz del disefio de experimentos y resultados obtenidos para el
didmetro hidrodinamico medido por DLS.

Tabla 2.6. Cambios en la estabilidad de las suspensiones.

Tabla 2.7. Matriz del disefio de experimentos y resultados obtenidos tamario
de particula mediante DRX.

Tabla 2.8. Experimentos confirmatorios para la sintesis de nanoparticulas
funcionalizadas.

Tabla 4.1. Niveles de los factores de control elegidos en la optimizacion para
la fabricacion del electrodo.

Tabla 4.2. Niveles de los factores de control elegidos para la optimizacion de
la VDP.

Tabla 4.3. Matriz del disefio de experimentos para la fabricacion de BiFEs.
Tabla 4.4. Experimentos confirmatorios y condiciones o6ptimas para la
fabricacion de BiFEs.

Tabla 4.5. Matriz del disefio de experimentos para la deteccion de AFB1
mediante DPV.

Tabla 4.6. Experimentos confirmatorios y condiciones Optimas para la
deteccién de AFB1 mediante DPV.

pag.

24

28

29

30

32

35
37

38

65

66

70
71

73

74



indice de ecuaciones

pag.
Ec.2.1. M2* + 2Fe3* + 80H™ — MFe,0, + 4H,0 18
Ec.2.2. 7 = —2 25

Bcos6O

Ec.2.3. R = 1643 + 0.244A — 12.7B + 1.8C + 0.000436 A? + 0.0248B% — 36
0.563C% — 0.00207AB + 0.00041AC + 0.0252BC

Ec. 4.1.i = av? 68
Ec.4.2.R =0.5233 — 0.0613A + 0.0712B + 0.0225C — 0.0392 A% — 70
0.0892B2 + 0.0233C? — 0.0600AB + 0.0625AC + 0.0525BC

Ec. 4.3.R = 3.60 + 0.0340A + 0.0392B — 0.08001C — 0.01497D — 72

0.000513 A% — 0.001345 — 0.000366C? + 0.000039 — 0.001003AB +
0.00038AC — 0.000146AD — 0.000305BC + 0.000095BD + 0.000077CD
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Resumen

En el presente trabajo se realiza el desarrollo de metodologias para la extraccion
y deteccion electroquimica de aflatoxina B1, para lo cual el escrito se divide en
cuatro capitulos. En el primer capitulo se presentan los Antecedentes generales,
en los cuales se hace una revision acerca de las propiedades de las aflatoxinas
y los avances en los métodos de extraccion y microextraccion; terminando con
el planteamiento de los objetivos de la investigacion. El segundo capitulo trata
de la Sintesis, funcionalizacién y caracterizacion de soportes de extraccion
magneéticos, presentando la sintesis por un método abierto y uno basado en
microondas, el estudio de los soportes en solucion, su funcionalizacion y su
caracterizacion. Para el tercer capitulo se trabaj6 en el Disefio de un método de
microextraccion acoplada para aflatoxina B1, en el cual se presenta la estrategia
gue se siguio para la propuesta de un método de microextraccion en dos pasos,
basado en DLLME y MDMSPE, con deteccién por Fluorimetria, previa
derivatizacién de la AFB1, alcanzandose un factor de preconcentracion estimado
de 500. Por ultimo, el cuarto capitulo se relaciona con el Disefio de un método
voltamperométrico para la cuantificacion de aflatoxina B1, en el que se realiza el
disefio de un electrodo de bismuto, para su posterior aplicacion en la deteccién

de AFB1; haciendo para ambos procedimientos un disefio de experimentos.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES GENERALES
1.1. Introduccién

Las aflatoxinas son sustancias de muy alta toxicidad, tanto aguda como
cronica, y se encuentran entre los compuestos carcinogénicos, teratogénicos y
mutagénicos mas potentes de la naturaleza. Se estima que cerca del 64% de la
poblacién mundial est4 en riesgo cronico de exposicion a las aflatoxinas por
alimentos contaminados (Filazi & Sireli, 2013).

Las aflatoxinas son un grupo de 18 difuranocumarinas con algunas
variantes en su estructura quimica, siendo las mas importantes la B1, B2, G1,
G2, M1y M2, de las que la primera es la mas toxica y abundante en alimentos.
Diversos estudios demuestran que la AFB1 tiene actividad tdxica en seres
humanos y se ha asociado a enfermedades carcinogénicas y a desoérdenes en
el crecimiento. Para la AFB1, se han establecido limites maximos permisibles de
2 ug kg (The Scientific Panel on Contaminants in the Food Chain, 2007).

Debido a que las aflatoxinas se generan como metabolitos secundarios
de algunas especies del hongo Aspergillus, estas micotoxinas estan presentes
en una amplia gama de productos alimenticios, sobre todo cereales.

Por otro lado, desde el punto de vista analitico, los alimentos son muestras
complejas, ya que presentan una amplia diversidad de compuestos, que pueden
interaccionar; lo que dificulta su analisis, sobre todo de aquellos que se
encuentren en niveles traza. Una alternativa de solucion a esta problematica es
el uso de técnicas de microextraccion, las cuales han demostrado ser eficientes

para el analisis de compuestos minoritarios en muestras alimenticias.



1.2. Aflatoxinas
1.2.1. Generalidades

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios producidos por el hongo
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, estas micotoxinas contaminan
diversas fuentes de alimentacibn como los cereales, los productos de
panificacion, las semillas oleaginosas y los piensos alimenticios, afectando
también bioproductos como la carne, el huevo, la leche y sus derivados. La
susceptibilidad de los alimentos al ataque de aflatoxinas varia con la ubicacién
geografica, la agricultura y las practicas agronémicas, por lo que, se ha vuelto un
problema comun, sobre todo en regiones tropicales y subtropicales (Filazi &
Sireli, 2013).

Las aflatoxinas pertenecen al grupo de derivados de las bisfurano-
isocumarinas, existen diferentes tipos, las mas comunes son la B1, B2, G1, G2,
M1y M2 (Figura 1.1), siendo las mas relacionadas con efectos téxicos, tales
como carcinogénicos y mutagénicos (Hsieh, Lin, & Singh, 1976). No se sabe con
exactitud el nivel de toxicidad de las aflatoxinas para consumo humano, sin
embargo, se han reportado intervalos de toxicidad de 100 a 200 ug por kilogramo
de peso corporal (kgpc), por ello su determinacion se ha convertido en un tema
importante para la inocuidad alimentaria (Eaton & Groopman, 1994).

Debido a la presencia del hongo Aspergillus y la toxina en el ambiente, se
considera un problema casi inevitable la presencia de estos compuestos en los
alimentos y/o piensos. Por ello, en diferentes paises se han establecido limites
méaximos de aflatoxinas totales en alimentos; por ejemplo, en Estados Unidos y
en la Comunidad Europea es de 4 ug kg! en la mayoria de productos (The
Scientific Panel on Contaminants in the Food Chain, 2007).

Por otra parte, la alta complejidad de los alimentos (presencia de
proteinas, lipidos, carbohidratos, agua y otros componentes minoritarios) hace
qgue las micotoxinas contenidas en ellos requieran procesos de extraccion para

eliminar sustancias interferentes (Soriano, 2007).



Figura 1.1. Estructuras quimicas de las principales aflatoxinas encontradas en los

alimentos.
1.2.2. Propiedades quimicas y degradacion de aflatoxinas

Las aflatoxinas son compuestos cristalinos, solubles en solventes
moderadamente polares, como cloroformo, metanol y dimetilsulfoxido. En su
forma cristalina son altamente estables en ausencia de luz y a temperaturas por
encima de los 100°C (Deshpande, 2002).

La estructura basica de las aflatoxinas consiste en una cumarina unida a
un anillo bifurano junto con un anillo de cinco o seis carbonos (Figura 1.1). Las
aflatoxinas tienen estructuras muy similares, la serie G difiere quimicamente de
la serie B por la presencia de un anillo de B-lactona, en lugar de un anillo de
ciclopentanona (Goldblatt, 1969). Por otro lado, la AFB1, AFGl y AFM1
presentan un éter vinilico en el anillo furano terminal, el cual no se encuentra en
AFB2, AFG2 y AFM2, lo que hace que las de la serie 1 sean mas tbxicas. En la
Tabla 1.1 se muestran caracteristicas de algunas aflatoxinas (Buchi et al., 1969).

Las aflatoxinas de la serie B y G emiten luz ultravioleta de onda larga,
excitandose a 225-365 nm y emitiendo a 425-450 nm, lo que permite que sean
observadas con una lampara fluorescente, produciendo luz verde o azul. Por otro
lado, la aflatoxina M1 (AFM1) produce una fluorescencia azul, mientras que la
M2 produce fluorescencia violeta.



Tabla 1.1. Propiedades fisicas y quimicas de algunas aflatoxinas y sus metabolitos.

Masa Emision de
_ Formula Punto de _
Aflatoxina molecular » fluorescencia,
molecular _ fusion, °C

relativa nm
B1 C17H1206 312 269 425
B2 C17H1406 314 289 425
Gl C17H1206 328 246 450
G2 C17H1407 330 240 450
M1 C17H1207 328 299 425
Aflatoxicol C17H1405 314 234 425

(Heathcote and Hibbert, 1978).

Se han realizado multiples investigaciones relacionadas con la estabilidad
de las aflatoxinas, Levi (1980) simulé condiciones de tostado (200+5°C, 20 min)
en granos de café verde observando una disminucién del 80% de AFB1. Lau y
Chu (1983) reportaron que los hongos Rhizopus oryzae y R. oligosporus reducen
el anillo de ciclopentanona en AFB1 formando aflatoxicol A, el cual es un
metabolito que se encuentra en tejidos animales, leche y derivados.

Por otro lado, Gonzalez y colaboradores (1998) estudiaron el efecto de la
electrélisis, la irradiacion ultravioleta y la temperatura en la descomposicion de
AFB1 y AFGL1. La irradiacibn UV aplicada durante 60 min provoc6é una
eliminacion total de aflatoxinas. Sin embargo, cuando las aflatoxinas se
colocaron en un bafio a 90°C durante 3 min, se observo una disminucion del 20%
respecto a la cantidad total de AFB1 y AFGL1.

El efecto de la radiacion gamma fue estudiado por Azis y Moussa (2002)
reportando una total desestabilizacion de AFB1 en muestras de fruta. Gurbay y
colaboradores (2004) reportaron la estabilidad de AFML1 la cual es relativamente
estable en las etapas de pasteurizacion, esterilizacion y almacenamiento de

productos lacteos.
1.2.3. Toxicidad de las aflatoxinas

La Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC) ha concluido

que las aflatoxinas son carcinogénicas para humanos, particularmente como



agente etioldgico de cancer de higado (Filazi & Sireli, 2013). La LDso en humanos
se estima en 5 mg/kgpc al dia, y la TDso en 132 ug/kgpc al dia (Moss, 2003).

De acuerdo a una comisién de expertos de FAO/OMS, la aflatoxina B1
(AFB1) es la de mayor toxicidad aguda y crénica, estimando su potencia a partir
de datos epidemiolégicos (Filazi & Sireli, 2013), mientras que la AFM1 que deriva
de ésta y se encuentra en la leche, es apenas ligeramente menos toxica que su
precursora (Moss, 2003), causando también cancer hepatico (Filazi & Sireli,
2013).

1.2.4. Incidencia de las aflatoxinas en los alimentos

La presencia de aflatoxinas en alimentos ha sido estudiada desde la
década de los 90’s; de hecho, ha habido un incremento importante de
publicaciones relacionadas con este tema alrededor del mundo, por considerarse
gue la incidencia es muy alta y que se trata de un grave problema de salud
publica que hay que atender. En la Tabla 1.2 se presentan los paises en los que
se ha estudiado la incidencia de aflatoxinas en alimentos (Williams et al., 2004).

Tabla 1.2. Incidencia de aflatoxinas en diferentes alimentos.

Pais Alimento Concentracién (ug kg™)
Argentina Maiz Positivo
Brasil Maiz 0.2-129.0
Cacahuate y derivados 43.0-1099.0
China Maiz >20.0
Portugal Yogurt 19.0-98.0
México Granos de maiz 5.0-465.0
Turquia Queso Positivo
India Chile >30.0

1.3. Métodos de extraccioén

Una de las medidas de control para la seguridad alimentaria es la
aplicacion de técnicas analiticas que generen datos confiables y permitan

cumplir con los criterios establecidos por diversos organismos regulatorios. Es



asi como los métodos utilizados durante el andlisis de los componentes
alimentarios deben cumplir con la garantia de calidad analitica (AQA).

Generalmente, las muestras alimenticias son muy diluidas o muy
complejas para el andlisis directo de un determinado componente minoritario o
traza (aditivos, nutraceuticos, compuestos bioactivos, contaminantes, entre
otros). Por lo que, la muestra requiere de un tratamiento, que incluye
homogenizacion, extraccién, limpieza (clean-up), preconcentracion vy
derivatizaciéon (Suzanne, 2010).

Algunas técnicas convencionales para llevar a cabo esa “limpieza” de la
muestra incluyen la evaporacion, la destilacion, la liofilizacién o las extracciones
liquido-liquido (LLE).

1.3.1. Extraccién liquido-liquido

La LLE es una técnica clasica de preparacion de muestras; entre las
aplicaciones que presenta son: 1) extraccion de componentes de interés, 2)
remocion de interferentes de la matriz, 3) preconcentracion de analitos, y 4)
intercambio de solvente para que la muestra en solucion sea compatible con la
técnica de analisis (Nickerson & Colén, 2010).

En la LLE se utilizan dos fases liquidas inmiscibles, que generalmente es
una fase acuosa y una fase organica. El analito de interés debera tener mayor
solubilidad en una de ellas, por lo que se distribuira en las dos fases, de acuerdo
a la solubilidad relativa que presente (Nickerson & Colon, 2010).

Para elegir el solvente organico adecuado se considera la miscibilidad en
agua y la polaridad. Entre los solventes que se suelen utilizar en el analisis de
alimentos se encuentran el cloroformo, el diclorometano, el éter dietilico, los
hexanos, el n-heptanol y el n-octanol (Wells, 2003).

En la LLE, la solucién acuosa de la muestra se coloca en un recipiente
separador (embudo de separacion, tubo de ensaye o vial) y se le adiciona un
solvente (o0 mezcla de solventes) que sea inmiscible en el agua. Posteriormente,
la muestra se mezcla vigorosamente (por vortex o agitacion) para proveer la

maxima superficie de contacto entre las dos fases, permitiendo la particién de



los componentes entre las dos fases (Cantwell & Losier, 2002). En la Figura 1.2

se muestra el proceso de LLE.
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Figura 1.2. Representacion del proceso de extraccion liquido-liquido (LLE).

La fase que contiene el analito de interés se remueve y se colecta para su
posterior tratamiento y/o analisis. Generalmente, es necesario realizar
extracciones secuenciales para lograr la maxima extraccion. Las colectas de
fases se combinan y se les realiza tratamientos para eliminar el agua (adicion de
desecantes o congelacién) o para concentrar el analito (evaporacion de solvente)
(Nickerson & Colén, 2010).

1.3.2. Extraccion por fluidos supercriticos

La extraccion por fluidos supercriticos (SFE) usa las propiedades
caracteristicas de los fluidos supercriticos (presion y temperaturas criticas) para
facilitar la extraccion de analitos en una determinada matriz. En la mayoria de
los casos se utiliza CO2 (Pc=73.8 bar y Tc= 31.1°C) con o sin solvente organico
como acetonitrilo (CH3CN) o metanol (CH3OH), el cual se comporta como un

disolvente no polar (Batt, 2014).
1.3.3. Extraccién en fase solida

Otra técnica usada para el aislamiento o purificacién del analito de interés
en alimentos es la extraccién en fase sélida (SPE), en la que grupos funcionales
hidrofobicos se unen gquimicamente a una superficie sélida, por ejemplo, silice
pulverizada. Los sorbentes utilizados son empacados en cartuchos (Figura 1.3).

La SPE se ha utilizado para la determinacion de pesticidas, colorantes,



compuestos fendlicos, cafeina, aflatoxinas, clembuterol, entre otros (Kralj et al.,
2009).
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Figura 1.3. Representacion del proceso de extraccion en fase sélida (SPE).
1.4. Métodos de microextraccion

Los métodos de extraccion de muestras como la LLE y la SPE usualmente
constan de varias etapas de pretratamiento, las cuales son tediosas, requieren
mucho tiempo, grandes volimenes de muestra y solventes toxicos que provocan
contaminacion ambiental y riesgos para la salud con alto costo de operacion. Por
lo tanto, estas técnicas se han miniaturizado para acortar tiempos, crear
procedimientos amables con el medio ambiente, aumentar la eficacia de los
mismos y reducir las fuentes de error (Kataoka et al., 2000).

