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DESCRIPCION

Inmunoabsorbente y columna de inmunoafinidad de nanocuerpos de aflatoxina y método de preparaciéon y uso del
mismo.

Campo técnico

La presente divulgacién se refiere a un inmunoabsorbente y a una columna de inmunoafinidad de anticuerpos de
cadena pesada de aflatoxina, asi como el método de preparacién y uso de los mismos.

Antecedentes técnicos

Las aflatoxinas, metabolitos secundarios producidos por Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, son compuestos
naturales téxicos que pueden provocar diversos dafos a los seres humanos y al ganado. Hasta el momento, se ha
descubierto mas de 20 variedades de aflatoxinas, entre las que se incluye aflatoxina B1 (AFB:), aflatoxina B2 (AFB2),
AFG, y M1 (AFMs). Entre estos, AFBs tiene la toxicidad mas fuerte. La toxicidad de AFB1 es 10 veces la del cianuro
de potasio y 68 veces la del arsénico. A principios de 1993, la AFB1 se categoriz6 como uno de los quimicos
carcinogénicos mas potentes conocidos por la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer de la Organizacién
Mundial de la Salud, es decir, carcindgeno de clase I. China es mas gravemente contaminada por la aflatoxina, que
puede existir incluso en diversos productos alimentarios y agricolas, especialmente en maiz, cacahuete y sus
productos. Por lo tanto, es significante reforzar la deteccion, especialmente la rapida deteccién, de aflatoxina para
controlar la informacion sobre la salud de diversos productos alimentarios y agricolas, de modo que pueda garantizar
la seguridad alimentaria en China.

Los métodos existentes para la deteccion de aflatoxina incluyen cromatografia de capa fina, analisis instrumental y
analisis inmunoldgico. La cromatografia de capa fina es un método comun para la deteccion de aflatoxina en una fase
temprana, que no requiere instrumentos especiales y se puede llevar a cabo en un laboratorio promedio. Sin embargo,
la cromatografia de capa fina requiere una gran dosificacion de reactivo y un procedimiento complicado, se ve
gravemente interferida por otros componentes y tiene una mala precisién, de este modo, practicamente no puede
cuantificar con exactitud. Ademas, la cromatografia de capa fina provoca un peligro de contaminacién grave a los
experimentos y el entorno circundante y, de este modo, no es adecuada por una deteccion en el sitio. El andlisis
instrumental incluye principalmente espectrofotometria de fluorescencia y cromatografia liquida de alto rendimiento,
que tienen las ventajas de una alta sensibilidad y una precision preferente. Sin embargo, los métodos anteriormente
mencionados requieren un alto grado de purificacion de la muestra de aflatoxina. La tecnologia de pretratamiento de
la muestra tradicional, tal como extraccién de liquido-liquido, extraccion de fase solida y microextraccion de fase sélida,
tiene un procedimiento de pretratamiento complicado y menos especificidad. En este caso, el establecimiento de un
pretratamiento de muestra rapido y eficaz se ha vuelto el primer problema y cuello de botella de la deteccién y el
andlisis de la aflatoxina. La columna de inmunoafinidad es un nuevo tipo de tecnologia de pretratamiento de muestras
eficaz, que implementa el enriquecimiento y la purificacion de sustancia diana en muestras complejas basandose en
la union reversible de especificidades de antigeno y anticuerpo. La columna de inmunoafinidad combinada con analisis
cromatografico de fase liquida, dispositivo de rapida deteccion de fluorescencia y método ELISA pueden usarse
ampliamente con la deteccion de aflatoxina en productos agricolas y alimentos.

Actualmente, la columna de inmunoafinidad de anticuerpos VHH de aflatoxina se prepara principalmente acoplando
anticuerpo tradicional (anticuerpo policlonal o anticuerpo monoclonal) con microparticulas de gel de sefarosa y gel de
silice. FEI MA ET: "Preparation of an Immunoaffinity Column with Amino-Silica Gel Microparticles and lts Application
in Sample Cleanup for Aflatoxin Detection in Agri-Products, Molecules 2013, 18(2), 2222-2235" estableci6 una columna
de inmunoafinidad para la extraccion selectiva de aflatoxinas en productos agricolas. Especificamente, la columna de
inmunoafinidad se desarrollé acoplando covalentemente anticuerpo 1C11 monoclonal frente a aflatoxinas con respecto
a microparticulas de gel de amino-silice y, a continuacién, empaquetando estas en un cartucho

Puesto que la actividad del anticuerpo tradicional se degenera rapidamente durante su uso, es un problema técnico
que la columna de inmunoafinidad disponible en el mercado solo puede usarse repetidamente durante un nimero
limitado de veces. LIU ET AL: "Research on panning methods of Single-Domain in Heavy-Chain Antibody Fragments
for Aflatoxin B1 From Non-Immune Library" vol.30,no 6,Nov,2011, Journal of Food Science and Biotechnology"
comparaba la eficacia de dos estrategias de eluciones en la bioseleccién de biblioteca de presentacién en fagos de
anticuerpos(HCADbs) de cadena pesada de Unico dominio frente a hapteno molecular, Aflatoxina B1(AFB1). De acuerdo
con la descripcion textual y los datos de este articulo, Solo demuestra que reconocer AFB1-BSA o AFB1-OVA pero
no puede reconocer BAS u OVA, No puede demostrar que sus clones de fase son capaces de reconocer
especificamente AFB1.

Hasta el momento, alin no existe ningun informe relacionado con inmunoabsorbente ni columna de afinidad de
anticuerpos VHH de aflatoxina.
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Sumario de la invencion

La presente divulgacion tiene por objeto proporciona un inmunoabsorbente de anticuerpos VHH de aflatoxina y una
columna de inmunoafinidad de anticuerpos VHH de aflatoxina, asi como métodos de preparacion y uso de los mismos.

Para alcanzar realizar el objetivo de la presente divulgacion, se adopta la siguiente solucién técnica. Se proporciona
inmunoabsorbente de anticuerpos VHH de aflatoxina, caracterizado por que el inmunoabsorbente contiene vehiculo
de fase solida y anticuerpo VHH de aflatoxina acoplado con el vehiculo de fase sélida, en donde el anticuerpo VHH
de aflatoxina es anticuerpo VHH de aflatoxina B1 2014AFB-G15, la secuencia de aminoacidos del mismo como se
ilustra en SEQ ID NO:7 secuencia codificante de la misma como se ilustra en SEQ IDNO:8.

