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PRESENTACION

El uso de los plaguicidas es necesario para combatir las plagas que afectan alas
cosechasy satisfacer de esta maneralagran demanda de los productos agroalimentarios
en nuestra sociedad. Sin embargo, el empleo masivo de |os plaguicidas esta provocando
unaampliadistribucién de susresiduosen el entorno natural causando graves problemas.
Como consecuencia, surge lanecesidad de supervisar las concentraciones de residuosen
muestras agroalimentarias y medioambientales. Para llevar a cabo esta tarea,
continuamente seestén proponiendo métodosdeandlisisy, aunquelosmashabitualesson
las técnicas cromatogréficas, en los ultimos afios |os inmunoensayos se han revelado
como métodos altamente eficaces parael andlisis de un gran nimero de muestras debido
asu sencillez, sensibilidad y especificidad.

Una de las principales lineas de trabajo del Laboratorio Integrado de
Bioingenieria (LIB) de la Universidad Politécnica de Vaencia es, precisamente, €l
desarrollo deinmunoensayostipo ELISA, basados en anticuerpos monoclonal es, parael
andlisis deresiduos de plaguicidas pertenecientes adistintas familias: organofosforados,
organoclorados, N-metilcarbamatos y benzimidazoles. La especificidad inherente a los
ELISAS, que puede resultar ventajosa en algunas ocasiones, dificulta sin embargo su
aceptacion como instrumento de andlisis en los programas de control y seguimiento de
residuos, en los cuales los métodos multirresiduo son los preferidos. Con el objetivo de
promover una mayor aceptacion de losinmunoensayos como métodos deruting, el LIB
ha emprendido recientemente el desarrollo de ELISAs multirresiduo para el andlisis de
plaguicidas. Esjustamente en estalineade trabajo en laque se enmarcalapresente tesis:
e desarrollodeuninmunoensayo multianalito, basado en anticuer posmonoclonales,
parala deter minacion de plaguicidas N-metilcar bamatos en frutasy hortalizas.
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Introduccion

1. PROBLEMATICA DE LOS RESIDUOS DE
PLAGUICIDAS.

L os plaguicidas son sustancias que se empl ean paracombatir |os parésitosdelos
cultivos, del ganado, de los animales domésticos, y del hombre y su ambiente (Primo y
Carrasco, 1990). Se pueden clasificar, en funcion de la plagaalaque van dirigidos, en:
insecticidas, acaricidas, fungicidas, antibidticos, rodenticidasy herbicidas; y también se
pueden clasificar, atendiendo a grupo quimico queloscaracteriza, en: organofosforados,
organaoclorados, carbamatos, piretroides, etc.

El uso de plaguicidas no es reciente. A principios del siglo XI1X e empleo de
compuestos inorganicos con accién plaguicida como el azufre, las sales de cobre y
compuestos fluorados o arsenicales estaba ampliamente extendido, e incluso hay
constanciadequeyaeran utilizados por las primerascivilizaciones paracombatir algunas
plagasy poder obtener un mayor rendimiento en los cultivos (Baker et al., 1987; Hayes,
1991). Sin embargo, no es hasta mediados del siglo XX, con e descubrimiento de las
propiedades insecticidas del DDT, cuando se produce una verdadera revolucién en el
mundo de la agricultura. Gracias a este hecho, empiezan a sucederse con rapidez l0s
descubrimientos de nuevos plaguicidas organicos que sucesivamente van sustituyendo
a los inorganicos por ser més activos, y se desarrollan las bases cientificas de
investigaciones posteriores.

Seguin serelacionaen The Pesticide Manual (Tomlin, 1997), actualmenteexisten
alrededor de 700 plaguicidas o principios activos disponibles, que son principal mente
utilizados en agricultura (68%), en actividades industriales y comerciales (17%), y en
aplicaciones domésticas (8%) y gubernamentales (7%) (Cantoni y Comi, 1997). Hoy en
dia se buscan nuevos métodos de lucha que sean més naturales y selectivos, tales como
los métodos bioldgicos, aunque todavia estén Igjos de reemplazar a los plaguicidas
quimicos (Primo, 1991).