Las versiones miniaturizadas de SPE son: la extraccion en fase microsolida
(MSPE) (Naing et al., 2016), la microextraccion en fase sélida (SPME),
extraccién por sorcion con barras magnéticas (SBSE), microextraccion en jeringa
empacada (MEPS) (Nickerson & Colon, 2011), extraccion en fase microsélida
dispersiva (DMSPE), y extraccion en fase microsolida magnética dispersiva
(MDMSPE) (Asgharinezhad et al., 2014).

Las técnicas minuaturizadas de LLE son conocidas como microextraccion
en fase liquida (LPME) e incluyen la microextraccion de la gota suspendida
(SDME), microextraccion en fase liquida usando membranas liquidas soportadas
sobre fibras huecas (HF-LPME) (Nickerson & Colon, 2011) y la microextraccion
liquido-liquido dispersiva (DLLME) (Herrera et al., 2010; Farajzadeh et al., 2014).



1.4.1. Microextraccion liguido-liquido dispersiva

Razaee y colaboradores (2006) introdujeron la DLLME para lograr una
extraccion rapida y de alta eficiencia, la cual se ha utlizado en la
preconcentracion de analitos organicos contenidos en matrices acuosas.

La DLLME se basa en un sistema de solventes de tipo ternario, en el cual
los solventes de extraccion y dispersantes son rapidamente introducidos en la
muestra acuosa para formar una dispersion. El equilibrio de extraccién se
alcanza répido, debido a la gran superficie de contacto entre las gotas de los

solventes de extraccion y la muestra.
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Figura 1.4. Esquema de la microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME).

Después de la centrifugacion, el solvente de extraccion es sedimentado al
fondo del tubo (en forma de gota) y tomado con una jeringa, una vez colectado,
el concentrado es llevado al andlisis correspondiente (Shi & Lee, 2010). En la
Figura 1.4 se esquematiza el proceso llevado a cabo.

1.4.2. Microextraccion en fase microsoélida magnética dispersiva

La MDSPE es una de las técnicas mas estudiadas en los ultimos afios.
Safarikova y colaboradores (1999) reportaron por primera vez la separacion de
ftalocianina de cobre usando magnetita silanizada, en la que el analito es
adsorbido en el soporte magnético, y mediante un campo magnético externo se

realiz6 la separacion. Finalmente, se hace la desorcion con el solvente adecuado
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para su posterior analisis. En la Figura 1.5 se muestra un esquema general de la
MDMSPE.
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Figura 1.5. Esquema de la extraccion en fase microsolida magnética dispersiva
(MDMSPE).

Al haber una féacil dispersion del soporte magnético en la muestra, la
MDSPE presenta multiples ventajas, como una alta eficiencia de extraccion,
debido a la superficie de contacto del soporte magnético; la separacion es muy
rapida, comparada con otros metodos convencionales de SPE; presenta una
buena reutilizacion y la preparacion de la magnetita (soporte magnético) es
sencilla (Faraji, 2016).

Entre las modificaciones que se han realizado en este método de
extraccion, se encuentra la modificacion o funcionalizacion del soporte
magnético, lo que proporciona caracteristicas especificas al sélido, tales como
la selectividad para la adsorcion de un determinado analito (Giakisikli &
Anthemidis, 2013), asi como el control en el tamafio de particula de las
nanoparticulas magnéticas (MNPs) utilizadas como soportes. La

funcionalizacion de las MNPs se discutira ampliamente en el Capitulo 2.
1.4.3. Acoplamiento de técnicas de microextraccion

A pesar de que se han desarrollado diversas técnicas para la extraccion y
pre-concentracion de componentes traza en diferentes tipos de matrices, en las
gue destacan la LLE, la DLLME, la SPE y la MSPE, ninguna de estas técnicas

analiticas han resultado ser completamente eficientes.
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Para muestras de tipo medio ambiental (agua y suelos) se ha planteado
como alternativa utilizar un acoplamiento que incluye la DLLME y la MDMSPE,
con la finalidad de aumentar la eficiencia de la extraccion y mejorar las
determinaciones de compuestos a niveles traza, siendo uno de los usos la
determinacion de hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHs) (Shi & Lee,
2010).

Para realizar este acoplamiento, al concentrado colectado en la DLLME
se le adicionan las MNPs funcionalizadas y se repite el procedimiento de la
MDMSPE (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Esquema del acoplamiento entre DLLME y MDMSPE.

Por ello, en el presente trabajo se desarroll6 una metodologia para
extraer y preconcentrar AFB1 en niveles traza mediante el acoplamiento de
técnicas como la DLLME y la MDMSPE, ademas de establecer una
metodologia electroanalitica que permita detectar AFB1 de manera sencilla'y

rapida.
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1.5. Objetivos

Debido a la importancia que tiene el control del contenido de aflatoxinas
en los alimentos (tanto de origen animal, como vegetal) y a la necesidad de
contar con métodos de cuantificacion menos costosos y mas sencillos, se han
planteado los siguientes objetivos para dirigir este trabajo:

1.5.1. General

Desarrollar una metodologia para la deteccion de la aflatoxina B1 mediante
técnicas electroquimicas utilizando como pretratamiento para la muestra
microextracciones liquido-liquido y sélido-liquido dispersivas.

1.5.2. Especificos

1. Sintetizar nanoparticulas magnéticas mediante un método solvotérmico para
obtener materiales que sirvan de soporte en la extraccion en fase solida
dispersa de la aflatoxina B1.

2. Caracterizar las nanoparticulas magnéticas utilizando diferentes técnicas
analiticas para determinar sus propiedades.

3. Disefiar un proceso de preconcentracion de la aflatoxina B1 utilizando una
metodologia en dos pasos (DLLME y MDMSPE) con la finalidad de separar
la mayor cantidad del contaminante en la matriz alimenticia.

4. Optimizar el proceso de fabricacion de un electrodo de pelicula de bismuto
a partir de un disefio de experimentos para utilizarlo en la deteccion de
aflatoxina B1.

5. Disefiar un método electroanalitico a partir de la construcciéon de electrodos

a base de bismuto para determinar aflatoxina B1.
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CAPITULO 2. SINTESIS, FUNCIONALIZACION Y CARACTERIZACION DE
SOPORTES DE EXTRACCION MAGNETICOS

2.1. Introduccidn

En los ultimos afios el campo de estudio de la nanotecnologia se ha
ampliado y se ha utilizado en diversas aplicaciones, como por ejemplo en la
elaboracion de nuevos materiales, la miniaturizacién de componentes eléctricos,
el tratamiento y/o diagnéstico de enfermedades, la energia renovable y la
fabricacion de textiles (Murty et al., 2013).

El disefio de nuevos materiales nanométricos ha tenido una gran
aplicacion en Quimica, entre las que destacan su uso como catalizadores y como
soportes de extraccion. Entre los materiales que han sido ampliamente utilizados
se encuentran las nanoparticulas magnéticas (MNPSs), las cuales, gracias a sus
propiedades y a su gran variedad en recubrimientos, se han implementado en
metodologias para la extraccion de componentes en matrices complejas,
particularmente en muestras ambientales, biolégicas y en los alimentos
(Wierucka et al., 2014).

Los métodos de sintesis de MNPs son muy variados, destacando el de
coprecipitacién y el solvotérmico. Cada uno de ellos presenta peculiaridades,
pero lo que se persigue es que los tamafios de particulas de los materiales
obtenidos sean nanométricos (no mayores 100 nm) y que sus propiedades
magnéticas sean adecuadas para poder utilizarlas como soportes en métodos
de extracciéon en fase microsélida dispersa.

La caracterizacion de las MNPs sintetizadas se utilizara para evaluar el
funcionamiento de los materiales sintetizados como soportes de extraccion de la

aflatoxina B1.
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2.2. Antecedentes

2.2.1.

Métodos de sintesis

En los dltimos afios, se han propuesto diferentes métodos para la sintesis

de nanoparticulas (NPs), en los cuales se busca proporcionar un mejor control

sobre el tamafio, la forma y otras caracteristicas. Las estrategias que se han

sugerido para la sintesis de NPs son: 1) “top-down”, y 2) “bottom-up” (Lu et al.,

2007).

En la estrategia “top-down”, las NPs se generan a partir de compuestos

macroscopicos, mediante procesos fisicos (Bréchignac, 2006), tales como, la

trituracion mecanica, en donde las particulas chocan entre ellas generando NPs

(Fuentes, 2013), o la ablacién laser (Figura 2.1A), en la que un metal (por

ejemplo, plata) es irradiado con un laser desprendiendo particulas (Barberio,

2013).
(A)
T
M
\I’ Irradiacion| &° Barrade
<o & e
Il\, laser 20
e ——
Acetona
(B)

Moléculas

macroscopicas

Auto-ensamblamiento

Nanoparticulas

Figura 2.1. Principales métodos de sintesis de nanoparticulas. (A) ablacién laser y (B)

auto-ensamblamiento.
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En la estrategia “bottom-up”, las NPs se obtienen a partir de compuestos
microscopicos, por auto-ensamblamiento o auto-organizacion de las moléculas
mediante cambios en las condiciones en que se sintetizan las particulas, como
modificaciones de pH, fuerza i6nica, temperatura o concentracion. Esta
manipulacion en las condiciones de sintesis permite controlar la morfologia y
adaptar las propiedades de un material a una actividad en especifico. El enfoque
bottom-up posibilita la produccion de particulas méas finas y con mejor control
sobre sus propiedades como tamafio, morfologia y estado fisico, en comparacion

con los métodos top-down (Figura 2.1B).
2.2.1.1. Método de coprecipitacion

Es uno de los métodos mas simples para la sintesis de MNPs. Fue
desarrollado por Massart en la década de 1980 y consiste en la adicion de una
base a una sal metalica en solucién acuosa (Ecuacion 2.1).

M2+ 4 2Fe3* + 80H™ — MFe,0, + 4H,0 (2.1)
donde: M?* es un ion metalico tal como Fe?*, Mn?*, Co?*, Mg?*, Zn?*y Ni?*.

El tamafo, la forma y la composicion de las MNPs depende del tipo de sal
(cloruro, sulfato, nitrato), la proporcion de iones férrico, la temperatura de
reaccion, el pH y la fuerza ionica del medio (Lu et al., 2007). En la sintesis por
coprecipitacion se utilizan principalmente hidréxidos de amonio, potasio y sodio.
La sintesis por coprecipitacion se lleva a cabo entre 70 y 80°C (Mascolo et al.,
2013). Wu y colaboradores (2008) también han llevado a cabo esta sintesis a 20
y 60°C, en cuyos estudios han investigado las propiedades magnéticas.

La precipitacion se realiza usualmente en el intervalo de pH de 8-14, con
una relaciéon estequiométrica Fe3:M?* de 2:1 (lida et al., 2007). La principal
ventaja de este método es que se pueden sintetizar hasta 40 g de MNPs. Sin
embargo, las MNPs son muy susceptibles a la oxidacion o pueden disolverse en
medio &cido.

Otra ventaja de la sintesis por coprecipitacion es su simplicidad, ya que el
tiempo y la temperatura de reaccién son méas bajos que en otros métodos, como
la descomposicion térmica. Ademas, el solvente (agua) es amigable con la

naturaleza y el rendimiento es alto y escalable. No obstante, la distribucion del
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tamafo de particula no se logra controlar y la forma de las MNPs es restringida
(Faraji et al., 2010).

2.2.1.2. Descomposicion térmica

Este método consiste en la descomposicién quimica de una sustancia
llevada a altas temperaturas. Existen tres factores significativos para la sintesis
de nanoparticulas: la temperatura de descomposicion, la duracion de la reaccién
y la concentracion de precursores (Lu et al., 2007).

Las nanoparticulas sintetizadas por este método son de alta calidad; sin
embargo, se obtienen bajos rendimientos y durante la sintesis se requiere una
velocidad de calentamiento constante. Uno de los principales inconvenientes de
este método es la produccion de MNPs organicamente solubles que limitan el
alcance de los usos de aplicacién de los mismos en campos biolégicos (Wu et
al., 2008). Asimismo, la descomposicién térmica usualmente conduce a
procesos complicados o requiere temperaturas relativamente altas.

Los precursores para esta sintesis son compuestos organometalicos,
tales como acetilacetonatos, cupferronatos o carbonilos metalicos (Farrell et al.,
2003). Los acidos grasos como el ladrico, miristico, caprico, estearico (Jana et
al., 2004), oleico (Samia et al., 2005) y la hexadecilamina son utilizados como
agentes surfactantes (Li et al., 2006).

2.2.1.3. Sintesis por microemulsion

Las microemulsiones agua en aceite (W/O) son sistemas isotropicos y
termodinamicamente estables de una sola fase, las cuales consisten en tres
componentes: agua, aceite y un surfactante. Los surfactantes reducen la tensién
superficial entre el agua y el aceite, lo que permite que se mezclen.

Para la sintesis de MNPs los precursores se encuentran en la fase acuosa
(nanogotas), se someten a una coalescencia rapida que mezcla, precipitan y
aglomeran los componentes y se forman micelas. El tamafio puede ser
controlado cambiando la relacion molar de agua a tensoactivo (W:0), valores

elevados de W:O generan tamafios de particula grandes (Gupta y Gupta, 2005).

21



El método por microemulsion permite producir nanoparticulas
monodispersas con diversas morfologias. Sin embargo, este método requiere de
una alta cantidad de solvente y los rendimientos de reaccion son bajos (Faraji et
al., 2010).

2.2.1.4. Sintesis solvotérmica o hidrotérmica

El método solvotérmico ha sido usado para la sintesis de una gran
variedad de nanoparticulas a través de una reaccion liquido-solido, esta técnica
fue sugerida por Wang y colaboradores (2005). El sistema consiste de un linolato
metdlico (sdlido), una fase liquida (etanol/acido linoleico) y una mezcla de agua-
metanol a diferentes condiciones de temperatura bajo condiciones hidrotérmicas
(Lu et al., 2007).

Deng y colaboradores (2005), reportaron la sintesis de ferritas
microesféricas por reduccion hidrotérmica. El método consiste en mezclar FeCls,
etilenglicol, acetato de sodio y polietilenglicol hasta obtener una solucion clara,
la cual se somete a un tratamiento térmico en una autoclave de acero inoxidable
a 200°C, durante 8-72 h (Figura 2.2). Ademas, se evalué el efecto de los
precursores en el control de la sintesis. En este método, el etilenglicol actia
como agente reductor, el acetato de sodio previene la aglomeracion y el

polietilenglicol funciona como surfactante.

C,HsOH + RCOOH
Liquido
g
&
] Solido
S (RCOO),M <« RCOONa
®
=
(=
& '
Na
M+
Solucion
;. C,HsOH + H,0

Figura 2.2. Representacion de la sintesis solvotérmica.
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Este método de sintesis presenta una cinética muy lenta, por lo que se ha
planteado una modificacion, la cual consiste en calentar mediante microondas,
lo cual aumenta la formacion de cristales. Sreeja y Joy (2007) sintetizaron

nanoparticulas de y-Fe20s, obtenidas en microondas en 25 min a 150°C.
2.2.2. Estabilizacion y funcionalizacion. Recubrimientos

A pesar de que existen diversas técnicas de sintesis, las MNPs presentan
susceptibilidad a la oxidacion y a la aglomeracion, por ello se han disefiado
estrategias que permitan su estabilidad; las cuales en muchos casos, pueden ser

usadas para funcionalizar. Los principales recubrimientos usados se muestran
en la Figura 2.3.

Magnetita
FE304
I recubrimiento
T
v
<4
Fe;0,@SiO;™ Fe;O0 @surfactantes
- : N L3 L9
/ Fe;0,@SiO,@material 3 ; s
O OH 4
\

'3 ¢ To548°
Hemimicelles Admicelles

Fe;0,@grafeno
o .

R es alquil, amino. tiol, vinilo u
otro grupo funcional.

Fe;0,@SiO,@surfactante
® s e e a

Fe;0,@Si0,@MIP Ve e a e
Fe,0,@Si0,@LIs

J

Figura 2.3. Principales recubrimientos de nanoparticulas magnéticas.