Segun la solucion técnica anterior, tres regiones determinantes de la complementariedad del anticuerpo VHH de
aflatoxina B1 2014AFB-G15 tienen respectivamente secuencias de aminoacidos que comprenden la secuencia de
aminoacidos de CDR1 como se ilustra en SEQ ID NO:1, la secuencia de aminoacidos de CDR2 como se representa
en la SEQ ID NO:2 y secuencia de aminoacidos de CDR3 como se ilustra en la SEQ ID NO:3; y las tres regiones
determinantes de la complementariedad de las mismas tienen respectivamente secuencias codificantes que
comprenden la secuencia codificante de CDR1 como se ilustra en SEQ ID NO:4, secuencia codificante de CDR2 como
se representa en la SEQ ID NO:5 y secuencia codificante de CDR3 como se representa en la SEQ ID NO:6.

Segun la solucién técnica anterior, el vehiculo de fase sélida son microparticulas de gel de sefarosa o gel de silice.

Un método de preparacién de dicho inmunoabsorbente de anticuerpo VHH de aflatoxina, caracterizado por que,
cuando el vehiculo de fase solida son microparticulas de gel de silice, el método comprende las etapas de: pesar 1-5
g de microparticulas de gel de silice y lavar las microparticulas de gel de silice con agua pura y tamp6n fosfato de pH
6 alternativamente; suspender las microparticulas de gel de silice en 5-25 ml de tampén fosfato de pH 6 ya agitar hasta
que todas las microparticulas de gel de silice estén suspendidas, para permitir la suspension de las microparticulas
de gel de silice; disolver 2-10 mg de anticuerpo VHH de aflatoxina B1 2014AFB-G15 en 1-5 ml de tampén fosfato de
pH 6 y afadir gota a gota la solucion resultante en la suspension de microparticulas de gel de silice; pesar 70-350 mg
de carbodiimida y anadir rapidamente la carbodiimida en la suspensién de microparticulas de gel de silice y hacer
reaccionar con agitacion a 4 °C durante 18-22 h, para proporcionar inmunoabsorbente de anticuerpos VHH de
aflatoxina con microparticulas de gel de silice como el vehiculo de fase sélida; o

cuando el vehiculo de fase soélida es gel de sefarosa, el método comprende las etapas de: pesar 0,3-1 g de sefarosa
y lavar la sefarosa repetidamente con 1 mM de solucion HCI; suspender la sefarosa en 5-15 ml de tampén de
acoplamiento, afadir 0,6-2 ml de anticuerpo VHH de aflatoxina B1 2014AFB-G15 en la misma y hacer reaccionar la
solucion resultante con agitacion durante 1-2 h a temperatura ambiente para proporcionar la suspension de gel de
sefarosa; filtrar la solucién de anticuerpo en solucion de gel de sefarosa que no esta acoplada con el gel de sefarosa
y lavar el gel de sefarosa con tampdn de acoplamiento; afiadir 0,1 M de tampdn Tris- HCI de pH 8,0 y hacer reaccionar
a temperatura ambiente durante 2 h; y lavar el gel de sefarosa alternativamente con 0,1 M de tampén Tris-HCI de pH
8,0 y 0,1 M de tampén Tris-HCI de pH 4,0, para proporcionar inmunoabsorbente de anticuerpos VHH de aflatoxina
con gel de sefarosa como el vehiculo de fase sélida; siendo el tampdn de acoplamiento 0,1 M de NaCOs y 0,5 M de
NaCl de pH 8,3.

Se proporciona columna de inmunoafinidad de anticuerpos VHH de aflatoxina con inmunoabsorbente de anticuerpos
VHH de aflatoxina.

Un método de preparacién de columna de inmunoafinidad de anticuerpos VHH de aflatoxina, que comprende las
etapas de: cargar el inmunoabsorbente de anticuerpos VHH de aflatoxina en un tubo de extraccion de fase sélida,
anadir 0,01 M de tampén fosfato de pH 6 en la misma y dejar que la solucién resultante se precipite de forma natural;
lavar con 0,01 M de tamp6n fosfato de pH 6 almacenar la carga resultante en 0,01 M de tampén fosfato de pH 6 que
contiene 0,02 % en peso de azida de sodio, obteniendo, de este modo, columna de inmunoafinidad de anticuerpos
VHH de aflatoxina.

Un método de purificacién y concentracion de aflatoxina B1 comprendida en una solucion de extraccion de una muestra
que usa la columna de inmunoafinidad de anticuerpos VHH de aflatoxina, comprendiendo el método:

en primer lugar, aclarar la columna de inmunoafinidad de anticuerpos VHH de aflatoxina con agua purificada,

a continuacién, anadir la solucion de extraccion de una muestra;

aclarar con agua purificada en donde después del drenaje del liquido completamente,

eluir con metanol y

recoger el eluato, el eluato se purifica y la extraccion concentrada de la muestra que puede usarse directamente
para cargarla a una maquina para su deteccion.

La presente divulgacién tiene los siguientes efectos beneficiosos.
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(1) Una concentracion de inhibicion del 50 % (Clso) de anticuerpo VHH de aflatoxina B1 2014AFB-G15 de acuerdo
con la presente divulgacion frente a aflatoxina B1 es 0,66 ng/ml y reactividad cruzada de la misma frente a
aflatoxina B2, G1, G2 y M1 son respectivamente el 22,6 %, 10,95 %, 32,1 % y 26 %. Una capacidad de columna
de la columna de inmunoafinidad de anticuerpos VHH de aflatoxina preparada de acuerdo con la presente
divulgacion se encuentra en un intervalo de 500-600 ng y una recuperacion estandar de carga de aflatoxina B1 de
la misma se encuentra en un intervalo del 80-100 % en peso.

(2) La columna de inmunoafinidad de anticuerpos VHH de aflatoxina de acuerdo con la presente divulgacion tiene
las ventajas de estabilidad deseable, termoestabilidad, resistencia acida y alcalina y resistencia a reactivo organico.
La columna de afinidad tiene una larga vida util, puede usarse repetidamente durante multiples veces y puede
usarse para purificar y concentrar la solucién para la extraccién de una muestra antes de su deteccion.

(3) El anticuerpo VHH de aflatoxina de acuerdo con la presente divulgacion se obtiene mediante ingenieria genética
y tiene las ventajas de bajos costes y facil preparacion. En este caso, la columna de inmunoafinidad de anticuerpos
VHH de aflatoxina preparada con dicho anticuerpo VHH de aflatoxina es mas ventajosa en comparacién con una
columna de afinidad de anticuerpos VHH convencional.

Descripcion detallada de las realizaciones

Ejemplo 1: Establecimiento de biblioteca de genes de anticuerpo VHH de aflatoxina y preparacion del
anticuerpo VHH.