Enlaactualidad, unadelasprioridadesen el mundoy especia mente enlospaises
en vias de desarrollo es cubrir las necesidades alimentarias de una poblacion que vaen
aumento. En este sentido, el tratamiento de los cultivosy delas cosechas con plaguicidas
garantizala satisfaccion de estos requerimientos de alimentos al aumentar |a produccion
y controlar las pérdidas que se producen durante su almacenamiento. Por otra parte, es
incuestionable el beneficio que aportan los plaguicidas a prevenir las enfermedades
infecciosas transmitidas por los insectos tanto a hombre como a los animales. Sin
embargo, los plaguicidas son por definicion biocidasy su uso abusivo (seestimaquecada
afo se emplean 2.5 millones de toneladas, segun publicoé Van der Werf en 1996) esta4
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Introduccién

ocasionando serios problemas en e medio ambiente, a desequilibrar los sistemas
ecol6gicos, y también en el hombre, siendo los residuos que quedan en los alimentos el
riesgo méas importante para su salud. No obstante, las prohibiciones y las limitaciones
impuestas por |0s gobi ernos de algunos paises desarrollados han reducido el nimeroy la
concentracion de residuos detectados en alimentos en el periodo comprendido entre 1960
y 1996 (Cantoni y Comi, 1997).

Por todo o expuesto esimportante definir claramente el concepto deresiduo de
plaguicida. EI Codex Alimentarius(FAO/OMS) entiendepor residuo deplaguicidatoda
sustanciapresente en un producto alimentario destinado al hombre o alos animalescomo
consecuenciadelautilizacion de un plaguicida. Este concepto de residuo englobano sélo
los restos de la molécula de plaguicida en su forma original, sino también todos sus
productos de degradacion y otros constituyentes de la formulacién, asi como sus
metabolitos, que puedan presentar toxicidad propia. Ahorabien, debemosdistinguir entre
la definicién técnica, que suele coincidir con la que se ha enunciado, aungque existan
divergencias de matiz entre las legislaciones de distintos paises, y o que en la practica
se considera legalmente como residuo de cada uno de los plaguicidas que, en la mayor
parte de |os casos, son Unicamente |os restos de la molécula original y solo en algunos
plaguicidas son estos restos méas algunos metabolitos. (Coscoll4, 1993a)

Como consecuenciade lapeligrosidad que puedan presentar susresiduos, el uso
de plaguicidas y su concentracion maxima aceptable en alimentos deben ser regulados.
Por este motivo, las autoridades de la mayor parte de |os paises han establecido normas
con el fin de proteger la salud de los consumidores, incluyendo unos limites maximos de
residuosde plaguicidasotoleranciasenlosalimentostratadoscon ellos. El limitemaximo
para residuos, LMR, se define como la concentracion méaxima de un residuo de
plagui cida que se permite o reconoce | egal mente como aceptable en o sobre un alimento,
producto agricola o alimento para animales. No obstante, se trata de un concepto legal,
por lo que los LMR no son necesariamente indicativos de la toxicidad del producto. La
concentracion se expresa normalmente en miligramos de residuo de plaguicida por
kilogramo de producto, o lo que es lo mismo, en partes por millén (ppm). Para la
determinacion de los LMRs, aunque hay diferentes procedimientos y cada pais es libre
de actuar a su manera, se consideran dos criterios basicos: uno toxicol 6gico (laingestion
diaria de residuos de plaguicidas ha de ser tal que se tenga la seguridad de que no
provocara efectos nocivos) y otro agrondémico (el plaguicida ha de lograr una eficacia
adecuada sobre la plaga a combatir con la menor utilizacién posible). El hecho de que
cada pais pueda actuar con libertad parafijar los limites que crea conveniente, dalugar
a notables discrepancias. Por ello, en el &mbito de la UE (Unidn Europea) ya se esta
intentando armonizar algunos LMRs, como los que se incluyen en la Directiva
93/58/CEE. Estatarea esta resultando muy dificil, dadala gran diversidad de opiniones
eintereses delos paises queintegran la Union. La cuestion se complicamucho méssi se
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Introduccion

piensaen unificar criteriosentodo el mundo. No obstante, |as organizaciones FAO (Food
and Agriculture Organization) y WHO (World Health Organization) recomiendan
periddicamente una lista de LMRs, que se utiliza como punto de partida por parte de
muchos paises (Coscollg, 1993b).

Los primeros intentos armonizadores en la UE arrancan de |as Directivas del
Consegjo 76/895/CEE pararesiduosdeplaguicidasen frutasy hortalizas, y delaDirectiva
86/362/CCE en materia de residuos de plaguicidas en cereales. En 1990, la Directiva
90/642/CEE establece un nuevo marco legal paralafijacion de LMRs comunitarios y
para el control de los residuos de plaguicidas mediante planes anuales que deben
establecer 1os paises miembros (Brotons, 1995). En algunos casos, paralos plaguicidas
de ata toxicidad se aplica la tolerancia cero, es decir, estos compuestos no se deben
encontrar en cantidad alguna para un cierto alimento. La Directiva 80/778/CCE sobre
aguas de bebida considera que la méxima concentracion permisible en aguas sera de
0.1 - g/l para cada plaguicida considerado individuamente y 0.5 - g/l para el total de
plaguicidas (Coscolld, 1993b). Sin embargo, la WHO recomienda concentraciones
maximas permisibles individualizadas y diferenciadas para distintos plaguicidas segiin
su toxicidad.
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2. PLAGUICIDAS N-METILCARBAMATOS:
CARBARYL, CARBOFURANY METHIOCARB.