Los recubrimientos previenen la agregacion de las MNPs, durante o
después de su sintesis, y pueden unirse quimica y fisicamente para formar un
recubrimiento simple o doble, por lo que el estado coloidal se puede mantener
(Giakisikli & Anthemidis, 2013; Faraji et al., 2010). Los recubrimientos organicos
mas utilizados son: acidos organicos, surfactantes (sales de amonio, polioles,

lisina y &cidos grasos), liquidos idnicos (Lis) y polimeros (dextrano, almidon,
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quitosano y alginato). Algunos recubrimientos inorganicos son: silice, grafeno,
nanotubos de carbono (NTC), metales preciosos (plata u oro) y 6xidos (ZnO,
CaO, exz, NiO y CoO).

Para el analisis de componentes en alimentos, los recubrimientos mas
utilizados son la silice (MNPs@SiOz2); los silanos (MNPs@SiO2@grupo
funcional); silice con otros materiales (MNPs@SiO2@materiales), como Lis,
surfactantes, polimeros o polimeros de impresion molecular (MIP); grafeno
(MNPs@grafeno), y nanotubos de carbono (MNPs@NTCs) (Lu et al., 2007). La
Figura 2.2 muestra los principales recubrimientos para FesO4, como MNPs.

Por ello, los objetivos de este capitulo son: 1) sintetizar nanopatrticulas
magnéticas mediante un método solvotérmico para obtener materiales que
sirvan de soporte en la extraccion en fase sélida dispersa de la aflatoxina B1; y
2) caracterizar las nanoparticulas magnéticas utilizando diferentes técnicas

analiticas para determinar sus propiedades.
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2.3. Metodologia experimental
2.3.1. Sintesis en sistema abierto

Para la sintesis en sistema abierto se tomd de referencia el método
planteado por Li y colaboradores (2013), al cual se le realizaron modificaciones.
El método consistio en mezclar 5 mmol de FeCl3-6H20, 50 mmol de
CH3COONHa4 y 70 mL de etilenglicol, que se calentaron en un sistema a reflujo
a 160°C por 2 h; en la Figura 2.4 se muestra el sistema de reaccion.

La mezcla resultante se centrifugd a 10000 rpm por 10 min.
Posteriormente, el sobrenadante se retiré y el sedimento se recolect6 en un crisol
de porcelana. Para obtener el sélido magnético, el crisol se coloco en la mufla a
250°C por 15 min. El sélido obtenido se almaceno en un vial de vidrio cerrado

herméticamente, para su caracterizacion.

Figura 2.4. Sistema de reaccion parea la sintesis solvotérmica en sistema abierto.
2.3.2. Sintesis por microondas

La sintesis de MNPs se realiz6 en un equipo de microondas MONOWAVE
Extra de Anton Ex. Primeramente, se realiz6 una sintesis bajo las siguientes
condiciones: 590 mg de FeCls-6H20, 400 mg de acetato de amonio y 400 mg de
citrato trisddico (amortiguadores de pH) en 6 mL de etilenglicol.

Para la sintesis por microondas se realizaron dos disefios de
experimentos: 1) un disefio factorial 22, para evaluar el efecto de los tiempos de
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reaccion (de gradiente y fijo); y 2) un disefio Box-Benhken para optimizar la

sintesis. Estos procedimientos se detallan a continuacion.
2.3.2.1. Efecto de los tiempos de reaccion

Previo a la optimizacion de la sintesis, se realiz6 un disefio experimental
Plackett-Burman, el cual es un disefio factorial fraccionado 2" y se utiliz6 para
evaluar el efecto del tiempo de gradiente, el cual es el tiempo en que aumenta la
temperatura de 25 a 290°C, tomando como base lo reportado por Kozakova y
colaboradores (2011). El rendimiento de la sintesis se tomé como factor
respuesta. Se evaluaron dos tiempos de gradiente ti=1 min y t2=3 min, y se
tomaron tiempos fijos de 3 y 7 min. La matriz del disefio realizado se muestra en
la Tabla 2.2.

En cada experimento del disefio factorial planteado se mezclaron 590 mg
de FeCls-6H20, 400 mg de acetato de amonio y 400 mg de citrato trisddico
(amortiguadores de pH), en 6 mL de etilenglicol. La mezcla se adiciond en un
vial de reaccion (G30) y se colocé en el equipo de microondas.

Transcurrido el tiempo de reaccion, el sélido formado se separd utilizando
un magneto de neodimio de 30000 Gauss, y se lavdé con etanol al 70%.
Finalmente, el solido se secd en una estufa a 60°C y posteriormente se peso. El

rendimiento se calcul6 a partir de estequiometria.
2.3.2.2. Optimizacion de la sintesis

Se realizd una modificacion a la metodologia descrita por Li y
colaboradores (2013), con la finalidad de optimizar el tamafio de particula,
mediante un disefio Box-Benhken.

Se tomaron como factores de control: la cantidad en mg de acetato de
amonio (Factor A), ya que evita la aglomeracion; la temperatura de reaccion
(Factor B), que influye favorablemente en la cinética de la reaccion; y el tiempo
de reaccion (Factor C), al ser un parametro termodinamico importante.

En la Tabla 2.1 se presentan los niveles de los factores de control
elegidos. Los factores fijados fueron la cantidad de concentracion de FeCls-6H20
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(590 mg), la cantidad de citrato trisddico (400 mg), el volumen de etilenglicol (6
mL) y el tiempo de gradiente (7 min).

Una vez definidas las condiciones de cada experimento, de acuerdo a la
matriz del disefio (Tabla 2.3), los reactivos se mezclaron y se adicionaron en un
vial de reaccidn para equipo de microondas (G30) y se colocaron en el carrusel
del equipo. Al finalizar la sintesis, el sélido obtenido se separ6 del sobrenadante
con la ayuda de un magneto de neodimio de 30000 Gauss y se lavé con etanol
al 70%. Finalmente, el producto resultante se sec6 a 60°C para su
caracterizacion y funcionalizacion. Cada experimento se realiz6 por duplicado.

Tabla 2.1. Niveles de los factores de control elegidos en la optimizacion del tamafio.

Niveles
Factor de control Descripcion seleccionados
-1 0 1
Factor A Cantidad de CH3COONH4, mg 300 | 400 | 500
Factor B Temperatura, °C 255 | 265 | 275
Factor C Tiempo fijo, min 5 7.5 10

2.2.1.1. Funcionalizacion

Para la funcionalizacion de los sélidos magnéticos obtenidos se realizd
una modificacion a la metodologia descrita por Mashhadizadeh y colaboradores
(2011). Para ello, los solidos obtenidos se mezclaron con 6 mL de una solucion
etandlica de 3-(trimetoxisilil)-1-propantiol (TMSPT) al (10%). La mezcla se
someti6 a calentamiento por microondas a 135°C durante 5 min; posteriormente,
se enfrié a temperatura ambiente y se realizaron lavados con agua desionizada.

Una vez obtenidas las particulas funcionalizadas se suspendieron en 1
mL de una solucién de 2-amino-5-mercapto-1,3,4-tiadizol (AMT) en dimetil
formamida (DMF) al 1% y se sometieron a ultrasonido durante 5 min. El sélido

obtenido se lavo con etanol al 70% y se sec6 a 60°C.
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2.3.3. Caracterizacion de los soportes magnéticos

2.3.3.1. Espectroscopia en el infrarrojo por transformadas de Fourier (FT-
IR)

Los espectros FT-IR se obtuvieron en un espectrofotometro FT-IR
Spectrum GX de Perkin Elmer y a partir de una pastilla de KBr, mezclando la

muestra (soporte magnético) con KBr en relacién 1:100.
2.3.3.2. Difraccién de rayos X de polvos

Para los solidos sintetizados por el método solvotérmico abierto y por
microondas se determiné la composicidn y la estructura cristalina de la magnetita
por difraccion de rayos X (DRX) de polvos, con la finalidad de observar
diferencias entre los métodos. Para ello, la muestra previamente seca se coloco
y se distribuy6 de manera uniforme en un portamuestras. Posteriormente, se
realizd el analisis de la muestra en un difractometro Equinox 2000 durante 5 min
utilizando radiacién de cobalto (Ka1=1.789010 A) a 30 kV y 20 mA).

Para visualizar el patron de difraccion obtenido para cada una de las
muestras y comparar con los difractogramas estandar de la base de datos de
cristalografia (COD) se utilizé el programa Match! 3 (Crystal Impact, Alemania).

Los pardmetros de DRX se utilizaron para hacer una estimacioén del
tamafo de particula de los polvos obtenidos, a partir de la ecuacion de Debye-
Scherrer (Ecuacion 2.2).

___Ka (2.2)
" Bcos#
donde: K es un factor de forma (esférica) con valor 0.9, A es la longitud de onda

de la radiacion del analisis (Ka1=0.178 nm), B ancho de pico medio, y 6 es el

maximo del pico 20 (Leroy et al., 1949).
2.3.3.3. Microscopia electronica de barrido (SEM)

La morfologia de los soportes magnéticos, asi como su composicion, se
determinaron en un equipo de microscopia electronica de barrido modelo JSM-
6300 (JEOL®, Japdn), con analisis elemental por espectroscopia de rayos X de

energia dispersiva (EDS, por sus siglas en inglés).

28



Antes de analizar las muestras, éstas se dispersaron con ondas
ultrasonicas utilizando acetonitrilo como disolvente, con el fin de reducir la
aglomeracion provocada por la fuerte interaccion magnética que hay entre las

particulas.
2.2.1.2. Difraccion de luz dindmica (DLS)

Este andlisis se realizd para estimar la distribucién del tamafio del radio
hidrodinamico de los sélidos obtenidos en la optimizacion de la sintesis. El
equipo utilizado fue de la marca Malver modelo Zetasizer Nano seriesmzs90.
Para ello se pesaron 2 mg de muestra y se le adicionaron 10 mL de etanol al
70%, después se dispersaron por ultrasonido durante 30 min. Antes de analizar
las muestras, se repitio la dispersion por ultrasonicacion durante 60 s. La lectura

se realizo por triplicado.
2.3.3.4. Potencial zeta

La medicion de potencial zeta ({) se realizé en un equipo Malvern
Zetasizer 3000. Para ello, se prepararon suspensiones en KNO3 1x102 mol L.
Las medidas se realizaron a diferentes valores de pH, en el intervalo de 2-9. El
control del pH se realizo por adicion de soluciéon de HNOs 1:1 o NaOH 1:1.

2.3.4. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los disefios de experimentos se realizé en el
software Minitab (v.17).
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2.4. Resultados y discusion
2.4.1. Soportes magnéticos sin funcionalizar
2.4.1.1. Sistema abierto

La Figura 2.5 muestra el difractograma obtenido de las particulas de
hierro. Al comparar los resultados con la COD se observan dos fases cristalinas:
la magnetita y la hematita con formas cubicas y trigonales. Para la magnetita se
observan los picos caracteristicos en 42° (311), 77° (404) y 35° (202) y para
hematita los picos caracteristicos en 51° (110), 38° (104) y 63° (116).
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Figura 2.5. Difractograma del soporte magnético obtenido (azul) comparado con el

patrén de difraccién estandar de magnetita (rojo) y hematita (verde).

La Tabla 2.2 muestra los resultados de los calculos realizados para la
estimacion del tamafio de particula de los soportes magnéticos sin funcionalizar
(obtenidos de la sintesis en sistema abierto) a partir de la ecuacion de Debye-
Scherrer.

La ecuacion de Debye-Scherrer ha sido utilizada por otros autores para
calcular el tamafio de particula de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas
(Kim et al., 2007; Nipelo et al., 2014) y los resultados han mostrado concordancia

con datos obtenidos por microscopia electronica de transmision (TEM).
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Tabla 2.2. Estimacion de los tamafios de particula mediante la ecuacion de Debye-

Scherrer para el soporte obtenido por un sistema abierto.

Parametro Valor
] 41.96

B (grados) 0.5058
B (rad) 0.0088

T (nm) 24.40

La sintesis que se planted para sistema abierto no ha sido reportada

previamente, ya que requiere de mayor energia para llevarse a cabo, sin

embargo, la estimacién del tamafio de particula es un indicativo que a partir de

este método se pueden obtener nanoparticulas magnéticas.

2.4.1.2. Sistema por microondas

La Figura 2.6 muestra el difractograma obtenido de las particulas de hierro

sintetizadas por microondas. Al comparar los resultados obtenidos con la COD

se observa una sola fase cristalina, que corresponde a la magnetita y tiene una

forma clbica. Se observan los picos caracteristicos en 42° (311), 77° (404) y 35°

(202).
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Figura 2.6. Difractograma del soporte magnético obtenido (azul) comparado con el

patrén de difraccion estandar de magnetita (rojo).
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Nuevamente, se realizd la estimacion del tamafio de particula utilizando
la Ecuacion 2.2. La Tabla 2.3 muestra los resultados. Al comparar los resultados
de DRX de los soportes magnéticos obtenidos por los dos métodos, se opt6 por
la sintesis solvotérmica por microondas, debido a la reduccion de tiempo en la

sintesis y las caracteristicas de los soportes obtenidos por este método.

Tabla 2.3. Estimacién de los tamafios de particula mediante la ecuacion Debye-
Scherrer para el sistema por microondas.

Parametro Valor
] 41.39

B (grados) 0.8
B (rad) 0.0139
T (nm) 15 nm

Demazeau (2011) considera que el principal factor en los procesos
solvotérmicos es la temperatura, debido a que modifica el estado de oxidacion
de los metales que se utilizan en la sintesis por lo que se favorece una estructura
y un tamano especifico para un determinado material.

Por otro lado, Kappe (2004) reporto las ventajas de la sintesis asistida por
microondas las cuales se relacionan con la transformacion eficiente de energia
y la distribucién uniforme de calor en el sistema. Li y colaboradores (2013)
sintetizaron MNPs mediante el método solvotérmico asistido por microondas
obteniendo particulas con un tamafio estimado de 13.56 nm y altamente

magnéticas.
2.4.2. Efecto de los tiempos de reaccion

Para evaluar si el efecto de los tiempos de reaccion (de gradiente vy fijo)
eran significativos en el método de sintesis de soportes magnéticos por
microondas, se llevd a cabo un disefio factorial fraccionado, tipo Plackett-
Burman. A los soportes magnéticos analizados no se les realizo un tratamiento
de funcionalizacion. Los resultados obtenidos del disefio realizado se muestran
en la Tabla 2.4.
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Tabla 2.4. Disefio factorial fraccionado 22 de tipo Plackett-Burman para evaluar el

efecto del tiempo en el rendimiento de la sintesis de soportes magnéticos.

Experimentos Tiempo de Tiempo fijo Rendimiento,
gradiente (min) (min) %

3 7 72.01
72.44
74.58
56.44
90.26
93.05
81.39
82.87

| Nl o A A Wl N R
w|l k| W R R P w
Nl W w| w N N w

Posteriormente, se realizé el andlisis de datos y se obtuvo el diagrama de
Pareto de efectos estandarizados (Figura 2.7), donde se observa que el factor
gue tiene un efecto positivo sobre el rendimiento es el tiempo de gradiente t2. Por

ello, para la optimizacion de sintesis se utilizd un tiempo de gradiente de 7 min.

Tem 2776

AB

0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0
Efecto estandarizado

Figura 2.7. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para evaluar el efecto de

los tiempos de reaccion (a=0.05).

Como se discutio en la seccion 2.4.1.2., la temperatura es uno de los

factores de mayor impacto en los procesos solvotérmicos, debido a que tiene un
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efecto en el tamafio y la estructura de la particula obtenida. Al aumentar la
temperatura en un tiempo de gradiente mayor se observa un mayor rendimiento,
esto podria asociarse a una mejor distribucion de temperatura en el sistema por

lo que se facilitan las reacciones de sintesis de los soportes magnéticos.
2.4.3. Optimizacion

Los analisis que se realizaron para evaluar el disefio de experimentos
planteado para la optimizacion de la sintesis se realizaron con los soportes
magnéticos funcionalizados.

La funcionalizacion de los soportes magnéticos ha sido reportada para la
extraccion en fase solida de Ag, Cd, Cu y Zn presentes en muestras
medioambientales (Mashhadizadeh & Karami, 2011) y para la extraccion en fase
sélida magnética de AFB1 y AFB2 (Hashemi et al., 2014). Mashhadizadeh y
Karami (2011) propusieron el mecanismo de la modificacion de la superficie de
MNPS con TMSPT y ATM, el cual se presenta en la Figura 2.8.