1. Se llevd a cabo inmunizacién animal.

Se adquirié una alpaca macho de dos afos de edad y antigeno para la inmunizacion a aflatoxina B1 (AFB1-BSA,
fabricado por Sigma company). Se emulsionaron 200 pg de antigeno de aflatoxina B1 con adyuvante incrompleto de
Freund y la alpaca se inyecté con la emulsién resultante subcutaneamente en varios sitios. La alpaca se inmunizd
cada tres semanas y se tomaron muestras de sangre de la vena desde el 7° dia hasta el 10° dia después de cada
inmunizacion. Se midié un titulo del suero mediante un método ELISA indirecto. Se seleccion6 una inmunizacién con
el titulo més alto y se tom6 una muestra de 10 ml de sangre, de la cual se extrajo ARN total.

2. Se establecié una libreria de ADNc.

(1) Se extrajo ARN total. Se selecciond una inmunizacion con el titulo mas alto. Se tomé una muestra de 10 ml de
sangre de la alpaca del 7° dia hasta el 10° dia después de la inmunizacion, de la cual se extrajo el ARN total. El
ARN total en la muestra de sangre de la alpaca se extrajo con un sistema de aislamiento de ARN total de
LeukoLOCK fabricado por Life Technology Company.

(2) Se llevo a cabo la sintesis de ADNc. Se llevé a cabo transcripcion inversa realizada siguiendo una instruccion
de transcriptasa inversa de Promega company, con el ARN total obtenido desde la parte superior (1) como molde
y oligo (dT)1s como cebador, para sintetizar una primera cadena de ADNC y obtener una biblioteca de ADNc.

3. Se establecié una biblioteca de genes de anticuerpos VHH de aflatoxina.

(1) Se llevo a cabo amplificacion de PCR para obtener genes de dominio variable de anticuerpos de cadena pesada
de la alpaca, es decir, genes VHH, con ADNc sintetizado de acuerdo con la anterior seccién 2 como molde y con
R1y F o R2y F, como cebador. 2 ul de ADNc, 5 ul de tampdén de 10XPCR, 2 ul de 50 mM de MgSQs, 1 pul de
10 mmol/l de dNTP, 1 ul de 10 umol/I de cebador F, 1 ul de 10 umol/l de cebador R1 (o R2), 0,1 pl de polimerasa
de ADN 'y 37,9 ul de agua pura estéril se mezclaron con formacion de vértice uniformemente, para proporcionar 50
pl de solucion mezclada. Después de una breve centrifugacion de la solucion mezclada resultante, se llevé a cabo
reaccion por amplificacién de PCR en condiciones de reaccién que incluyen desnaturalizacién a 94 °C durante 2
min y posterior desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, hibridacion a 55 °C durante 30 s, extension a 68 °C durante
1 min y 30 circulaciones y, a continuacion, extensién a 68 °C durante 5 min.

R1 fue 5-CGGCGCACCTGCGGCCGC ATGGGGGTCTTCGCTGTGGTGCG -3’ (SEQ ID NO:11), R2 fue 5-CG-
GCGCACCTGCGGCCGC GTCTTGTGGTTTTGGTGTCTTGGG -3 (SEQ ID NO:13) y F fue 5-
TCCTTTCTATGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCC CAGKTGCAGCTCGTGGAGTC-3' (SEQ ID NO:12), en la que
las partes subrayadas de las secuencias de cebador fueron homologas con el vector (his) pCANTAB 5E. Se
llevaron a cabo 4 veces de reaccion de amplificaciéon de PCR, con R1 y F como el cebador y 6 veces de reaccion
de amplificacion de PCR, con R2 y F como el cebador. Se separ6 producto de PCR resultante mediante 0,7 %
electroforesis de gel de agarosa y se purificaron y recuperaron fragmentos de ADN de 450 pb con un kit.

(2) Se construy6 vector (his) pPCANTAB 5E. Se llevé a cabo amplificacion de PCR de fragmentos de ADN desde
Sfil a Not | sobre plasmido de vector pPCANTABS5E, con plasmido de vector pPCANTABSE como molde, p5E Sfil-F:
5-ATGCGGCCCAGCCGGCC-3 (Sfi |, (SEQ ID NO:9) como cebador corriente arriba y p5E N-P-H-R: 5’-
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GATCGGGCCCTGTGGTGGTGGTGGTGGTGTGCGGCCGCCCGTTTTC-3° (SEQ ID NO:10) como cebador
corriente abajo, para proporcionar fragmento p5E-his. Posteriormente, el fragmento p5SE-his se digiri6 mediante
enzima Sfi |, seguido por enzima PspoMI, para proporcionar p5E-his(Sfi I/PspoMI) con extremo cohesivo; y el
plasmido de vector pPCANTABSE se digiri6 mediante enzima Sfi |, seguido por enzima Not |, para proporcionar p5E
(Sfil/Not I) con extremo cohesivo. El p5E-his (Sfil/PspoMI) con extremo cohesivo y el p5SE (Sfil/Not 1) con extremo
cohesivo se ligaron, para proporcionar vector (his) pPCANTAB 5E.

(3) EI pCANTAB 5E (his) se trat6 mediante digestién de enzima doble. Se llevd a cabo la digestion de enzima Sfi
I. Se prepar6 solucion de reaccion de acuerdo con el siguiente sistema: 30 pl del vector pPCANTAB 5E (his), 1 pl
de Sfil, 10 pl de 10xM de tampén y la solucion total se cargd con ddH20 hasta que un volumen del mismo alcanz6
100 pl. La solucion de reaccion se incubd en bario de agua a 50 °C durante 2 h y el producto resultante se recuperé
mediante kit de purificacién de ADN de gel de agarosa.

Se llevo a cabo la digestion de Not |. Se prepar6 solucion de reaccion de acuerdo con el siguiente sistema: 30 pl
de producto recuperado de digestién de enzima Unica de Sfil de pCANTAB 5 E (his), 1 pl de Notl, 10 pl de 10xH
de tampén y la solucién total se cargd con ddH20 hasta que un volumen del mismo alcanz6 100 pl. La solucién de
reaccion se incubd en bafo de agua a 37 °C durante 4 h y el producto resultante se recuperd mediante kit de
purificacién de ADN de gel de agarosa.

(4) Se ligé el gen VHH con vector pPCANTAB 5 E (his) tratado mediante digestion de enzima doble. Se llevé a cabo
una ligacién de In-Fusion de acuerdo con el siguiente sistema: 120 ng de vector pPCANTAB 5 E (his) tratado con
digestion de enzima doble de Sfi I/Not, 40 ng de genes VHH, 2 pul de tamp6n de 5x de In-Fusion, 1 pl de enzima
de In-Fusion y la solucion total se cargé con ddH20 hasta que un volumen del mismo alcanz6 10 pl. La solucién
de reaccioén se incubé en bafo de agua a 37 °C durante 15 min y, a continuacién, en bafio de agua a 50 °C durante
15 min. La solucion resultante se colocé en helo inmediatamente después de los bafios de agua y se mantuvo
durante 5 min. En la solucién resultante se afiadieron 40 pl de tampdén de TE. El producto resultante se recuper6
mediante kit de purificacién de ADN de gel de agarosa y se mantuvo a -20 para su uso posterior.