T
2]

Figura 2.8. Funcionalizacion de nanoparticulas de magnetita con TMSPT y ATM

De acuerdo al diagrama presentado en la Figura 2.8, los grupos

funcionales con los cuales pueden interaccionar las aflatoxinas son los amino (-
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NH2) y los tiol (-SH). Hashemi y colaboradores (2014a) reportan que los grupos
amino y tiol pueden interaccionar con los grupos carbonilo del anillo de lactona
de AFBL1.

Para evaluar el disefio de experimentos que se presenta en la Tabla 2.5
se realizaron algunas medidas, que involucraron distribucién de diametro
hidrodindmico (medido por DLS), estabilidad de las particulas magnéticas
funcionalizadas en solucion (a través de las medidas de potencial zeta) y tamafio
de particula (utilizando las medidas de DRX).

2.4.3.1. DLS y potencial zeta

Los analisis por DLS se realizaron con el fin de estimar la distribucion del
tamafio de particula (medido como diametro hidrodinamico) de los sélidos

obtenidos en cada experimento mostrado en la matriz de la Tabla 2.5.

Tabla 2.5. Matriz del disefio de experimentos y resultados obtenidos para el diametro
hidrodinAmico medido por DLS. Factores: A, cantidad de acetato de amonio (mg); B,

temperatura (°C); C, tiempo (min); R, respuesta (didmetro hidrodindmico (nm).

_ Factores

Experimento A 5 c =
1 300 255 7.5 912+75
2 500 255 7.5 507442
3 300 275 7.5 890192
4 500 275 7.5 1380+141
5 300 265 5 9550
6 500 265 5 968+201
7 300 265 10 9550
8 500 265 10 785+240
9 400 255 5 825+0
10 400 275 5 24904262
11 400 255 10 9550
12 400 275 10 1200+120
13 400 265 7.5 19204414
14 400 265 7.5 755+121
15 400 265 7.5 982+285
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Las desviaciones estandar de los valores del diametro hidrodinamico de
la Tabla 2.5 son muy altas. De hecho, en la mayoria de experimentos se obtienen
hasta dos distribuciones de tamafio diferentes (experimentos 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9,12y 15). Enla Figura 2.9 se presentan las gréaficas de distribucion del diametro

hidrodinamico obtenidas de las réplicas del experimento 12.
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Figura 2.9. Gréficas de distribucién del diametro hidrodinAmico para el experimento 12

del disefio de experimentos.

La dispersion que presentan las graficas de distribucion mostradas en la
Figura 2.9 se puede deber a que los sélidos magnéticos analizados presentan
alta saturacion magneética, lo que evita que en suspension sean estables y se
aglomeren. Para comprobar esto, se realizaron mediciones de potencial zeta a
diferentes valores de pH, para cada uno de los sélidos obtenidos de la matriz
mostrada en la Tabla 2.5, esto ayudo6 a determinar la estabilidad de las particulas
magnéticas en suspension.

Los resultados de las medidas de potencial zeta ({) permitieron agrupar
los sélidos obtenidos en cada experimento, dependiendo del comportamiento
que presentaron en suspension con respecto al pH (Figura 2.10).
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e Grupo A:
e Grupo B:
e Grupo C:
e Grupo D:
e Grupo E:
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Los experimentos que integran cada grupo (Figura 2.10) son:
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Figura 2.10. Variacion del potencial zeta de las particulas magnéticas en suspension

como funcién del pH.

Las medidas del potencial zeta permiten estimar la estabilidad de la

suspension coloidal (Cosgrove, 2010). El sistema coloidal es estable cuando las
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fuerzas que causan la repulsién de las particulas juegan un papel importante.
Valores absolutos altos de potencial zeta indican la mayor probabilidad de que
la suspension sea estable, mientras que valores muy pequefios indican una
tendencia a la desestabilizacion del sistema (Salopek et al., 1992).

Las suspensiones coloidales presentan la menor estabilidad en el punto
isoeléctrico, donde la carga total de la capa de difusion alrededor de las
particulas es igual a cero ((=0 mV). Aunque en la literatura, no hay reportes en
los que las relaciones entre el valor potencial zeta y la estabilidad de sistemas
coloidales estén estrictamente definidas, se ha asumido que los sistemas
caracterizados por valores absolutos del potencial electrocinético en el rango de
31 a 40 mV tiene una moderada estabilidad (Ostolska & Wisniewska, 2014). La
Tabla 2.6 muestra los cambios en la estabilidad de las suspensiones.

Tabla 2.6. Cambios en la estabilidad de las suspensiones (Salopek et al., 1992).

Evaluacién de la estabilidad Potencial zeta (mV)
Méaxima aglomeracion y precipitacion 0...£3

Region de fuerte aglomeracion y precipitacion +5

Inicio de la aglomeracién +10...£15

Inicio de la peptizacion +16...£30
Estabilidad media +31...240

Buena estabilidad +41...260

Muy buena estabilidad +61...£80
Extremadamente buena estabilidad +81...£100

De acuerdo a la informacién presentada en la Tabla 2.6, los sélidos del
grupo A y C son los de menor estabilidad; de hecho, sus potenciales zeta se
encuentran entre -5y -17.5 mV, lo que indica que presentan aglomeracion; este
fendomeno se debe a que el recubrimiento superficial influye en el
comportamiento de agregacion, ya que las particulas no se estan estabilizando
por repulsién electrostatica después de la funcionalizacién (Griffete et al., 2012).

Los sdlidos del grupo B, aunque siguen la misma tendencia, sus
potenciales zeta son variados, es decir, los experimentos 9 y 14 presentaron

valores menores a 10 mV, lo que indica que hay un inicio de la aglomeracion;
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mientras que los demas experimentos presentan valores entre 16 y 30 mV, lo
gue indica que esté iniciando la peptizacion.

Los experimentos del grupo D tuvieron valores de potencial zeta menores
a 0 mV y hasta -25 mV, lo que los ubica en inicio de peptizacion, es decir, que
también son inestables en suspension.

Estos resultados permiten verificar que las medidas de radio
hidrodinamico presentaron mucha variacion, e incluso tamafios muy superiores
a los obtenidos por DRX, debido a que sufren aglomeracion en suspension, lo
que provoca que el tamafio de particula medido por DLS presente valores
extremadamente altos, ademas de que sus desviaciones estandar son muy altas
(Tabla 2.5).

2.4.3.2.DRX

Para la optimizacion de la sintesis de las MNP se tomé como respuesta el
tamafio de particula calculado a partir de datos de difraccion de rayos X y
utilizando la ecuacién de Debye-Scherrer (Ecuacion 2.2). En la Tabla 2.7 se

muestran los tamafos de particula en nm.

Una vez realizados los experimentos del disefio experimental, se llevo a
cabo el analisis estadistico de los resultados, obteniendo el polinomial de la
Ecuacién 2.3, que representa el efecto de cada uno de los factores (codificados)
sobre la respuesta (tamafo de particula), donde los factores son: A, cantidad de
acetato de amonio; B, temperatura; y C, el tiempo. ). La ecuacién polinomial
present6 un coeficiente de correlacion (R?) de 0.7692.

R = 1643 + 0.244A — 12.7B + 1.8C + 0.000436 A% + 0.0248B% — 0.563(C?
— 0.00207AB + 0.00041AC + 0.0252BC
(2.3)

De acuerdo con la Ecuacion 2.3, la temperatura presento el coeficiente
con un mayor efecto negativo en la respuesta; los factores que tuvieron un efecto
positivo en la respuesta fueron el tiempo y la interaccién de la temperatura y el
tiempo.
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Tabla 2.7. Matriz del disefio de experimentos Box-Behnken y resultados obtenidos
tamafo de particula mediante DRX. Factores: A, cantidad de acetato de amonio (mg);

B, temperatura (°C); C, tiempo (min); R, respuesta (tamafio de particula (nm).

_ Factores
Experimento A 5 c =

1 300 255 7.5 11.46
2 500 255 7.5 31.64
3 300 275 7.5 10.90
4 500 275 7.5 22.79
5 300 265 5 10.71
6 500 265 5 12.96
7 300 265 10 13.23
8 500 265 10 15.89
9 400 255 5 12.33
10 400 275 5 10.17
11 400 255 10 11.21
12 400 275 10 11.59
13 400 265 7.5 12.94
14 400 265 7.5 13.43
15 400 265 7.5 10.70

Una vez realizado el analisis de datos se obtuvieron las superficies de

respuesta y los graficos de contorno para el tamafio de particula.

2.4.3.3. Efecto de la cantidad de acetato de amonio y la temperatura sobre

el tamafio de particula.

En la superficie de respuesta y el grafico de contorno que describen el
efecto la cantidad de CH3COONH4 (Factor A) y la temperatura (Factor B) sobre
la respuesta (Figura 2.10), se observa que cuando la cantidad de acetato de
amonio es baja (300 mg) y la temperatura esta en los niveles centrales (265) se
obtienen menores tamafos de particula.

Demazeau (2011) reporta que el principal factor que se considera en la
sintesis solvotérmica es la temperatura, debido a que controla la nucleacion y

contribuye a la formacion de una estructura especifica. En la Figura 2.11 se
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observa un incremento en el tamafio de particula cuando se aumenta la
temperatura por lo que se puede relacionar con la nucleacién y formacion del

soporte magnético.
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Figura 2.11. Efecto de la cantidad de acetato de amonio (mg) y la temperatura (°C)
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sobre el tamafio de particula (nm).

2.4.3.4. Efecto de la cantidad de acetato de amonio y el tiempo

La superficie de respuesta y el grafico de contorno del efecto de la
cantidad de acetato de amonio (Factor A) y el tiempo (Factor C) sobre la
respuesta se muestran en la Figura 2.12 observando un menor tamafo de
particula cuando la cantidad de CHsCOONHas es baja (500 mg) y el tiempo

disminuye (5 min).
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Figura 2.12. Efecto de la cantidad de acetato de amonio (mg) y el tiempo (s) sobre el
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Wei y colaboradores (2013) reportan que para optimizar el tamafio y la
forma de las nanoparticulas se incrementa la temperatura o el tiempo de reaccion

debido a que tiene un efecto sobre la nucleacién y formacion de la particula.

2.4.3.5. Efecto del tiempo y la temperatura

En la Figura 2.13 se muestra el efecto de la temperatura (Factor B) y el
tiempo (Factor C) en el tamafio de particula. Se observa que cuando se usa un
tiempo la temperatura es baja (255°C) y el tiempo es bajo (5 min) el tamafo de
particula disminuye. La sintesis por método solvotérmico requiere altas
temperaturas y tiempos largos, los cuales pueden ser reducidos por el uso de
microondas (Kozakova et al., 2010). La interaccion de la temperatura y el tiempo
tuvo un efecto sobre la respuesta, cuando la temperatura esta en los niveles
centrales (265°C) con tiempos menores de 7 min se observa una disminucién del

tamafio de particula.
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2.4.4. Experimentos confirmatorios

Una vez analizados los datos, se obtuvieron las condiciones 6ptimas de
sintesis. Debido a que se obtienen tamarfios de particula entre 10 y 32 nm, se
realizaron por triplicado experimentos confirmatorios con el fin de evaluar la

confiabilidad del modelo tedrico polinomial (Ecuacion 2.3.)
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En la Tabla 2.8 se observan los resultados obtenidos a las condiciones
Optimas de sintesis, experimentalmente se tienen un tamafio de particula de
14.19 nm con un %RSD de 0.04.

Tabla 2.8. Experimentos confirmatorios para la optimizacion del tamafio de particula.
Factores: A, cantidad de acetato de amonio (mg); B, temperatura (°C); C, tiempo (min);

R, tamafio de particula (nm).

Experimentos Factores de control R
confirmatorios A B C | Teodrico | Experimental (n=3, %RSD)
3 350 255 10 10.51 14.19 (0.039)

La sintesis solvotérmica asistida por microondas tiene muchas ventajas,
entre las que se pueden destacar: el incremento de la cinética de reaccion, la
temperatura deseada se alcanza de manera rapida, hay cristalizacion selectiva,
buena fiabilidad y confiabilidad (Dhage et al., 2002; Komarneni et al., 2002).

La sintesis de MNPs mediante el método solvotérmico acoplado con
microondas y utilizando como precursor el acetato de amonio, ya ha sido
reportada previamente por Kozakova y colaboradores (2011), quienes reportan
tamafios de particula de aproximadamente 60 nm; sin embargo, la metodologia
planteada en este trabajo permite lograr tamafios de particula menores a los

reportados con anterioridad.
2.4.5. Caracterizacion de los soportes magnéticos funcionalizados
2451, FT-IR

Una vez obtenidos los soportes magnéticos funcionalizados optimizados,
se realiz6 el analisis por espectroscopia en el infrarrojo con transformada de
Fourier (FT-IR), el espectro obtenido se muestra en la Figura 2.14. Se observa
una banda entre 3265-3080 cm?, debido a la vibracién de estiramiento de grupos
hidroxilo (—OH), los cuales estan unidos a la superficie de la magnetita. Las
bandas en 1108-1039 cm corresponden a la vibracién de estiramiento de —O-
Si, la banda en 2955 cm™ corresponde al estiramiento —CH y la de 1445cm se

atribuye a —CH2. La banda en 578 cm™ corresponde a enlaces metal-oxigeno;
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mientras que las que se encuentran en 1404 y 1634 cm™ son debidas al
estiramiento de grupos —CN y anillos heterociclo, respectivamente. Estas bandas
indican la inmovilizacion de TMSPT y AMT en la superficie de las MNPs
(Mashhadizadeh, 2013).

Las bandas presentes en el espectro de FT-IR concuerdan con lo
reportado por otros autores para magnetita funcionalizada con TMSPT y ATM
(Mashhadizadeh et al., 2013; Hasemi et al., 20132; Hashemi et al., 2013b).
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Figura 2.14. Espectro de Infrarrojo de soportes magnéticos funcionalizados con

TMSPT y AMT.
2.45.2. SEM

En la Figura 2.15A se observan los soportes magnéticos funcionalizados,

los cuales tienen una distribucion homogénea y un tamafno pequefio.

SEl 20kV WD9mm SS20 x450 S50um e— SElI 20kV  WD10mmSS20 x2,700 S5um S—
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Figura 2.15. Imagenes SEM de los soportes magnéticos funcionalizados con aumento
450x (A) y 2700x (B).
Por otro lado, se observan aglomerados de mayor tamafio (Figura 2.15B)
y esto puede estar asociado a la alta saturacibn magnética presente en los
soportes magnéticos.

2.45.3.EDS

La Figura 2.16 muestra el espectro EDS obtenido de las soportes
magnéticos funcionalizados, se observa la presencia de los componentes de la
magnetita, con una distribucion del 10.09% para el hierro y 28.97% para el
oxigeno. Ademas, se muestra la presencia de Si, S, C y N con una distribucién
del 1.72, 6.33, 40.00 y 12.88% respectivamente. Cabe destacar que los
elementos antes mencionados son componentes del TMPST y del AMT, por lo

gue el proceso de funcionalizacion se realizo correctamente.
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Figura 2.16. Espectro EDS del soporte magnético funcionalizado.

Por otro lado, se obtuvieron las distribuciones elementales de los soportes
magnéticos funcionalizados, se observa una distribucion homogénea de los
atomos de hierro, oxigeno, azufre silicio (Figuras 2.17 B, D, E y F) mientras que
la distribucion de los atomos de carbono y nitrégeno (Figuras 2.17 Ay C) no son

muy homogéneas, pero si estan presentes en los soportes magnéticos.
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Figura 2.17. Distribucion elemental de los atomos de carbono (A), hierro (B),

nitrdgeno (C), oxigeno (D), azufre (F) y silicio (E).

2.5. Conclusiones

Se sintetizaron nanoparticulas magnéticas mediante un método
solvotérmico en dos diferentes modalidades (abierto y por microondas),

obteniendo menores tamaros de particula en el sistema por microondas.

Por otro lado, se establecieron las condiciones oOptimas para obtener
materiales magnéticos de tamafio de particula nanométrico que sirvan como
soportes de extraccion.

Los factores que mas influyeron en el tamafio de particula de los soportes
magneéticos sintetizados por microondas fueron la temperatura y el tiempo de
reaccion.

El tiempo de reaccion para obtener soportes magnéticos nanométricos
fueron menores a los reportados en la literatura.