(5) Se llevo a cabo la electroporaciéon de producto de ligacion. En 50 pl de células de electroporacion TG1 de E.
coli se ahadieron 5 pl de dicho producto de ligacion. La mezcla resultante se mezcld uniformemente y se afadio
en una cubeta de electroporacién de hueco de 0,1 cm preenfriada (fabricada por Bio-RAD). La cubeta de
electroporacién se mantuvo en huelo durante 10 min y se puso, posteriormente en un electroporador para su
electroporacién. Las condiciones de electroporacion incluian 1,8 kV, 200 w y 25 pF. Se afiadié 1 ml de medio de
fluido 2YT en la cubeta de electroporacién inmediatamente después de la electroporacién. Después de pipetear
arriba y abajo, la mezcla resultante se transfirié en un tubo de agitacién de 15 ml esterilizado y limpio. La mezcla
se agité lentamente a 37 °C durante 1 h para la revitalizacion de las bacterias. Se diluyeron en serie 2 pl de cultivo
bacteriano y se cultivd en placas sobre placas LB con ampicilina. Las placas se colocaron boca abajo a 37 °C
durante la noche. Al dia siguiente, la capacidad de biblioteca se calculé recontando el niumero de colonias
bacterianas.

(6) Se lleva a cabo el rescate de la biblioteca de genes de anticuerpos VHH de aflatoxina. Se llevé a cabo 10 veces
la electroporacion anteriormente mencionada. El cultivo bacteriano revitalizado se transfecté en 200 ml de medio
SB y se agit6 a 250 rpm a 37 °C hasta que una DOsoo de la misma fue de 0,5. Se afiadié 1 ml de 1x10'?pfu de fago
auxiliar M13KO7 en el cultivo de suspension bacteriano. Después, el cultivo resultante se mantuvo en posicién a
37 °C durante 1 h, se agité adicionalmente durante 2 h. Se afiadié kanamicina en el cultivo resultante hasta que
una concentracion de kanamicina era de 70 pg/ml. El cultivo resultante se agit6é durante la noche. Al dia siguiente,
el cultivo de suspension bacteriano resultante se centrifugd a 10.000 rpm durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante
resultante se transfirié en una botella de centrifugado estéril y se afiadié con 1/4 de volumen de 5xPEG/NaCl, se
mantuvo en posicion sobre hielo durante 2 h y, a continuacion se centrifugd a 12.000 rpm durante 20 min a 4 °C.
El precipitado resultante se disolvié en 10 ml de solucion de resuspension estéril (tampon PBS que contenia 1
inhibidor de xproteinasa, 0,02 % de NaNs y 0,5 % de BSA) para obtener la biblioteca de genes de anticuerpos de
VHH de aflatoxina rescatada por el fago.

4. Seleccién de anticuerpo VHH de aflatoxina B1.

Se recubrieron placas ELISA respectivamente con AFB1-BSA (1 pg/pocillo) y 3 % de solucién BSA-PBS (usado como
control negativo) y se mantuvieron a 4 °C durante la noche. Al dia siguiente, se descarté el tampdn de recubrimiento.
Las placas se lavaron con PBST 3 veces y se bloquearon con 3 % de polvo de leche desnatada durante 1 h. Las
placas se lavaron con PBST 3 veces y se anadieron 50 pl de la libreria de genes de anticuerpos VHH de aflatoxina en
cada pocillo recubierto con AFB1-BSA y, a continuacion se incubaron a 37 °C durante 1 h. La placa se lavé con PBST
10 times y se afadieron 100 pl de 100 ng/ml de solucion de AFB1 en cada pocillo. La placa se luyé agitando a
temperatura ambiente (20 °C-30 °C) durante 30 min. El eluato se transfirid a los pocillos recubiertos con 3 % de
solucion de BSA-PBS. La placa se incubé la placa a 37 °C durante 1 h (para retirar la adsorciéon no especifica).
Después de la incubacion, se tomé el sobrenadante para infectar 2 ml de cultivo bacteriano de TG1 que se cultivé en
una fase logaritmica y la infeccion se mantuvo a 37 °C durante 20 min. Se tomaron respectivamente 1 pl y 10 pl del
cultivo bacteriano infectado y se colocaron sobre placas de LB-ampicilina. Las placas de LB-ampicilina se mantuvieron
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en posicién en un incubador a 37 °C durante la noche. Al dia siguiente, el titulo de fago en el eluato se determiné
mediante recuento del nimero de colonias sobre las placas. El cultivo bacteriano TG1 infectado restante se transfirid
en 6 ml de medio SB, en el que se anadieron 1,5 pl de 100 mg/ml de ampicilina, se agité a 37 °C durante 1 hy se
complementd con ampicilina para alcanzar una concentracion final de 50 pug/ml; se agité adicionalmente durante 1 h,
se afiadié 1 ml de auxiliar de fago M13KO7 (1 x10"?pfu/ml), y se mantuvo en posicion a 37 °C durante 30 min. El cultivo
bacteriano se transfiri, a continuacién, en 100 ml de medio SB, se afadieron 46 pl de ampicilina (100 mg/ml), se agité
adicionalmente durante 2 h, complement6 con kanamicina para alcanzar una concentracion final de 70 pg/mly se agité
a 37 °C durante la noche. Al dia siguiente, se centrifug6 el cultivo bacteriano a una velocidad de 10.000 rpm durante
15 min a 4 °C. El sobrenadante de transfirié desde aqui y, a continuacion se afadi6é 1/4 de solucion de PEG/NaCl, se
incubd sobre hielo durante 2 h y se centrifugd a una velocidad de 12.000 rpm durante 20 min a 4 °C. El sedimento se
disolvio en 1 % de solucion de BSA-PBS para obtener producto amplificado de la primera ronda de seleccion. El
producto amplificado se mantuvo para su uso en la siguiente ronda. En posteriores rondas de seleccion, las
concentraciones de antigeno de recubrimiento de AFB1-BSA fueron respectivamente 0,5 pg/pocillo, 0,1 pg/pocillo y
0,05 ug/pocillo y los eluatos fueron respectivamente soluciones de AFB1 de 500 ng/ml, 100 ng/mly 50 ng/ml.

5. Identificacion de clones positivos

Después de 4 rondas de seleccion, se diluyeron en serie 2 pl de eluato y se tomaron para infectar cultivo bacteriano
de TG1 que se ha cultivado en la fase logaritmica. El cultivo bacteriano de TG1 infectado se colocd sobre placas de
LB-ampicilina. Las placas se colocaron boca abajo y se incubaron a 37 °C durante la noche. Al dia siguiente, se
recogieron al azar 30 clones y se afiadié a cada uno 3 ml de medio de cultivo de SB-ampicilina y se agitaron para
cultivarse a 37 °C durante 6-8 horas hasta que la DOsoo fue de aproximadamente 0,6. Se afadi6 al cultivo bacteriano
30 pl de fago auxiliar M13KO7 (1 x10'2pfu/ml), se mantuvo en posicion a 37 °C durante 30 min y, a continuacién se
agité adicionalmente durante 2 h. El cultivo bacteriano se complementé con kanamicina para alcanzar una
concentracion final de 70 pg/ml y, a continuacion se agitd para cultivarse durante la noche. Al dia siguiente, el cultivo
bacteriano se centrifug6 a una velocidad de 10.000 rpm durante 15 min a 4 °C para obtener el sobrenadante del cultivo
bacteriano.

Se prepar6 solucion de AFB1-BSA en solucién de recubrimiento hasta que una concentracién final alcanzé 0,2 pg/ml.
La solucion de AFB1-BSA preparada se tom6 para recubrir una placa ELISA de 96 pocillos, con 100 pl en cada pocillo.
Mientras tanto, se tomé otra placa ELISA, con 32 pocillos de los mismos antes de recubrirse con un 3 % de BSA, a 4
°C durante una noche. Al dia siguiente, se descartd la solucion y la placa se lavd con PBST 3 veces y se bloqued con
3 % de polvo de leche desnatada-PBS durante 1 h. Se tomo solucién madre estandar de AFB+ para preparar soluciones
de trabajo respectivamente que tuvieran concentraciones de 100 ng/ml y 0 ng/ml con 10 % de metanol/PBS. Las
soluciones de trabajo se afadieron respectivamente en pocillos recubiertos con antigeno de AFB1-BSA. Se anadi6 en
cada pocillo 50 pl del sobrenadante anteriormente mencionado del cultivo bacteriano. El ensayo con solucion de
trabajo de cada concentracion se repiti6 3 veces. 10 % de metanol/PBS y 50 ul del sobrenadante anteriormente
mencionado del cultivo bacteriano se afiadieron en cada pocillo recubierto con BSA como control y se mezcld
uniformemente agitando suavemente la placa. La placa se colocé a 37 °C en el incubador para reaccionar durante 1
h. La placa se llevé con PBST 10 veces. Posteriormente, en cada pocillo se afadieron 100 ul de HRP/ANTI-M13, que
se habian diluido con PBS en una proporcién de 1:5000 y la placa se incubd a 37 °C durante 1 h. Le siguieron 6
lavados con PBST. Se afadieron 100 pul en cada pocillo de solucién de sustrato de TMB recién preparada y la placa
se incubd a 37 °C durante 15 min. Se afnadieron 50 pl de 2 mol/l de H2SO4 en cada pocillo para finalizar la reaccién; y
se midieron respectivamente los valores de DO4so mediante un lector de microplacas. Los clones de fase positiva
fueron aquellos que no adsorbieron BSA, pero adsorbian AFB1-BSA y competian con la aflatoxina afadida. Se
seleccionaron los pocillos que tenian tanto una adsorbancia como sensibilidad relativamente altas, obteniendo, de
este modo, anticuerpo VHH de aflatoxina B1 2014AFB-G15 con presentacion de fagos.

La especificidad de anticuerpos de anticuerpo VHH de aflatoxina B1 2014AFB-G15 medida mediante método ELISA
competitivo indirecto se puede describir especificamente en términos de reactividad cruzada. EI método es del
siguiente modo. Cinco soluciones madre estandar distintas de AFB1, AFB2, AFG1, AFGz, y AFM: se diluyeron
respectivamente con un 10 % de metanol/PBS en gradiente con respecto a diez concentraciones de trabajo distintas,
para determinar la especificidad del anticuerpo mediante método ELISA competitivo indirecto con las mismas
condiciones. Se extrajeron sucesivamente las curvas ELISA competitivo de las cinco aflatoxinas y se calcularon las
respectivas concentraciones de sustancia estandar de una relacién de inhibicion del 50 % representada por Clso. Se
calcularon las reactividades cruzadas basandose en la siguiente férmula: reactividad cruzada (%) = (AFB1Clso/ Clso
analogo) x100 %. En la férmula, el analogo puede ser AFB2, AFG1, AFG2 o AFM1. 50 % de concentracién de inhibicidon
de anticuerpo VHH de aflatoxina B1 2014AFB-G15 frente a aflatoxina B1 obtenida fue de 0,66 ng/ml y las reactividades
cruzadas de las mismas con respecto a aflatoxinas B2, G1, G2 y M1 fueron respectivamente del 22,6 %, 10,95 %,
32,1 % y 26 %. En este caso, el anticuerpo VHH de aflatoxina B1 2014AFB-G15 fue un anticuerpo especifico frente a
aflatoxina B1. Los experimentos de tolerancia mostraron que la resistencia a disolventes organicos anticuerpo VHH
de aflatoxina B1 2014AFB-G15 se mejor6 en un 35 % y la resistencia a elevada temperatura de la misma se mejoré
en un 46 %, en comparacion con anticuerpos de fuente murina convencionales y anticuerpos de fuente de conejo.

El cultivo bacteriano clonado seleccionado que contenia anticuerpo VHH de aflatoxina B1 2014AFB-G15 se envié a
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Shanghai Sunny Biotechnology Co., Ltd. para su andlisis secuencial, con cebador universal R1 para vector de fagos
5’-CCA TGA TTA CGC CAA GCT TTG GAG CC-3'. La secuencia de aminoacidos del anticuerpo VHH de aflatoxina
B1 2014AFB-G15 obtenido como se ilustra en SEQ ID No:7 y una secuencia codificante de la misma como se ilustra
en SEQ ID No:8. Tres regiones determinantes de la complementariedad del anticuerpo VHH de aflatoxina B1
2014AFB-G15 tuvieron respectivamente secuencias de aminoacidos que comprenden la secuencia de aminoacidos
de CDR1 como se ilustra en SEQ ID NO:1, la secuencia de amino&cidos de CDR2 como se representa en la SEQ ID
NO:2 y secuencia de amino4cidos de CDR3 como se ilustra en la SEQ ID NO:3; y las tres regiones determinantes de
la complementariedad de las mismas tuvieron respectivamente secuencias codificantes que comprenden la secuencia
codificante de CDR1 como se ilustra en SEQ ID NO:4, secuencia codificante de CDR2 como se representa en la SEQ
ID NO:5 y secuencia codificante de CDR3 como se representa en la SEQ ID NO:6.