Los soportes magnéticos funcionalizados se caracterizaron mediante FT-
IR, obteniendo sefales similares a las reportadas en la literatura por lo que la
funcionalizacibn con TMSPT y AMT recubre la magnetita, la cual puede ser
usada como soporte de extraccion de AFB1 en los procesos de extraccion en

fase microsolida magnética dispersiva.
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CAPITULO 3. DISENO DE UN METODO DE MICROEXTRACCION
ACOPLADA PARA AFLATOXINA B1

3.1. Introduccion

La aflatoxina B1 es la mas abundante en los piensos; la cual, durante el
metabolismo de los rumiantes, es hidrolizada y transformada a B2 y M1; ésta
altima, se ha encontrado principalmente en productos lacteos.

Las aflatoxinas son moléculas muy estables; de hecho, no se ven
afectadas por procesos como la pasteurizacion o la produccién de queso.
Aunado a esto, se ha reportado una alta toxicidad de estas moléculas; tan sélo,
la legislacion de la Comunidad Europea ha establecido un limite maximo
permisible de 0.050 mgL*' para productos lacteos destinados a adultos y de
0.025 mgL™* para los infantes.

Esto ha originado que estas moléculas sean monitoreadas en muchos
alimentos. Sin embargo, los niveles traza en los que se suelen encontrar en los
alimentos, han llevado al disefio de diversas metodologias de preparaciéon de
muestra, cuyos fines son la “limpieza”y la preconcentracion de las aflatoxinas.

Debido a lo anterior, el objetivo del presente capitulo es disefiar un
proceso de preconcentracion de la aflatoxina B1 utilizando una metodologia en
dos pasos (DLLME y MDMSPE) con la finalidad de extraer la mayor cantidad del
contaminante en la matriz alimenticia. Este acoplamiento de técnicas tiene la
ventaja de aumentar la eficiencia de extraccion, lo que permitira mejorar la

cuantificacion de este compuesto en niveles traza.
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3.2. Antecedentes
3.2.1. Meétodos de extraccion y microextraccion de aflatoxinas

Existen muchos métodos para extraer micotoxinas de diversos tipos de
matriz; por ejemplo, la extraccion liquido-liquido (LLE), la extraccion por fluidos
supercriticos (SFE), la extraccion en fase sélida (SPE), entre otros (Roseanu et
al., 2010).

El primer método para la extraccion de aflatoxinas fue la LLE, pero ha sido
remplazado por otras técnicas de extraccion, debido a las desventajas que
presenta como el tiempo de extraccion elevado (90 min), la gran cantidad de
solventes que se requiere, la eficacia depende de la matriz y los compuestos que
se estan analizando. Ademas, puede existir pérdida de muestra por adsorcién
sobre la cristaleria (Turner, et al., 2009; Hussain, 2011).

La SFE se ha utlizado en la extraccion de AFB1 (Batt, 2014),
reportandose condiciones oOptimas de 500 psi de CO2 a 80°C con 15% de
extractante organico (mezcla de CH3CN:CH3OH 2:1). La limitacion de la SFE con
las aflatoxinas se relaciona con su baja solubilidad en CO2, adsorcion en la
matriz, baja difusion y altas concentraciones de impurezas extraidas, como
lipidos (Wilson et al., 1998; Batt, 2014).

La SPE es la técnica mas utilizada para el analisis de fumonisina,
aflatoxina B1, patulina y ocratoxina en alimentos y piensos; la SPE es mas rapida
y requiere menos solvente. Sin embargo, no existe un cartucho universal que
permita la extraccion de todas las aflatoxinas, por lo que cada uno funciona con
diferentes condiciones y el rendimiento puede verse afectado por el pH, el
solvente y la concentracion de la muestra. Ademas, la cinética de adsorcion es
lenta y los costos son elevados (Batt, 2014).

Las técnicas de LPME se han utilizado ampliamente en el andlisis de
aflatoxinas debido a la facilidad de limpieza de la muestra, los bajos limites de
deteccion (LOD), la reduccién de costos y a que son amables con el medio
ambiente. Dentro de las técnicas de LPME para aflatoxinas sobresalen la
microextraccion en fase liquida en fibra hueca (HF-LPME) y la microextraccion
dispersiva liquido- liquido (DLLME) (Alsharif et al., 2015).
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Sin embargo, el uso de la HF-LPME para el analisis de aflatoxinas ha sido
poco reportado. Se han obtenido porcentajes de recuperacion mayores al 70%
con LOD del orden de ng L* (Alsharif et al., 2015).

Mediante la DLLME se han analizado diferentes micotoxinas, como el
acido fosfotungstico, la zeralenona, la ocratoxina A, la aflatoxina B1, B2, G1, G2,
etc., en diversas muestras de alimentos. La principal ventaja de la DLLME es la
alta selectividad y su aplicacion en matrices extremadamente complejas (Alsharif
et al., 2015).

La extraccion de aflatoxinas y derivados (AFB1, AFB2, AFM1 y ocratoxina
A), en fase microsolida magnética dispersiva (MDMSPE), se ha reportado
utilizando magnetita recubierta con TMSPT y ATM (Hashemi et al., 2014a;
Hashemi et al., 2014b), obteniendo porcentajes de recuperaciéon mayores al
90%.

Para el andlisis de aflatoxinas, se ha reportado el uso de magnetita
funcionalizada con 3-trimetilmetoxisilano-1-propantiol (TMPST) y 2-amino-5-
mercapto-1, 3, 4-tiadizol (AMT) para extraer AFB1 y AFB2 en muestras de maiz
y arroz, obteniendo un intervalo lineal de 0.20-15 ng mL* para B1 y 0.04-3 ng
mL?*y LODs de 0.041 y 0.013 ng mL?, para AFB1 y AFB2, respectivamente
(Hashemi et al., 20142). Este tipo de soporte también se utilizd para la extraccion
AFM1 en leche obteniendo LODs de 0.011 ng mL* con un rango de 0.030-10 ng
mL* (Hashemi et al., 2014b).

Wu y colaboradores (2011) reportaron el uso de aptameros para extraer
ocratoxina A en harina de trigo, café y cereales, logrando LODs entre 0.3-0.5 ng
g con un intervalo lineal de 2.5-5 ng g*. Para la extraccién de ocratoxina A en
muestras de arroz, trigo y maiz se ha utilizado magnetita funcionalizada con
etilenglicol bis-mercaptoacetato y TMPST, obteniendo LOD de 0.037-0.065 ng
mL* con un intervalo lineal de 0.5-40 ng mL! (Mashhadizadeh et al., 2013).

3.2.2. Meétodos de cuantificaciéon de aflatoxinas

Debido a los limites maximos establecidos por diferentes organismos
regulatorios, la determinacion analitica de aflatoxinas ha sido objeto de estudio

a través de los afios, normalmente implica procedimientos complejos, costosos
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y lentos; por lo que, se han desarrollado métodos que minimicen estas
desventajas.

La fluorescencia natural o inducida que presentan favorece su
determinacion por métodos cromatograficos. La cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (HPLC) se utiliza como método de analisis en la mayoria de alimentos;
sin embargo, esta limitado sobre todo al tipo de matriz que se analiza
(composicion del alimento) y a la concentracion de la aflatoxina (Shephard,
2009).

Las aflatoxinas tienen una absorcion maxima alrededor de 360 nm. Las
aflatoxinas de la serie B y G tienen fluorescencia de color azul (425nm) y verde-
azul (450nm) las cuales se producen por efecto de la luz ultravioleta (UV). Las
aflatoxinas de la serie B son mas comunes que las de la serie G. La emisién de
fluorescencia de las aflatoxinas de la serie G es 10 veces mayor que la de las de
la serie B (Akbas y Ozdemir, 2006).

La cromatografia de gases (GC) también se utiliza para la determinacién
de estas micotoxinas. No obstante, presenta desventajas, ya que algunas
aflatoxinas no se volatilizan y su determinacion puede conllevar algunos errores,
a pesar de que se han desarrollado técnicas de derivatizacion para su analisis.
Es por ello que su uso es limitado (Turner et al., 2009).

Ademas de los métodos cromatograficos, se han desarrollado otras
técnicas de analisis, como los inmunoensayos, los cuales consisten en
reacciones bioquimicas que miden la presencia o la concentracion de aflatoxinas
en una solucion mediante el uso de un antigeno. Se han aplicado diferentes
técnicas, las mas comunes son los ensayos de inmunoabsorcion ligados a
enzimas (ELISA). A pesar de la selectividad que tienen los inmunoensayos, el
costo de andlisis es alto y en algunos casos no cumplen los requisitos en
matrices complejas, ni satisfacen los niveles de regulacion (Shephard, 2009).

Otros métodos para la deteccion de aflatoxinas son los de absorcion
ultravioleta. Estos compuestos tienen una absorcion maxima en 360 nm, con un
coeficiente de absortividad molar de 20,000 cm? mol?, sin embargo, la
sensibilidad del método no permite detectar micotoxinas a nivel de pgL* (Akbas
& Ozdemir, 2006, Alcaide-Molina et al., 2009).
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Para el estudio del efecto de aflatoxinas en seres vivos se han
desarrollado los biomarcadores, que se utilizan en la mayoria de enfermedades
para detectarlas, dar seguimiento y medir las complicaciones (Shephard, 2009).

Por ello, el objetivo de este capitulo es: diseflar un proceso de
preconcentracion de la aflatoxina B1 utilizando una metodologia en dos pasos
(DLLME y MDMSPE) con la finalidad de separar la mayor cantidad del

contaminante en la matriz alimenticia.

3.3. Metodologia experimental
3.3.1. Pretratamiento de la muestra
3.3.1.1. Preparacion de solucion sintética de AFB1

Se prepard una solucion sintética de AFB1 (80 ngL™?), la cual se mezcl6
con 1 g de KCl y 20 mL de buffer de fosfato salino: metanol (80:20) a pH 7.4.
Después se filtrd y se llevo a un volumen final de 30 mL, la solucién de utilizo

para la microextraccion dispersiva liquido-liquido (Hashemi et al., 20142).
3.3.1.2. Preparacion de muestras reales

Se utilizaron muestras de forraje que se obtuvieron del Centro de Acopio
Real “El Capulin” de la region del Valle del Mezquital, Hidalgo. Se pesaron 5 g
de forraje y se les adicion6 1 g de KCly 20 mL de buffer de fosfato salino:etanol
(80:20) a pH 7.4. Después se filtrd y se llevé a un volumen final de 30 mL, la
solucion de utilizé para la DLLME.

3.3.2. Microextraccion dispersiva liquido-liquido

Para la microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME) se realiz6 una
modificacion a la metodologia descrita por Amoli-Diva y colaboradores (2014).
Se mezclaron 6 mL de agua con 320 pL cloroformo, 1200 pL de MeCN: H20
(20:80) y 20 pL de estandar o muestra en solucién. Posteriormente, se colocaron
en un tubo Eppendorf de 20 mL y se centrifugdb por 2 min, después se

recolectaron las gotas para concentrar.
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3.3.3. Extraccion magnética en fase microsolida dispersa
3.3.3.1. Eleccién del disolvente de redisolucion

Una vez finalizada la DLLME, se evaporo el extractante (cloroformo) y se
realizd una redisolucion. Se probaron diferentes solventes de redisolucion que
permitieran la dispersidn del soporte magnético. Para ello, el residuo obtenido de
la DLLME se redisolvié en 500 yL de solvente organico (octanol, heptanol,
cloroformo o tolueno).

3.3.3.2. Extraccion

A la redisolucion se le afadieron 10 mg de soporte magnético
funcionalizado y se mantuvo en agitacion por ultrasonido por 5 min. El
adsorbente se recolect6 en el fondo del vial de reaccién con la ayuda de un iman
de neodimio y se elimind el sobrenadante. La desorcion se realiz6 con una

mezcla de CH3(CO)CH3z:MeCN:CHzCl2 (1:2:2) y se separ6 el soporte magnético.
3.3.4. Derivatizacion de AFB1

La solucion obtenida se evapor6 para la derivatizacion, en la cual se
mezclaron 100 pL de hexano y 100 pL de acido trifluoroacético (TFA) y se agitd
por 2 min. Posteriormente, se evapor6 la mezcla y se redisolvié con 3 mL de

MeCN:H20 (12:88) y se realiz6 el analisis por espectroscopia de fluorescencia.
3.3.5. Anadlisis de AFB1 por espectroscopia de fluorescencia

Los espectros de fluorescencia se obtuvieron a temperatura ambiente en
un espectrofluorimetro Perkin Elmer LS 55. La longitud de onda de excitacion
usada fue de 365 nm y las sefiales de emision se colectaron en la ventana
espectral de 250-600 nm. Las medidas se realizaron en celdas de cuarzo de 1cm

de paso optico.
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3.4. Resultados y discusion
3.4.1. Solvente de redisolucion

Después de realizar la DLLME, se realizaron pruebas para elegir el
solvente de redisolucion adecuado, considerando la estabilidad de los soportes
magnéticos utilizados en la MDMSPE.

En la Figura 3.1 se muestran las imagenes del comportamiento de los
soportes magnéticos con diferentes solventes de redisolucion (tolueno,
cloroformo, 1-octanol y 1-heptanol.

Con cloroformo y tolueno (Figuras 3.1 A y B) se observa que hay una
mayor inestabilidad de los soportes magnéticos, lo cual evita que se separen de
la solucion por accion del iman de neodimio. Con el 1-octanol (Figura 3.1C) se
presentd una ligera dispersion de los soportes magnéticos, aun con la presencia
del iman de neodimio, lo cual se puede apreciar en el color aparente de la
solucion. El 1-heptanol (Figura 1D) se eligio como el mejor solvente de
redisolucion, debido a que fue mas rapida la separacion de los soportes

magnéticos y a que éstos presentaron mayor estabilidad.

Figura 3.1. Efecto del solvente de redisolucion sobre los soportes magnéticos. (A)

tolueno, (B) cloroformo, (C) 1-octanol y (D) 1-heptanol.
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Amoli-Diva y colaboradores (2015) determinaron AFM1 en muestras de
leche y evaluaron diferentes tipos de solvente como el tolueno, 1-heptanol, 1-
octanol, acetato de etilo y 2-etilhexanol obteniendo los mejores resultados con
1-heptanol.

Este comportamiento puede estar relacionado con la constante dieléctrica
(¢) de los solventes estudiados, ya que se observa que a menor € hay una
inestabilidad aparente mayor. Los valores de las constantes dieléctricas de los
solventes utilizados son: 2.4, 4.8, 10.3 y 12.0, para tolueno, cloroformo, 1-octanol
y 1-heptanol, respectivamente (Reichardt, 2006). Chistensen y colaboradores
(2015) reportaron el efecto de la dispersion de nanoparticulas de Fe203 en
diferentes solventes obteniendo una buena dispersion en alcoholes con un grupo

—OH y con un menor tamafo en la cadena hidrocarbonada.
3.4.2. Microextraccion de aflatoxina B1

El método propuesto para la microextraccion de AFB1 se basé en el
acoplamiento de dos técnicas, la DLLME y la MDMSPE. Para la segunda
separacion se utilizaron los soportes magnéticos funcionalizados con TMSPT y
ATM.

La Figura 3.2 muestra el mapa del potencial electrostatico sobre una
isosuperficie de densidad a un nivel AM1 para la estructura de la AFB1. Los
calculos tedricos se realizaron con el software Arguslab 4.0.1®. El color rojo
representa las zonas de la molécula donde se concentra la mayor parte de carga,
es decir, la regién nucleofilica; mientras que en color blanco se encuentran las
regiones con menor potencial electrostatico, es decir, la zona electrofilica de la

molécula.

57



0.0500-> 0.0409
0.0409-> 0.0318
0.0318 > 0.0227
0.0227 > 0.0136
0.0136 > 0.0045
0.0045 -> -0.0045
0.0045 > -0.0136
-0.0136 > -0.0227
0.0227 > -0.0318
0.0318 -> -0.0409

0.0408 > -0.0500

Figura 3.2. Mapa del potencial electrostatico para la molécula de AFB1.

La ubicacién de las regiones electrofilas y nucledfilas de la molécula de
AFB1 permitio realizar una propuesta de la interaccion de la aflatoxina con los
soportes magnéticos funcionalizados.