6. Preparacion y purificacion de anticuerpo VHH de aflatoxina 2014AFB-G15.

(1) Se obtuvo cultivo bacteriano de TG1 capaz de secretar anticuerpo VHH de aflatoxina B1 2014AFB-G15. Se
extrajeron plasmidos con un kit de miniextraccion de ADN de Qiagen y se transform6 en células competentes de
HB2151. Las células compententes transformadas se cultivaron en placas sobre placas de LB-ampicilina.

(2) Se seleccionaron colonias de HB2151 que contenian plasmidos de anticuerpo VHH de aflatoxina B1 2014AFB-
G15 y se inocularon en un medio liquido de SB-ampicilina de 100 ml y se cultivaron a una velocidad de 250 rpm a
37 °C hasta que la DOsoo se encontraba en un intervalo de 0,5-0,8. Se afadieron 200 pl de 0,5 M de IPTG en el
cultivo para su induccion durante la noche.

(3) El cultivo resultante después de la induccion se centrifugd a una velocidad de 10.000 rpm durante 15 min a 4
°C. El sobrenadante se retir6 cuidadosamente en un banco de operacion estéril y se extrajo proteina soluble de
suspensiones de células bacterianas mediante un método de choque osmético, para obtener sobrenadante que
contiene la proteina. El sobrenadante que contenia la proteina se filtr6 a través de una membrana de filtro de
0,22 um y se dializdé en tampdn de equilibrado (que contenia 50 mM de fosfato, 300 mM de cloruro de sodio y 20
mM de imidazol; pH 7,4) al durante la noche.

(4) Se purificaron los anticuerpos mediante columna de niquel His60 (fabricada por Clontech Technology). En
primer lugar, Se aclar6 la columna de niquel con 10 volimenes de tamp6n de equilibrado. El sobrenadante que
contenia la proteina dializada en la anterior etapa (3) se cargd en la columna de niquel His60 (Clontech Technology)
para la purificacion de anticuerpos. Posteriormente, la columna se lavé con 10 volimenes de columna de tampén
de aclarado (que contenia 50 mM de fosfato, 300 mM de cloruro de sodio y 40 mM de imidazol; pH 7,4.). Por ultimo,
el anticuerpo 2014AFB-G15 se eluyd 10 volimenes de columna de tampdn de elucién (que contenia 50 mM de
fosfato, 300 mM de cloruro de sodio y 300 mM de imidazol; pH 7,4.). El eluato resultante se recogié y puso en una
bolsa de dialisis, se dializ6 con 0,01 M de tampén fosfato de pH 7,4 durante de 2 a 3 dias y, a continuacion se
concentrd. El eluato concentrado se fraccion6 y almacen6 a -20 °C para su uso posterior.

Ejemplo 2: Preparacion de inmunoabsorbente y columna de inmunoafinidad de anticuerpos VHH de aflatoxina.

El inmunoabsorbente de acuerdo con el presente ejemplo contenia vehiculo de fase sdlida (microparticulas de gel de
silice) y anticuerpo VHH de aflatoxina B1 2014AFB-G15 acoplado con el vehiculo de fase sélida. El inmunoabsorbente
se prepar6 especificamente de acuerdo con el siguiente método. Se pesé 1 g de microparticulas de gel de silice de
acrilamida y se pusieron en un matraz cénico y se lavaron alternativamente con agua pura y tampon fosfato de pH 6.
Se midieron 5 ml de tampon fosfato de pH 6 para suspender las microparticulas y se obtuvo la suspensién de
microparticulas. La suspension de microparticulas se transfirié en una cubeta de agitacién y se agité con un agitador
hasta que todas las microparticulas se suspendieron. Se disolvieron 2 mg de anticuerpo VHH de aflatoxina B1
2014AFB-G15 en 1 ml de tampdn fosfato de pH 6 y se afadieron gota a gota en la suspensién de microparticulas
anteriormente obtenida. Se pesaron 70 mg de EDC y se afadieron rapidamente en la cubeta de agitacion y se agit6 a
4 °C durante 18-22 h, para proporcionar inmunoabsorbente de anticuerpos VHH de aflatoxina.

La columna de inmunoafinidad de anticuerpos de VHH de aflatoxina se prepar6 de acuerdo con el siguiente método.
Se cargaron 0,2 ml del inmunoabsorbente anteriormente obtenido en un tubo de extraccion de fase sélida. Se
anadieron 0,01 M de tampédn fosfato de pH 6 en el tubo de extraccién de fase solida para su precipitacion natural. El
precipitado resultante se lavo con 0,01 M de tampén fosfato de pH 6, y a continuacién se mantuvo en 0,01 M de
tampon fosfato de pH 6 que contiene 0,02 % en peso de azida de sodio, para proporcionar una columna de
inmunoafinidad de anticuerpos VHH de aflatoxina. La columna de inmunoafinidad de anticuerpos de VHH de aflatoxina
se mantuvo a 4 °C como reserva.

Ejemplo 3: Preparacion de inmunoabsorbente y columna de inmunoafinidad de anticuerpos VHH de aflatoxina.

El inmunoabsorbente de acuerdo con el presente ejemplo contenia vehiculo de fase sélida (sefarosa) y anticuerpo
VHH de aflatoxina B1 2014AFB-G15 acoplado con el vehiculo de fase sélida. El inmunoabsorbente se prepard
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especificamente de acuerdo con el siguiente método. se tomaron 0,3 g de sefarosa y se pusieron en un matraz cénico
y se lavaron repetidamente con 1 mM de solucién HCI durante sobre 15 min. La sefarosa se suspendi6 en 5 ml de
tampo6n de acoplamiento (0,1 M de NaCOsy 0,5 M de NaCl; pH 8,3). Se afadieron 0,6 mg de anticuerpo VHH de
aflatoxina B1 2014AFB-G15 en la mezcla que contenia sefarosa y se agitaron a una velocidad de 150 rpm a
temperatura ambiente durante 1 h, para proporcionar la suspensién de gel de sefarosa. La suspension de gel de
sefarosa se transfirié en embudos de nicleo de arena, de modo que la solucién que contenia el anticuerpo que no se
habia acoplado pudiera fluir fuera. El gel de sefarosa se lavo con tampon de acoplamiento de 5 veces el volumen del
gel de sefarosa. Después, se ariadié tampdn de bloque (0,1 M de Tris-HCI de pH 8,0) de 2 veces el volumen del gel
de sefarosa para su reaccion a temperatura ambiente durante 2h. Posteriormente, el gel de sefarosa se lavd
alternativamente con tampén de alto pH (0,1 M de Tris-HCI de pH 8,0) y tapén de bajo pH (0,1 M de Tris-HCI de pH
4,0) tres veces y se obtuvo inmunoabsorbente de anticuerpos VHH de aflatoxina.

La columna de inmunoafinidad de anticuerpos de VHH de aflatoxina se prepar6 de acuerdo con el siguiente método.
Se cargaron 0,2 ml del inmunoabsorbente anteriormente obtenido en un tubo de extraccion de fase sélida. Se
anadieron 0,01 M de tampédn fosfato de pH 6 en el tubo de extraccién de fase solida para su precipitacion natural. El
precipitado resultante se lavé con 0,01 M de tampén fosfato de pH 6, y a continuacién se mantuvo en 0,01 M de
tampo6n fosfato de pH 6 que contiene 0,02 % en peso de azida de sodio, para proporcionar una columna de
inmunoafinidad de anticuerpos VHH de aflatoxina. La columna de inmunoafinidad de anticuerpos de VHH de aflatoxina
se mantuvo a 4 °C como reserva.

Ejemplo 4: Medicion de capacidad de columna de la columna de inmunoafinidad de anticuerpo de VHH de
aflatoxina.

La columna de inmunoafinidad preparada de acuerdo con el ejemplo 2 o ejemplo 3 se lavé con 10 ml de agua pura.
Solucion estandar de aflatoxina B1 (que tenia una concentracion de 100 ng/ml y un contenido total de aflatoxina B1
de 1 mg) disuelta en 10 ml de 10 % de metanol/PBS se pasé a través de la columna. La columna se lavd con 10 ml
de agua pura, de modo que puede retirarse la aflatoxina no unida. Por Ultimo, la columna se eluy6 con 5 ml de solucion
de metanol. Se recogio el eluato resultante y se fraccion6 con tubos, con 1 ml en cada tubo. El contenido de aflatoxina
en el eluato se midi6 mediante método de cromatografia liquida. Los resultados indicaron que una capacidad de
columna de la columna de inmunoafinidad de anticuerpos VHH de aflatoxina se encuentra en un intervalo de 500-600
ng. Después, la columna de inmunoafinidad se usé repetidamente cinco veces, la capacidad de columna de la misma
aun podia alcanzar 480 ng. En este caso, la columna de inmunoafinidad puede usarse repetidamente. Mientras tanto,
como se muestra mediante los resultados de la mediciéon de reactividad cruzada, la columna de inmunoafinidad de
anticuerpos VHH de aflatoxina de acuerdo con la presente divulgacion puede unirse especificamente a aflatoxina B1,
B2, G1, G2 y M1 simultaneamente, pero no se uniria a otra fungitoxina, tal como zearalenona, vomitoxina, ochratoxina.

Ejemplo 5: Medicion de recuperacion estandar de carga de la columna de inmunoafinidad de anticuerpo de
VHH de aflatoxina.

Para cada uno de cacahuetes, maiz, aceite vegetal y forraje, se prepararon tres muestras en blanco que no contenian
aflatoxina, cada uno pesaba 5 g. En cada una de las tres muestras en blanco se afadieron respectivamente 50 ng,
250 ng y 500 ng de sustancia estandar de aflatoxina B1. Se realizé extraccion ultrasdnica convencional a 50 °C durante
10 min usando 15 ml de 70 % de metanol-agua (que contenia 4 % de NaCl). La solucién de extraccién se filir6 a través
de un papel de filtro. Se afadieron 2 ml de éter de petrdleo en 4 ml del filtrado. La mezcla se agité con formacion de
vortice y se posicioné para su estratificacion. Se tomaron 3 ml de una capa inferior y se afiadieron con 8 ml de agua
pura, y la mezcla resultante se filtré a través de una membrana organica de 0,45 um para proporcionar filtrado, es
decir, solucién de extraccion de muestra. La columna de inmunoafinidad preparada de acuerdo con el ejemplo 2 o
ejemplo 3 se lavd con 10 ml de agua pura, se cargd con 8 ml de dicha solucion de extraccion de muestra y, a
continuacion, se eluyé con 10 ml de agua pura. Después de drenar el fluido, la columna de inmunoafinidad se eluyé
con 1 ml de metanol. Se recogié el eluato y se cargd en una cromatografia liquida de alto rendimiento, de modo que
se puede detectar el contenido de aflatoxina en el eluato. Posteriormente, se calculd la recuperacion. Los resultados
indicaron que una tasa de recuperacion promedio de la columna de inmunoafinidad de anticuerpos VHH de aflatoxina
B1 se encuentra en un intervalo del 80-100 % en peso.
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<211>8
<212> PRT
<213> Vicugna vicugna

<400> 1

Gly Arg Thr Phe Ser Ser Tyr Ala

1

<210> 2

<211>7

<212> PRT

<213> Vicugna vicugna

<400> 2

Ile Ser Trp Ser Gly Gly Ser

1

<210>3

<211> 14

<212> PRT

<213> Vicugna vicugna

<400> 3

5

5

Ala Ala Gly Phe Ser Gly Asn Tyr Tyr Arg Thr Pro Asp Tyr

1 5

<210> 4

<211> 24

<212> ADN

<213> Vicugna vicugna

<400> 4
ggacgcacct tcagtagceta cgece 24

<210>5

<211> 21

<212> ADN

<213> Vicugna vicugna

<400>5
attagctgga gtggtggtag ¢ 21

<210>6

<211>42

<212> ADN

<213> Vicugna vicugna

<400> 6
gcagctggct ttagtggtaa ttactaccgce acacccgact ac

<210>7

<211>130

<212> PRT

<213> Vicugna vicugna

<400>7

10

42

14
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Gln Leu Gln Leu Val

Gly Leu
20
Gly
35
Ala
50
Lys
65
Tyr
80
Tyr
95
Tyr
110
Thr
125

Ser Leu Arg

Ser Tyr Ala Met

Glu Phe Val Ala

Thr Asp Ser Val

Lys Asn Thr Val

Thr Ala Val Tyr

Arg Thr Pro Asp

Ser Glu Pro Lys

<210>8

<211> 390

<212> ADN

<213> Vicugna vicugna

<400> 8

cagttgcagc
tcectgtgeag
ccagggaagg
acagactccg
ctgcaaatga
agtggtaatt
tcagaaccca

Glu
Ser
Trp
Ile
Gly
Leu
Cys
Trp

Pro

Ser
Cys
Phe
Ser
Arg
Gln
Ala
Gly

Lys

tcgtggagtc tgggggagga
cctectggacg caccttcagt
agcgtgagtt tgtagcggcect
tgaagggccg attcaccatc
acagcctgaa acctgaggac
actaccgcac acccgactac
agacaccaaa accacaagac