En la Figura 3.3 se presenta la propuesta del mecanismo que se lleva a

cabo durante el proceso de MDMSPE.
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Modificacion de la AFB1 por
\ reaccion del grupo -SH

S

Figura 3.3. Mecanismo propuesto para el proceso de MDMSPE de la aflatoxina B1.
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Después de llevar a cabo el proceso, al adicionar un solvente orgénico a
los soportes magnéticos funcionalizados hay una ruptura del derivado azufrado,
lo que provoca la desorcion de la AFB1. En otros estudios se ha propuesto la
interaccion entre el grupo tiol y la AFB1, que han sido enfocados hacia la
inhibicion de la carcinogenicidad de las aflatoxinas (Friedman & Rasooly, 2013).

Para el andlisis de alfatoxinas por espectroscopia de fluorescencia, se

realiz6 una derivatizacion, el esquema de reaccion se muestra en la Figura 3.4.

(0]

Figura 3.4. Reaccion de derivatizacion de la AFB1 para su analisis por
espectrofluorimetria.
En la Figura 3.5 se muestra el espectro de fluorescencia para los

estandares de AFB1 de 80 y 160 ngL™, en los que se pueden observar dos
bandas de emision, una a 410 nm y otra en 465 nm. Para la deteccién de AFB1
se utiliza el maximo en 465 nm, ya que la molécula presenta mayor emision, lo

cual se ve reflejado en la intensidad; la banda en 410 nm puede ser atribuida a

un derivado de la aflatoxina B1.
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Figura 3.5. Espectros de fluorescencia de estandares de AFB1 a 80 y 160 ngL ™.

Por otro lado, se realiz6 el analisis por fluorimetria para muestras reales
(forrajes) tratados por los procesos de DLLME y MDMSPE, a fin de evaluar la
eficiencia de los procesos de separacién planteados. En la Figura 3.6 se
muestran los espectros de fluorescencia obtenidos de las muestras analizadas,
comparandolos con el estandar de 80 ngL™.

De acuerdo con los espectros, en el estandar de 80 ngL? sometido al
proceso de separaciéon (DLLME y MDMSPE) ya no esta presente el maximo de
emision en 410 nm, el cual puede ser atribuido a un derivado de la AFB1, que se
encuentra a niveles de concentracion muy bajos, lo que permite que no sea
detectado cuando se lleva a cabo el proceso de separacion.

Comparando el espectro del estandar de 80 ngL? sin tratamiento de
separacion (Figura 3.5) y sometido a los procesos de microextraccion, se
observa una aparente disminucién en la intensidad, esto es debido al volumen

pequefio de estandar sometido a los proceso de separacion (20uL).

300 400 500 600
Estandar Muestra 1
200
] 150
]
] 100
N - J °
0
Muestra 2 Muestra 3
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Figura 3.6. Espectros de fluorescencia de muestras de forraje analizadas,

comparadas con el estandar de 80 ngL%, posterior al proceso de separacion.

Haciendo esa comparacién se puede calcular una estimacién del factor

de enriquecimiento que se obtiene al realizar el proceso de separacion
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(relacionando las intensidades de maxima emisién), el cual es de
aproximadamente 1500. Hashemi y colaboradores (2014b) reportaron factores
de enriquecimiento de 5 para AFM1 en leche, en procesos de separacidn
basados en MDMSPE.

3.5. Conclusiones

Se disefid una metodologia para la extraccion y preconcentracion de
AFB1, para la DLLME se establecieron las condiciones para la extraccion.
Ademas, se eligié 1-heptanol como solvente de redisolucion para la MDMSPE,
debido a la facilidad con la que se separan los soportes magnéticos
funcionalizados.

Por otro lado, se establecieron las condiciones para la preconcentracion
de AFB1 usando nanoparticulas magnéticas funcionalizadas y se mostré el
posible mecanismo que se lleva a cabo en esta reaccion.

Finalmente, se realizé la extraccion de AFB1 en muestras de forraje
mediante el acoplamiento de la DLLME y la MDMSPE obteniendo una sefal
maxima en la longitud de emisién de 460 nm y un factor de enriquecimiento
estimado de 1500. Por ello, el acoplamiento de técnicas de microextraccion
podria ser una buena alternativa para la extraccion y preconcentracion de AFB1
en muestras reales.
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CAPITULO 4. DISENO DE UN METODO VOLTAMPEROMETRICO PARA LA
CUANTIFICACION DE AFLATOXINA B1

4.1. Introduccién

En el andlisis de alimentos se ha recurrido también a los métodos
electroquimicos para la determinacién de un gran numero de analitos, ya que
presentan muchas ventajas, tales como: limites de deteccién bajos, buena
reproducibilidad, bajo costo y tiempos cortos de analisis. Entre las especies que
se han determinado por técnicas electroanaliticas se encuentran iones
inorganicos, como Ca?", NOz, CI, SO04%, principalmente. Dentro de los
componentes organicos estan algunos aditivos, benzoatos, colorantes azoicos,
vitaminas, etc. (Farghaly, 2014).

Entre las técnicas electroanaliticas mas ampliamente utilizadas se
encuentra la voltamperometria, la cual se basa en la relacion corriente-voltaje-
tiempo que se origina en una celda de tres electrodos. En el electrodo de trabajo
se llevan a cabo las reacciones redox de las especies electroactivas, se
producen las transferencias de carga y estan fabricados de diversos materiales
como el mercurio (Bard y Faulkner, 2001).

Para el andlisis de aflatoxinas se han utilizado electrodos de gota de
mercurio, sin embargo, el mercurio tiene un efecto perjudicial en el medio
ambiente, por lo que se han disefiado electrodos que sean amigables con éste,
como los electrodos de pelicula de bismuto (BIiFES).

Los BIiFEs se han utilizado para el analisis de diversos metales pero existe
muy poca informacion de su uso en el andlisis de moléculas organicas, por lo
gue se deja un campo abierto a la investigacion respecto a la fabricacion y la

aplicacion de este tipo de electrodos
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4.2. Antecedentes
4.2.1. Voltamperometria

Las técnicas electroquimicas son técnicas analiticas muy versétiles que
ofrecen alta sensibilidad, exactitud, precisién y un intervalo lineal bajo; ademas
se caracterizan por tener un bajo costo de instrumentacion. Los estudios
electroanaliticos se utilizan regularmente en aplicaciones industriales y
ambientales, asi como en el analisis de farmacos, alimentos y muestras
bioldgicas.

Entre las técnicas electroanaliticas mas ampliamente utilizadas se
encuentra la voltamperometria, la cual se basa en la relacién corriente-voltaje-
tiempo que se origina en una celda de tres electrodos: un electrodo de trabajo
(WE), un electrodo de referencia (RE) y un electrodo auxiliar (AE) o
cotraelectrodo (Figura 4.1).

El potencial aplicado al electrodo de trabajo sirve como fuerza para que
las especies quimicas presentes en la solucién se oxiden o reduzcan en la
superficie del electrodo. ElI diagrama de corriente-voltaje se denomina
voltamperograma, donde la intensidad de corriente se muestra en el eje vertical

y el potencial en el eje horizontal.

Electrodo
auxiliar

Electrodo de

trabajo —

_—
N |
Electrodo de
referencia " —
—
\"*-—-_

Figura 4.1. Esquema tipico de una celda electroquimica formada por un WE,
un RE y un AE.
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Las técnicas voltamperométricas tienen multiples ventajas en las que se
incluyen la alta sensibilidad en la determinacion de compuestos organicos,
inorganicos y metales en cantidades traza, son portatiles, de bajo costo y pueden
ser aplicados en muestras ambientales, en alimentos y en farmacos (Fifield &
Kealey, 2000; Gavriloca, 2014). Para el analisis de aflatoxinas se han utilizado
técnicas voltamperométricas como la voltamperometria ciclica (CV), la
voltamperometria diferencial de pulso (DVP) y la voltamperometria de onda
cuadrada (SWV) (Lezi et al., 2012, Gonzalez et al., 1998).

4.2.1.1. Voltamperometria ciclica

La CV es una técnica en donde la direccién del escaneo de potencial se
puede revertir con respecto al primer escaneo, por lo que se origina un ciclo entre
dos potenciales, que se puede repetir hasta llegar al potencial final. La CV es
una técnica ampliamente utilizada para obtener informacion cualitativa acerca de
reacciones electroquimicas, y rara vez se utiliza para el analisis cuantitativo de

sustancias (Farghaly et al., 2014).
4.2.1.2. Voltamperometria de onda cuadrada

La SWV es una técnica que consiste en aplicar una onda cuadrada regular,
la cual se superpone en la base del potencial. Después, la corriente se duplica
durante cada ciclo de onda cuadrada, una vez al inicio del pulso y la otra al final
del mismo. La diferencia entre esas dos mediciones se representa en funcién del

potencial de base. (Farghaly et al., 2014).

4.2.1.3. Voltamperometria diferencial de pulso

En la técnica de DVP la corriente es medida durante un pulso de potencial
con una duracién (T). La primera corriente medida se realiza en un tiempo (T1)
antes del paso de potencial de la amplitud de pulso (A) el cual tiene una
determinada duracién (W). La segunda medicion de corriente se realiza en un
periodo de tiempo similar después del paso de potencial, en (T2) (Figura 4.2). La
diferencia de las dos corrientes da lugar a un voltamperograma en forma de pico.
(Farghaly et al., 2014).
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Figura 4.2. Forma de onda de potencial para DPV.

La ventaja mas importante de la DVP es que permite distinguir corrientes
faradaicas de las no faradaicas, incrementando la sensibilidad, lo cual es util
cuando se estan analizando simultaneamente varias especies electroactivas
(Fifield et al., 2000).

4.2.2. Electrodos de trabajo

Como se menciono en la seccion 4.2.1 la voltamperometria requiere una
celda con tres electrodos. En el electrodo de trabajo se llevan a cabo las
reacciones redox de las especies electroactivas y se producen las transferencias
de carga, que dependen del tipo de electrodo que se utilice. Algunos de los
materiales utilizados en estos electrodos son el mercurio, el platino, el oro, la
plata y el carbono (Scholz, 2010; Li, 2013).

4.2.2.1. Electrodo de mercurio

El mercurio es un metal utilizado frecuentemente en técnicas
voltamperométricas. La principal ventaja de este tipo de electrodos es que la

superficie se puede renovar y limpiar constantemente (Scholz, 2010).
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Debido al estado liquido del mercurio, los electrodos de trabajo consisten
en suspender una gota de este metal al final de un capilar (Yaacob, 2008). En la

Figura 4.3 se presenta un diagrama de un electrodo de gota de mercurio.
Resorte }

Deposito de
mercurio

Aguja

<4mmmmm Capilar de vidrio

7 4mm Gota de mercurio

Figura 4.3. Configuracion del electrodo de gota de mercurio.

El uso, manipulacién y disposicién de mercurio o sales de mercurio tiene
un efecto perjudicial en el medio ambiente, por lo que se han disefiado otro tipo
de electrodos que sean amigables con éste, como los electrodos de pelicula de
bismuto (BiFES) (Kefala et al., 2003; Economou, 2005; Lin et al., 20052, Lin et
al., 2005b).

4.2.2.2. Electrodo de bismuto

Los BiFEs se fabrican mediante electrodeposicion de manera in situ 0 ex
situ en una superficie o soporte conductor. Los recubrimientos in situ sélo son
adecuados para el analisis de metales mediante voltamperometria de
redisolucion anddica. Por otro lado, en todas las aplicaciones reportadas de
BiFEs para el analisis de moléculas organicas, se utiliza la electrodeposicion de
manera ex situ en medio acido para evitar la hidrélisis del cation metélico (Lezi
et al., 2012).
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Las condiciones para la electrodeposicion son: la concentracion de Bi (l11),
la cual oscila entre los 50 y 500 mg L (Asadpour et al., 2011; Anik et al., 2010),
el potencial de deposicion, que es normalmente negativo a -0.6 V, aunque se
han reportado potenciales entre 0.1y -0.3 V (Daniele et al., 2012; Daniele et al.,
2010; Figueiredo et al., 2010); y el tiempo utilizado es menor a 60 s (Gaal et al.,
2007; Hutton et al., 2004).

Los materiales usados como soporte en la deposicion del bismuto son el
cobre, la amalgama de plata, el carbén vitreo, el platino, la pasta de carbono, el
grafito y la tinta de carbono (Lezi et al., 2012).

Las ventajas de los BiFEs son la posibilidad de regeneracion de la
superficie del electrodo, la baja toxicidad de este metaloide (amigable con el
medio ambiente), se pueden disefiar electrodos de forma mas sencilla y practica;
ademas, producen sefiales de redisoluciéon comparables con los electrodos de
mercurio, alta reproducibilidad, bajos limites de deteccion (del orden de pugL™?) y
baja corriente de fondo (Wang, 2000).

La principal aplicacion de los BiFEs en los compuestos organicos es en el
analisis de compuestos téxicos mediante DPV y SWV (Lezi et al., 2012). Hutton
y colaboradores (2004) reportaron el uso de BIiFEs en un electrodo de carbén
vitreo y mediante SWV analizaron nitrofenoles obteniendo un LOD menores a
3.5 pugLt. Para el andlisis de 2-nitrofenol y 4-nitrofenol se utilizé DPV con un
electrodo de grafito recubierto con Bi (Ill) de manera ex situ (Asadpour y Nafaji,
2011). Lou y colaboradores (2010) utilizaron electrodos de pasta de carbono
recubiertos con bismuto para la determinacién de nitrobenceno obteniendo un
LOD 8.3x107 mol L.

Por otro lado, se han utilizado BiFEs para el analisis de pesticidas como
el paraquat, en el que se utilizé6 DPV con un electrodo de cobre recubierto con
una pelicula de bismuto obteniendo LOD de 9.3x10® mol L (Figueiredo et al.,
2010). Deylova y colaboradores (2012) electrodepositaron Bi (lll) en un soporte
de plata amalgamada para el analisis de 2-amino-6-nitrobenzotiazol obteniendo
LOD de 0.16 pmolL* mediante DPV. Figueiredo-Filho y colaboradores (2012)
utilizaron DPV para la determinacion de atrazina obteniendo LOD de 1.4X107

mol L.
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Ademas, los BIiFEs se han utilizado en el analisis de vitamina B12, en el
gue se recubrié un sustrato de cobre y mediante SWV obtuvieron un LOD de 3.3
x10° mol L (Kreft et al., 2012). Sopha y colaboradores (2011) utilizaron un
electrodo de carbon vitreo recubierto con bismuto para el andlisis de citrato de
sildenafilo, logrando LOD de 1.8x10® mol L. Para el andlisis de colchicina
mediante DPV, Bodoki y colaboradores (2007) utilizaron carbon vitreo como
soporte obteniendo un LOD de 0.80 pgmL-*. Campestrini y colaboradores (2010)
electrodepositaron Bi (IlI) sobre carbdn vitreo para el andlisis de sulfadiazina por
DPV obteniendo LOD de 2.1x10° mol L.

También se ha reportado el uso de BIFEs en el andlisis de compuestos
biol6gicos mediante DPV, como las metalotioneinas, cuyo LOD reportado fue de
3.8x10® mol L (Yang et al., 2005).

4.2.3. Determinacion de aflatoxinas por técnicas electroanaliticas

Smith y colaboradores (1979) realizaron la determinacion de aflatoxinas
en alimentos por polarografia diferencial de pulsos, encontrando el potencial de
media onda de la reduccion de diversas aflatoxinas, siendo de -1.26V, -1.27V, -
1.21Vy-1.23V para B1, B2, G1y G2, respectivamente. El limite de deteccion de
aflatoxina B1 en soluciones puras fue de aproximadamente 2x10% mol L (25 ug
L'Y). Ademas, establecieron el mecanismo de reduccién de AFG1 con un
electrodo de gota de mercurio en buffer Britton-Robinson (BRB) a pH=9.

Lau y Chau (1983) reportaron la formacion de aflatoxicol A mediante la
reduccion de AFB1 por Rhizopus oryzae y R. oligosporus (Figura 4.4). Este
compuesto conserva la fluorescencia azul bajo luz UV. El aflatoxicol A es
considerado uno de los metabolitos méas importantes de AFB1, debido a la
correlacion entre la presencia de este metabolito en tejidos animales con la
toxicidad de AFB1.
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Figura 4.4. Reduccion de AFB1 (A) a aflatoxicol A (B).