Gly Gly

Ala Ala
Arg Gln
Trp Ser
Phe Thr
Met Asn

Ala Gly

Gly
10
Ser
25
Ala
40
Gly

Ile
70
Ser
85
Phe

Leu Val

Gly Arg
Pro Gly
Gly Ser
Asn Arg
Leu Lys

Ser Gly

100

Gln Gly

Thr

Gln Val

115

Pro Gln

Asp

130

ttggtgcagg
agctacgcca
attagctgga
aacagagaca
acggccgttt

tggggccagyg

10

ctgggggctce
tgggctggtt
gtggtggtag
acgccaagaa
attactgtgce
ggacccaggt

Gln
Thr
Lys
Thr
Asp
Pro
Asn

Thr

Ala Gly
15
Ser
30
Arg
45
Tyr
60
Ala
75
Asp

Phe
Glu
Tyr
Asn
Glu

Tyr Tyr

105
Ser
120

Val

tctgagactce
ccgccaggcet
cacatactat
cacggtgtat
agctggettt
caccgtcetcece

60

120
180
240
300
360
390
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REIVINDICACIONES

1. Inmunoabsorbente de anticuerpos VHH de aflatoxina, caracterizado por que el inmunoabsorbente contiene
vehiculo de fase solida y anticuerpo VHH de aflatoxina acoplado con el vehiculo de fase sélida, en donde el anticuerpo
VHH de aflatoxina es anticuerpo VHH de aflatoxina B1 2014AFB-G15, siendo la secuencia de aminoacidos del mismo
como se representa en la SEQ ID NO:7 y siendo la secuencia de aminoacidos del mismo como se ilustra en la SEQ
ID NO:8.

2. El inmunoabsorbente de anticuerpos VHH de aflatoxina de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por que
tres regiones determinantes de la complementariedad del anticuerpo VHH de aflatoxina B1 2014AFB-G15 tienen
respectivamente secuencias de aminoacidos que comprenden la secuencia de aminoacidos de CDR1 como se ilustra
en SEQ ID NO:1, la secuencia de aminoacidos de CDR2 como se representa en la SEQ ID NO:2 y secuencia de
aminoacidos de CDR3 como se ilustra en la SEQ ID NO:3; y las tres regiones determinantes de la complementariedad
de las mismas tienen respectivamente secuencias codificantes que comprenden la secuencia codificante de CDR1
como se ilustra en SEQ ID NO:4, secuencia codificante de CDR2 como se representa en la SEQ ID NO:5 y secuencia
codificante de CDR3 como se representa en la SEQ ID NO:6.

3. El inmunoabsorbente de anticuerpos VHH de aflatoxina de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por que
el vehiculo de fase sélida son microparticulas de gel de sefarosa o gel de silice.

4. Un método de preparaciéon de inmunoabsorbente de anticuerpos VHH de aflatoxina de acuerdo con la reivindicacion
1, caracterizado por que, cuando el vehiculo de fase sélida son microparticulas de gel de silice, el método comprende
las etapas de: pesar 1-5 g de microparticulas de gel de silice y lavar las microparticulas de gel de silice con agua pura
y tampén fosfato de pH 6 alternativamente; suspender las microparticulas de gel de silice en 5-25 ml de tampédn fosfato
de pH 6 y agitar hasta que todas las microparticulas de gel de silice estén suspendidas, para permitir la suspension
de las microparticulas de gel de silice; disolver 2-10 mg de anticuerpo VHH de aflatoxina B1 2014AFB-G15 en 1-5 ml
de tampon fosfato de pH 6 y afadir gota a gota la solucién resultante en la suspensién de microparticulas de gel de
silice; pesar 70-350 mg de carbodiimida y anadir rapidamente la carbodiimida en la suspension de microparticulas de
gel de silice y hacer reaccionar con agitaciéon a 4 °C durante 18-22 h, para proporcionar inmunoabsorbente de
anticuerpos VHH de aflatoxina con microparticulas de gel de silice como el vehiculo de fase sélida; o

cuando el vehiculo de fase soélida es gel de sefarosa, el método comprende las etapas de: pesar 0,3-1 g de sefarosa
y lavar la sefarosa repetidamente con 1 mM de solucion HCI; suspender la sefarosa en 5-15 ml de tampén de
acoplamiento, afadir 0,6-2 ml de anticuerpo VHH de aflatoxina B1 2014AFB-G15 en la misma y hacer reaccionar la
solucién resultante con agitacion durante 1-2 h a temperatura ambiente para proporcionar la suspensién de gel de
sefarosa; filtrar la solucién de anticuerpo en solucion de gel de sefarosa que no esta acoplada con el gel de sefarosa
y lavar el gel de sefarosa con tampdn de acoplamiento; afiadir 0,1 M de tampdn Tris- HCI de pH 8,0 y hacer reaccionar
a temperatura ambiente durante 2 h; y lavar el gel de sefarosa alternativamente con 0,1 M de tampén Tris-HCI de pH
8,0 y 0,1 M de tampén Tris-HCI de pH 4,0, para proporcionar inmunoabsorbente de anticuerpos VHH de aflatoxina
con gel de sefarosa como el vehiculo de fase sélida; siendo el tampdn de acoplamiento 0,1 M de NaCOs y 0,5 M de
NaCl de pH 8,3.

5. Columna de inmunoafinidad de anticuerpos VHH de aflatoxina con inmunoabsorbente de anticuerpos VHH de
aflatoxina de acuerdo con la reivindicacién 1.

6. Un método de preparacién de columna de inmunoafinidad de anticuerpos VHH de aflatoxina de la reivindicacion 5,
que comprende las etapas de: cargar el inmunoabsorbente de anticuerpos VHH de aflatoxina en un tubo de extraccion
de fase sélida, afiadir 0,01 M de tampdn fosfato de pH 6 en la misma y dejar que la solucion resultante se precipite de
forma natural; lavar con 0,01 M de tampén fosfato de pH 6 almacenar la carga resultante en 0,01 M de tampén fosfato
de pH 6 que contiene 0,02 % en peso de azida de sodio, obteniendo, de este modo, columna de inmunoafinidad de
anticuerpos VHH de aflatoxina.

7. Un método de purificacion y concentracion de aflatoxina B1 comprendida en una solucién de extraccion de una
muestra que usa la columna de inmunoafinidad de anticuerpos VHH de aflatoxina de acuerdo con la reivindicacion 4,
comprendiendo el método:

en primer lugar, aclarar la columna de inmunoafinidad de anticuerpos VHH de aflatoxina con agua purificada,

a continuacion, anadir la solucién de extraccion de una muestra;

aclarar con agua purificada en donde después del drenaje del liquido completamente,

eluir con metanol y

recoger el eluato, el eluato se purifica y la extracciéon concentrada de la muestra que puede usarse directamente
para cargarla a una maquina para su deteccién.
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