Por otro lado, Duhart y colaboradores (1988) determinaron diversas
aflatoxinas utilizando HPLC con deteccion electroquimica. Para ello, utilizaron la
DPV con un electrodo de gota de mercurio, a un tiempo de caida de 1 s. Las
sefales obtenidas fueron de -1.37 V, -1.36 Vy -1.30 V para AFB1, AFB2 y AFG1
respectivamente. Ademas, obtuvieron porcentajes de recuperaciéon de 76%
(AFB1), 77% (AFB2) y 87% (AFG1). La principal ventaja de esta técnica es que
no se requeria una etapa de derivatizaciébn, como en la deteccion por
fluorescencia.

Gonzalez y colaboradores (1998) estudiaron aflatoxinas en metanol:agua
(1:1 v/v) mediante CV con electrodos de carbon vitreo. De acuerdo con este
estudio, la electroactividad de las aflatoxinas incrementdé en el orden
AFG2>AFB1>AFB2>AFG1, lo que indica la capacidad de las aflatoxinas para
llevar una oxidacién en un electrodo de carbon vitreo.

Yaacob y colaboradores (2008) determinaron AFB1 en cacahuates
mediante SWV con un electrodo de gota de mercurio, alcanzando un LOD de
0.125x10® mol L. Los resultados se compararon con los obtenidos por HPLC,
por lo que la SWV demostré ser una técnica sensible, precisa y rapida. De igual
manera, Hajian y colaboradores (2009) utilizaron SWV para determinar AFB1 y
AFB2 en cacahuates mediante un electrodo de gota de mercurio obteniendo LOD
de 15 pg L'y 40 pg L respectivamente.

Por ello, los objetivos de este capitulo son: 1) optimizar el proceso de
fabricacion de un electrodo de pelicula de bismuto a partir de un disefio de
experimentos para utilizarlo en la deteccién de aflatoxina B1, 2) disefiar un
meétodo electroanalitico a partir de la construccion de electrodos a base de

bismuto para determinar aflatoxina B1
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4.3. Metodologia experimental
4.3.1. Sistema electroquimico

Todos los experimentos se realizaron en una celda electroquimica
convencional para tres electrodos fabricada de vidrio. Como electrodo de trabajo
se utilizé una barra de grafito (d=6mm) recubierta con una pelicula de bismuto,
como electrodo de referencia se utilizé un electrodo de Ag’/AgCl saturado y como
contraelectrodo una barra de grafito. Las soluciones de trabajo fueron
preparadas utilizando reactivos grado analitico y agua desionizada. Todos los

experimentos fueron realizados en atmaosfera de nitrégeno.
4.3.2. Estudios preliminares
4.3.2.1. Electrodeposicion del bismuto

El potencial de deposicion del bismuto se determiné mediante CV, para
ello se coloc6 una barra de grafito (d=6mm) en una solucién de bismuto (200
mgL1) con HNOs al 5% (v/v) y se realizd un barrido de -1000 a 1000 mV a 50
mVsl Ademds, se realizaron 25 ciclos con la finalidad de observar el

comportamiento del bismuto sobre el electrodo de grafito.
4.3.2.2. Obtencion de la sefal analitica de AFB1

Para determinar la sefal analitica de AFB1, se preparé un BiFE a una
concentracion de Bi (IIl) de 350 mgL™, conociendo previamente el potencial de
electrodeposicion del bismuto (-250 mV) y con un tiempo de 30 s.
Posteriormente, se preparé una solucién de AFB1 160 ngL™* en BRB (pH=9) y

mediante CV se realizaron 4 ciclos de -350 a -1500 mV a 50 mV s,
4.3.2.3. Estudio voltamperométrico de AFB1

Se realizé un estudio voltamperométrico de AFB1 con la finalidad de
obtener informacién cualitativa acerca del comportamiento electroquimico de la
molécula en el BiFE. Para ello, se preparé una solucién de AFB1 160 ngL™? en
10 mL de BRB (pH=9) y mediante CV se realizaron distintas lecturas, variando
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la velocidad de barrido en un intervalo de 10 a 40 mV s1. Se consideré un

potencial inicial de barrido de -450 mV y un potencial final de -1000 mV.
4.3.3. Disefio del electrodo de pelicula de bismuto

Para la fabricacién del electrodo de pelicula de bismuto se tomd como
referencia la metodologia descrita por Guzsvany y colaboradores (2011), a la
cual se le realizaron modificaciones.

Se plante6 un disefio Box-Benhken con la finalidad de optimizar la
fabricacion del electrodo de pelicula de bismuto. Para ello, se tomaron como
factores de control: el potencial de reduccion del bismuto (A), ya que un potencial
catddico adecuado facilita la deposicion del bismuto; la concentracién de bismuto
(B); y el tiempo de deposicion (C); estos ultimos factores controlan el grosor de
la pelicula de bismuto. En la Tabla 4.1 se presentan los niveles de los factores
de control elegidos.

Una vez definidas las condiciones de experimentacion, se preparé una
solucion de AFB1 de 160 ngL? en 10 mL de BRB y se realizé el anlisis
electroquimico de la molécula por CV (-350 a -1000 mv) con cada uno de los
electrodos preparados conforme al disefio experimental (Tabla 4.3). Como
respuesta se utilizo la sefial catddica (mA) correspondiente a la reduccién de la
AFB1 y se realizaron dos ciclos con una velocidad de barrido de 50 mV s,

Tabla 4.1. Niveles de los factores de control elegidos en la optimizacion para la

fabricacién del electrodo.

o Niveles seleccionados
Factor Descripcion
-1 0 1
Potencial de deposicion, mV -280 -555 -830
B Concentracién de bismuto, mgL* 350 525 700
Tiempo de deposicion, s 30 75 120
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4.3.4. Optimizacion de la voltamperometria diferencial de pulso

Una vez establecidas las condiciones Optimas para la fabricacion del
electrodo de pelicula de bismuto, se estableci6 la DPV como técnica de
cuantificacion de AFBL.

Nuevamente, se utilizd un disefio experimental Box-Benhken, teniendo
como fin la mejora de la sefial analitica para la AFB1 en los electrodos de pelicula
de bismuto. Se tomaron como factores de control: el paso de corriente (A), el
ancho de pulso (B), el periodo de pulso (C) y la amplitud de pulso (D), debido a
que estan directamente relacionados con la corriente generada en la
transformacion electroquimica. En la Tabla 4.2 se presentan los niveles de los

factores de control elegidos.

Tabla 4.2. Niveles de los factores de control elegidos para la optimizacién de la VDP.

Factor o Niveles seleccionados
Descripcidn
-1 0 +1
A Paso de corriente, mV 10 20 30
B Ancho de pulso, ms 10 20 30
C Periodo de pulso, ms 60 75 90
D Amplitud de pulso, mV 100 150 200

Una vez definidas las condiciones de experimentacion (Tabla 4.5), se
preparé una solucién de AFB1 de 160 ngL? en 10 mL de BRB y se realiz6 la
VDP conforme al disefio experimental, considerando un potencial inicial de
barrido de -350 mV y un potencial final de -1000 mV. El andlisis estadistico se
realizo con el software Minitab v. 17.

4.3.5. Curva de calibracion para AFB1

Una vez obtenidas las condiciones éptimas para la fabricacion de los
BiFEs y para la deteccion por DPV, se prepararon soluciones estandar de AFB1
en BRB a pH=9 a concentraciones de 100, 120, 140, 160, 180y 200 ng L* con
la finalidad los parametros analiticos.
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El LOD y el LOQ se calcularon de acuerdo con las ecuaciones: LOD=
3Su/B y LOQ= 10Sw/B donde Sp es la desviacion estandar del eje y de la linea

con mejor ajuste y B es la pendiente de esa linea.

4.3.6. Extraccion, preconcentracion y deteccion electroanalitica de AFB1

Para la deteccion de AFB1 se utilizaron como métodos de extraccion y
preconcentracion la DLLME y la MDMSPE, para ello se realizé una modificacion
a la metodologia descrita por Amoli-Diva y colaboradores (2014). Se mezclaron
6 mL de agua con 320 pL cloroformo, 1200 puL de MeCN: H20 (20:80) y 20 pL de
estandar con una concentracion de 200 ng L. Posteriormente, se colocaron en
un tubo Eppendorf de 20 mL y se centrifugd por 2 min, después se recolectaron
las gotas para concentrar y se evaporo el extractante (cloroformo) y se redisolvio
en 1- heptanol. A la redisolucién se le afiadieron 10 mg de soporte magnético
funcionalizado y se mantuvo en agitacion por ultrasonido por 5 min. El
adsorbente se recolect6 en el fondo del vial de reaccién con la ayuda de un iman
de neodimio y se elimind el sobrenadante. La desorcidon se realizé con una
mezcla de CH3(CO)CH3z:MeCN:CH2Cl2 (1:2:2) y se separ6 el soporte magnético.

Finalmente, la mezcla obtenida se evaporé con gas nitrogeno y se
redisolvio en BRB a pH=9 y se analiz6 considerando las condiciones Optimas

para la fabricacién de BiFEs y la DPV.
4.4. Resultados y discusion
4.4.1. Eleccion de condiciones preliminares
4.4.1.1. Electrodeposiciéon del bismuto

Las pruebas de electrodeposicion del Bi se utilizaron para tener
parametros de referencia de potencial de deposicion, concentracion de bismuto
y tiempo de deposicion, los cuales fueron los factores de control utilizados en la
optimizacion para la construccion de los BiFEs.

Por las caracteristicas del analito en estudio (AFB1) se decidio utilizar una

electrodeposicion ex-situ del Bi, la cual consiste en llevar a cabo la
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electrodeposicion antes de transferir el electrodo a la solucién que contenga la
muestra para analizar (Economou, 2005).

La Figura 4.5 muestra el voltamperograma obtenido por VC. En el primer
ciclo se observan ondas poco definidas, los ciclos posteriores muestran ondas
mas definidas, lo que se puede asociar a la formacion de Bi° sobre el electrodo
de grafito.

La onda catddica se observa en un potencial aproximado de -250 mV (1),
el cual se utilizé para fijar los niveles del Factor A en la optimizacion del BiFE.

También se observa la onda anddica del bismuto alrededor de los -100 mV (11).
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Figura 4.5. Electrodeposicién del bismuto a una concentracién de 200 mgL™* con
HNO3 al 5% a 25 ciclos de -1000 a 1000 mV.

4.4.1.2. Sefal analitica de AFB1

Del andlisis voltamperométrico de AFB1 (160 ngL') se obtuvo el
voltamperograma mostrado en la Figura 4.6. La sefal cercana a -650 mV podria
estar relacionada con la reduccion de AFB1, cuya reaccion se muestra en la
misma figura.

Es importante hacer mencion que no hay reportes previos del uso de BiFEs

para la deteccion de aflatoxinas, no obstante, se han reportado potenciales de
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reduccion entre -1250 mV y -1370 mV para la AFB1, utilizando un electrodo de
gota de mercurio (Hajian et al., 2009). Por otro lado la sefial catddica observada
con los BIFEs se encuentra a un potencial mas bajo comparada con lo reportado

por los electrodos de gota de mercurio.
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Figura 4.6. Voltamperograma obtenido para AFB1 (160 ngL'), en BRB pH=9 a 4
ciclos de -350 a -1000mV.

4.4.1.3. Estudio voltamperométrico de AFB1

La CV es una herramienta eficiente para investigar la cinética de reaccion
del electrodo. En teoria, la respuesta voltamperométrica de un material de

electrodo activo a diferentes velocidades de barrido se puede resumir como:

i = aqvP (4.1)
Donde: la corriente medida (i) a un potencial fijo obedece una fuerte

relacion con la velocidad de barrido (v) y a es una constante que involucra la

constante de Faraday y el area superficial electroactiva. Para una reaccion redox

limitada por difusién semi-infinita, el pico de corriente i varia con v*? (esto es,
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b=0.5); para un proceso de adsorcion, varia con v (esto es b=1). Para obtener
estos valores, se realiza la linealizacién, mediante una grafica logaritmica, en la
que la pendiente equivale al valor de b (Dong et al., 2016).

En la Figura 4.7 se presenta el gréafico linealizado (log v vs log i), se
observa un coeficiente de correlacion R?>=0.985 y una pendiente de 0.3929, por

lo cual el proceso que rige el sistema es la difusion (Gosser, 1993).

2.90 y = 0.3929 x - 3.533 ®
-2.95
— -3.00 e
[@))
° (]
-3.05 °
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1.0 11 12 13 1.4 1.5 1.6
log v

Figura 4.7. Grafico de log v vs log i para la reduccién de AFB1 (160 ng L' en BRB
pH=9).

4.4.2. Optimizacion del electrodo de pelicula de bismuto

Enla Tabla 4.3 se muestra la matriz de experimentos, con sus respectivas
sefales de pico catddico, que corresponden a la reduccion de la AFB1. Una vez
obtenido todos los resultados para cada experimento, se llevé a cabo el analisis
estadistico obteniendo la ecuacion polinomial (Ecuacion 4.2), que representa el
efecto de cada uno de los factores (codificados) sobre la respuesta (seial
catddica).

R =0.5233 — 0.0613A + 0.0712B + 0.0225C — 0.0392 A? — 0.0892B?
+ 0.0233C2 — 0.0600AB + 0.0625AC + 0.0525BC
(4.2)
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De acuerdo con la Ecuacién 4.2, los coeficientes mas importantes, con

efecto positivo en la respuesta fueron la concentracion de Bi (lll) y la interaccion

del potencial de deposicion y el tiempo de deposicion. Sin embargo, también hay

términos en la ecuacion que presentaron un efecto negativo en la respuesta,

entre los que destacan el potencial de deposicién y la interaccién entre el

potencial de deposicion y la concentracion de Bi (111). El coeficiente de correlacion

(R?) de la ecuacion fue de 0.8803.

Tabla 4.3. Matriz del disefio de experimentos para la fabricacion de BiFEs. Donde A es

el potencial de deposicion (mV), B es la concentracion de bismuto (mgL?) y C es el

tiempo de deposicion (s).

Factores
Experimento A B c Sefial catédica

(mA)

1 -280 350 75 0.33
2 -555 525 75 0.51
3 -280 525 120 0.48
4 -830 700 75 0.34
5 -555 350 120 0.40
6 -555 350 30 0.36
7 -830 525 120 0.48
8 -830 525 30 0.41
9 -555 700 120 0.66
10 -555 700 30 0.41
11 -830 350 75 0.33
12 -280 700 75 0.58
13 -555 525 75 0.52
14 -555 525 75 0.54
15 -280 525 30 0.66

Una vez realizado el analisis de datos se obtuvieron las superficies de

respuesta y graficos de contorno.
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4.4.3.1. Efecto del potencial de deposicién y la concentracién de

bismuto en la sefal catédica de AFB1

En las superficies de respuesta y graficos de contorno (Figura 4.8) se
observa un aumento en la sefal catdédica cuando la concentracién de Bi (lIl) es

mayor a 550 mg L considerando un potencial de deposicién de -280 mV.
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Figura 4.8. Efecto del potencial de deposicién (mV) y la concentracién de bismuto (mg

L) sobre la sefial catodica (mA) de AFB1.

Para el analisis de metales, Economou (2005) reporta que los BIiFEs
fabricados por el método ex situ utilizan concentraciones entre 5-200 mg L, la
concentracion de Bi (111) controla el grosor de la pelicula y se ha demostrado que
dicho grosor afecta la altura de pico dependiendo de los iones metélicos que se
analicen (Kefala et al., 2003). Por otro lado, en el andlisis de moléculas organicas
los BiFEs se fabrican con concentraciones de Bi (Ill) entre los 50 y 500 mg L
(Asadpour et al., 2011; Anik et al., 2010) lo que podria estar relacionado con el

tipo de electrodo y la molécula que se analice.

4.4.3.2. Efecto del potencial de deposicion y del tiempo de deposicion

en la sefal catddica de AFB1

En la Figura 4.9 se observa que la respuesta aumenta cuando el
potencial de deposicidon es bajo (aproximadamente -280 mV) y el tiempo de

deposicion esta en el nivel central.

80



120e L ]

-~
0.5
o \_/

100
0.6

90

0.5 80 045

Tiempo (s)
.

70— 055

0.4
60

Sefal catédica (mA)

" 50
30

40
050 040
350\ | ! .
300 400 500 600 700 800
Potencial (mV)

Figura 4.9. Efecto del potencial de deposicién (mV) y del tiempo de deposicidn (s)

sobre la sefal catodica (mA) de AFB1.

El potencial de deposicion afecta la calidad de la pelicula de bismuto lo
cual podria estar relacionado con la nucleacion y formacion de sitios activos
(Krolicka et al., 2004) mientras que el tiempo de deposicién es el tiempo en el
que es reducido de Bi(lll) a Bi° sobre la superficie del electrodo por lo que ambos
factores estan relacionados con el grosor de la pelicula de bismuto (Arduini et
al., 2010).

4.4.3.3. Efecto de la concentracion de bismuto y del tiempo de
deposicion en la sefal catdédica de AFB1

La Figura 4.10 nos muestra que la respuesta aumenta cuando la
concentracion de bismuto aumenta (> 600 mg L) y el tiempo de deposicion es
alto (120 s). Esto puede estar relacionado con el grosor de la pelicula de bismuto,

como se discutié en la Seccion 4.4.3.2.
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Figura 4.10. Efecto de la concentracion de bismuto (mg L) y del tiempo de deposicién

(s) sobre la sefial catédica (mA) de AFB1.

Por otro lado, para el analisis de aflatoxinas no hay reportes donde se
utilicen BIiFESs por lo que es muy importante la fabricacion y optimizacion de este
tipo de electrodos con la finalidad de obtener la mejor sefal analitica y tener una
alternativa amigable con el Emedio ambiente con respecto los electrodos de gota

de mercurio (Lezi et al., 2012).

4.4.3. Experimentos confirmatorios

Con el fin de evaluar la confiabilidad del modelo tedrico polinomial
(Ecuacion 4.2), se realizaron por triplicado experimentos confirmatorios y en
base a la maxima sefial catddica absoluta encontrada se comparo la respuesta

tedrica con la respuesta experimental.
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Figura 4.11. Experimentos confirmatorios para la fabricacion de BIiFEs.

En la Tabla 4.4 se muestran las condiciones éptimas a las cuales se debe
depositar el bismuto en el electrodo de trabajo, experimentalmente se tienen una

méxima intensidad de corriente de -0.77 mV con un %RSD de 5.19 (Figura 4.11).

Tabla 4.4. Experimentos confirmatorios para la fabricacion de BiFEs. Factores: A,
potencial de deposicién (mV); B, concentracion de Bi(lll) (mg L?); C, tiempo de

deposicién (s); R, sefial catddica (mA).

Factores R
Experimentos
] ] ) Experimental (n=3,
confirmatorios A B C Tebrica
%RSD)
3 -280 602 60 -0.89 -0.77 (5.19)

4.4.4. Optimizacion de la voltamperometria diferencial de pulso

En la Tabla 4.5 se muestran los datos obtenidos por DPV, con los que se
obtuvo la ecuacion polinomial que representa el sistema (Ecuacion 4.3); es decir,
el efecto de cada uno de los factores (codificados) sobre la respuesta (sefal
catddica).

Tabla 4.5. Matriz del disefio de experimentos para la deteccion de AFB1

mediante DPV. Donde A es el paso de corriente (mV), B es ancho de pulso (ms), C es
el periodo de pulso (ms) y D es la amplitud del pulso (mV).
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Experimento Factores de control Seﬁ:.;ll
A B C D catodica

1 20 20 90 200 0.621
2 10 20 90 150 0.310
3 20 30 60 150 0.335
4 20 20 90 100 0.362
5 20 20 75 150 0.310
6 20 20 75 150 0.361
7 20 10 75 200 0.187
8 30 20 75 200 0.277
9 30 20 90 150 0.341
10 20 10 90 150 0.093
11 20 10 60 150 0.360
12 30 20 75 100 0.256
13 10 10 75 150 0.000
14 30 30 75 150 0.000
15 10 30 75 150 0.130
16 20 30 75 100 0.176
17 20 10 75 100 0.122
18 20 20 60 100 0.428
19 20 20 75 150 0.223
20 30 20 60 150 0.181
21 20 30 75 200 0.431
22 20 20 60 200 0.457
23 30 10 75 150 0.271
24 10 20 75 200 0.608
25 10 20 75 100 0.295
26 10 20 60 150 0.353
27 20 30 90 150 0.251

En la ecuacion 4.3 A-D representan los factores control: A (paso de

corriente), B (ancho de pulso), C (periodo de pulso) y D (amplitud de pulso); y R

el factor respuesta (sefal catodica).
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R = 3.60 + 0.0340A + 0.0392B — 0.08001C — 0.01497D — 0.000513 A% —
0.001345B2 — 0.000366C? + 0.000039D% — 0.001003AB + 0.00038AC —
0.000146AD — 0.000305BC + 0.000095BD + 0.000077CD
(4.3)
Tomando en cuenta los términos de la Ecuacion 4.3, el factor con un
mayor efecto positivo en la respuesta es el ancho de pulso (B) y el paso de
corriente (A); mientras que el factor que tuvo un efecto negativo el periodo de
pulso (D).
La interacciéon entre el paso de corriente (A) con el ancho de pulso (B)
tienen un efecto negativo sobre la respuesta. El coeficiente de correlacion (R?)
fue de 0.8164. Una vez realizado el andlisis de datos se obtuvieron las

superficies de respuesta y gréaficos de contorno.

4.4.4.1. Efecto del paso de potencial y el ancho de pulso en la sefial
catodica de AFB1

La Figura 4.12 muestra que la sefial aumenta cuando el paso de potencial
es bajo (10 mV) y el ancho de pulso es alto (aprox. 25 ms) pero cuando el paso
de potencial y el ancho de pulso son bajos la respuesta disminuye
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Figura 4.12. Efectos del paso de potencial (mV) y el ancho de pulso (ms) sobre

la sefial catddica (mA) de AFBL1.
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4.4.4.2. Efecto del paso de potencial y el periodo de pulso en la sefal
catédica de AFB1

En la Figura 4.13 se observa que la sefial aumenta cuando el paso de
potencial es bajo (10 mV) y el periodo de pulso esta en los niveles centrales
(aprox. 70 ms).
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Figura 4.13. Efectos del paso de potencial (mV) y el periodo de pulso (ms)

sobre la sefial catdédica (mA) sobre AFB1.

4.4.4.3. Efecto del paso de potencial y la amplitud de pulso en la sefial
catédica de AFB1

La sefial de AFB1 aumenta cuando el paso de potencial es bajo (10 mV)
y la amplitud de pulso es alta (200 mV) pero cuando el paso de potencial y la

amplitud de pulso son bajas, la respuesta disminuye (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Efectos del paso de potencial (mV) y la amplitud de pulso (mV)

sobre la sefal catodica (mA) sobre AFBL1.
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4.4.4.4.

catddica de AFB1

Efecto del ancho de pulso y el periodo de pulso en la sefial

En la Figura 4.15 se observa que la sefial aumenta cuando el ancho de

pulso esta en los niveles centrales (aprox. 20 ms) y el periodo de pulso es bajo

(60 ms). Por otro lado, la sefial aumenta cuando el periodo de pulso es alto (90

ms) considerando un ancho de pulso de 25 ms.
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Figura 4.15. Efectos del ancho de pulso (ms) y el periodo de pulso (ms) sobre

la sefial catodica (mA) sobre AFB1.

catodica de AFB1

Efecto del ancho de pulso y la amplitud del pulso en la sefal

La Figura 4.16 muestra que la respuesta aumenta cuando el ancho de

pulso esta niveles centrales (aprox. 23 ms) y la amplitud de pulso es mayor (200

mV).
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Figura 4.16. Efectos del ancho de pulso (ms) y la amplitud del pulso (mV)

sobre la sefial catédica (mA) sobre AFBL1.
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4.4.4.6. Efecto del periodo de pulso y la amplitud del pulso en la sefial
catédica de AFB1

La respuesta aumenta cuando el periodo de pulso es elevado (90 ms) y
la amplitud de pulso es alto (200 mV) pero cuando la amplitud de pulso esta en

niveles bajos la respuesta disminuye (Figura 4.16).
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Figura 4.17. Efectos del periodo de pulso (ms) y la amplitud del pulso (mV)
sobre la sefial catddica (mA) sobre AFB1.

La diferencia de potenciales provoca un intercambio de electrones entre
el electrodo de trabajo y las especies electroactivas en una celda. Sin embargo,
esta diferencia también provoca la carga y descarga de la doble capa lo que
induce un flujo de corriente capacitiva. Esta corriente es indeseable para fines
cinéticos y analitos. El fundamento de la DPV es disminuir el flujo de corriente
capacitiva mediante un paso de potencial o pulso por lo que la disminucion de la
corriente faradaica es més lenta que la de la corriente no faradaica (Bard et al.,
2001; Osteryoung et al., 1988).

Los parametros mas importantes para las técnicas voltamperométricas de
pulsos son: la amplitud de pulso (mV), que es la altura de pulso de potencial, el
ancho de pulso (ms), que es la duracién del pulso, y el periodo de pulso (ms),
definido como un tiempo al final de pulso en el que se mide la corriente
(Gulaboski et al., 2008). Para el andlisis de moléculas organicas utilizando BiFEs
y DPV no se han reportado ninguna optimizacion mediante un disefio
experimental (Asadpour & Nafaji, 2011, Lou et al., 2010, Figueiredo et al., 2010,
Figueiredo-Filho et al., 2012, Deylova et al., 2012, Bodoki et al., 2007,
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Campestrini et al., 2010). La optimizacién de los parametros involucrados en la
DPV podria mejorar la separacion de las corrientes faradaicas y no faradaicas

favoreciendo la sefial catddica de la AFB1.

4.4.5. Experimentos confirmatorios

Tomando como base la maxima sefial catddica encontrada, se compar6
la respuesta tedrica con la respuesta experimental, con el fin de evaluar la
confiabilidad del modelo polinomial (Ecuacion 4.3). Para ello, se realizaron los

respectivos experimentos confirmatorios por triplicado.

Tabla 4.6. Experimentos confirmatorios para la deteccién de AFB1. Factores:
A, paso de corriente (mV); B, ancho de pulso (ms); C, periodo de pulso (ms); D

amplitud de pulso (mV); R sefial catédica (mV).

Factores de control R
Experimentos
] ] Experimental
confirmatorios A B C D Tebrico
(n=3, %RSD)
3 10 28 60 200 -0.68 -0. 80 (10.06)
-5.50

Confirmatorio 1
Confirmatorio 2
Confirmatorio 3
Blanco

-5.75

-6.00

-6.25

iImA

-6.50

-6.75

-7.00
-700 -600 -500 -400 -300

E/mV
Figura 4.18. Experimentos confirmatorios y condiciones 6ptimas para la
deteccion de AFB1 mediante DPV.
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En la Tabla 4.6 se muestran las condiciones éptimas a las cuales se debe
depositar el bismuto en el electrodo de trabajo, experimentalmente se tienen una
méxima intensidad de corriente de -0.80 mA con un %RSD de 10.06 (Figura
4.18).

4.4.6. Parametros analiticos para la metodologia por DPV

Bajo las condiciones Optimas antes mencionadas, se obtuvo una curva de
calibracion para AFB1 (Figura 4.19) con estandares a diferentes concentraciones
de AFB1. Mediante el correspondiente andlisis estadistico, se tuvo una ecuacién
de regresion de i (mA)= 0.0144 [AFB1] (ng L1)-1.1196 (R?=0.9899). Para el
meétodo de analisis propuesto el LOD y el LOQ calculados tienen valores de
19.07 ng Ly 63.56 ng L! respectivamente. La curva de calibrado present6é una
buena linealidad de rango de concentraciones entre 63.56 y 200 ng L. La curva
se construy6 con estandares con concentraciones entre 100-200 ng L por lo
qgue se podrian establecer concentraciones por debajo de ese intervalo. En la

Tabla 4.7 se presentan los pardmetros analiticos para DPV.

Tabla 4.7. Parametros analiticos de AFB1 determinada por DPV.

Parametros Valores
Coeficiente de correlacion 0.9899
Pendiente + sB (ng L) 0.0144 +0.0012
Ordenada al origen = sA -1.1196 £ 0.1897
Limite de deteccion (ng L?) 19.07

Limite de cuantificaciéon (ng L) 63.56

Intervalo lineal (ng L?) 63.56-200

Yaacob y colaboradores (2008) determinaron AFB1 en cacahuates
mediante SWV utilizando un electrodo de gota de mercurio reportando un LOD
de 390 ng L. Por otro lado, Hajian y colaboradores (2009) determinaron AFB1
en cacahuates mediante DPV con un electrodo de gota de mercurio obteniendo
un LOD de 15 pug L*. ElI LOD obtenido con los BIFEs son menores que los
reportados por autores antes mencionados lo que sugiere que este tipo de

electrodos son una buena alternativa para el analisis de AFBL1.
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Figura 4.19. Curva de calibrado de AFBL1.

Anukul y colaboradores (2013) reportaron los limites méaximos permisibles
de diversos paises de Asia para diversos alimentos con AFB1, los valores estan
entre 100-2000 ng L. En la metodologia empleada se obtuvo se pueden
detectar una concentracion de 63.56 ng L, que es un valor menor a los limites
maximos permisibles por lo que la DPV utlizando BiFEs podria ser una

alternativa sencilla y rapida para el analisis de AFB1 en alimentos.

4.4.7. Extraccion, preconcentracion y deteccion de AFB1

En la Figura 4.20 se observa la sefial catddica para AFB1 una vez
realizada DLLME y la MDMSPE. La metodologia propuesta podria ser utilizada
para el analisis de AFB1, ademas de ser un método que requiere menor cantidad

de reactivos, amable con el ambiente, rapida y sencilla.
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Figura 4.20. Sefial de AFB1 obtenida al realizar la DLLME y la MSMSPE.

4.5. Conclusiones

Se establecié la metodologia para la extraccion, preconcentracion y
deteccién de AFB1 mediante DPV utilizando BiFes obteniendo un LOD y el LOQ
obteniendo valores de 19.07 ng L' y 63.56 ng L™* que son un valores menores
comparados con los limites maximos permisibles por lo que la metodologia

empleada podria ser una excelente alternativa para el analisis de AFB1.

Por otro lado, el acoplamiento de la DLLME y la MDMSPE permitié extraer
AFB1 de una manera eficiente, rapida y sencilla, ademas, se comprobo que
dichas técnicas se pueden acoplar a métodos voltamperométricos como la DPV,
la cual es una técnica sensible, rapida y sencilla. También se utilizaron BIFEs
como alternativa a los electrodos de gota de mercurio por lo que la metodologiaa
empleada es barata, rapida, sencilla, amigable con el ambiente y permite

detectar concentraciones traza en el orden de ng L.
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Conclusiones generales

Se optimizd por primera vez la sintesis de nanoparticulas magnéticas
mediante un método solvotérmico acoplado a microondas obteniendo tamafios
nanomeétricos, ademas, se mejoré la funcionalizacién con TMSPT y AMT lo que
permitid su uso como soporte de extraccion de AFB1. Se logré disefiar un
método de preconcentracion de AFB1 utilizando el acoplamiento de la DLLME y
la MDMSPE permitiendo extraer en el orden de los ng L.

Por otro lado, se optimizé la fabricacion de un electrodo de pelicula de
bismuto para maximizar la sefial catddica de AFB1 con lo que se establece una
alternativa a los electrodos de gota de mercurio y a el analisis de micotoxinas
utilizando este tipo de electrodo, también se optimizaron variables que afectan a
la voltamperometria diferencial de pulso, lo que permiti6 mejorar la sefial
catddica del analito, ademas de que se reporta por primera vez la aplicacién de
un disefo experimental para mejorar la sefial de AFB1. Asimismo, se realizaron
los calculos de los parametros analiticos obteniendo LOD y LOQ en el de los ng
L.

Con los resultados obtenidos se pudo establecer una metodologia para la
deteccion de AFB1, la cual es una metodologia sencilla, rapida, amable con el

ambiente, requiere menor cantidad de recursos y detecta cantidades traza.
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Perspectivas

Con base a los resultados obtenidos durante el desarrollo de este

proyecto, se presentan a continuacion las perspectivas:

1.

Realizar un estudio cinético de la estabilidad y/o degradaciéon de AFB1 en
solucién (tanto en solvente organico como en BBR).
Determinar las propiedades magnéticas de los soportes sintetizados y

evaluar su dispersion en diferentes solventes.

3. Optimizar el proceso de extraccion de la AFB1 en muestras reales.

Acoplar las metodologias de extraccion de AFB1 con la determinacion
voltamperométrica del analito en cuestion.
Mejorar y validar la metodologia empleada con métodos ya reportados como

el HPLC acoplado a fluorescencia,
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