L os N-metil carbamatos pertenecen aunafamilia mas amplia de plaguicidas, los
carbamatos. Se empezaron a sintetizar a partir de 1957, afio en que se dieron a conocer
las propiedades insecticidas del carbaryl (Haynes et al., 1957). Estas propiedades estan
basadas en su capacidad para inhibir la enzima acetilcolinesterasa, que a su vez esta
implicada en la transmision del impulso nervioso. Los plaguicidas N-metil carbamatos
suman aproximadamente una veintena, seguin aparece en la edicion de The Pesticide
Manual (Tomlin, 1997) y su estructura general se representa en la figura 1.1. Los
sustituyentes sobre el anillo fendlico dan lugar acompuestosde diferentes caracteristicas,
afectando de estaformala capacidad paraformar un complejo con laacetilcolinesterasa.
La presencia del grupo metilo unido a &omo de nitrégeno es también determinante,
puesto que su sustitucién por un grupo alquilico de cadena méas larga provoca una
disminucién de la actividad insecticida de estos compuestos.

Figura 1.1. Estructura general delos
N-metilcarbamatos.

Tres de los plaguicidas N-metilcarbamatos mas utilizados y que con mayor
frecuencia aparecen en el andlisis de productos hortofruticolas son el carbaryl, €
carbofuran y & methiocarb, cuyas estructuras se muestran en la figura 1.2. Las
principal escaracteristicasy propiedadesfisico-quimicasde estosinsecticidas sedescriben
acontinuacion (Baron, 1991; Tomlin, 1997):

El carbaryl (1-naftil N-metilcarbamato), también denominado sevin, empezé a
utilizarse en 1958 como insecticida de contacto y accidn estomacal. Se usaen el control
de lepiddpteros, coledpteros y otros insectos sobre mas de 120 cultivos diferentes.
También acttia como regulador del crecimiento en las plantas. Es un solido con un peso
molecular de 201.20, de suave olor fendlicoy ligeramente coloreado. Tiene un punto de
fusién de 142°C y una presion de vapor de 0.041 mPaa 23.5°C. Su solubilidad en agua
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es120 mg/l a20°C. Es moderadamente sol ubl e en disol ventes organicos polares como la
DMF (N,N-dimetilformamida), el dimetilsulféxido y la acetona, y poco soluble en
hexano, benzeno y metanol. El carbaryl es estable en condiciones normales, pero en
medio bésico se hidroliza répidamente a 1-naftol.

El carbofuran (2,3-dihidro-2,2dimetil-7-benzofuranil N-metilcarbamato), mas
comUnmente comercializado con el nombre Furadan, fue desarrollado enladécadadelos
60 e introducido en 1967 como un insecticida de amplio espectro, sistémico y de
contacto. Es ampliamente utilizado como insecticida de suelo, donde ha reemplazado a
los ciclodienos para € control de coledpteros y otras plagas. Se usa también con
aplicacion foliar, sobre una gran variedad de cultivos agricolas. En estado puro es un
sdlido blanco cristalino sin olor, de peso molecular 221.3. Tiene un punto de fusion de
154°C y una presién de vapor de 0.031 mPa a 20 °C. La solubilidad del carbofuran en
aguaes 320 mg/l a20 °C, en diclorometano es mayor que 200 mg/l, en isopropanol entre
20y 50 mg/l y entolueno entre 10y 20 mg/I. El carbofuran esinestable en medio alcalino
y se degrada por encima de 130°C.

T T 1
OCNHCH; OCNHCH; OCNHCH;4
O CHg,
QO
CARBARYL CARBOFURAN SCH3
METHIOCARB

Figural1l.2. Estructuras de los N-metilcarbamatos carbaryl,
carbofuran y methiocarb.

El methiocarb (4-metiltio-3,5-xilil N-metilcarbamato), conocido también como
mesurol, empezd a usarse en la década de los 60 como un insecticida no sistémico y
acaricidade contacto y accion estomacal. |gualmente, el methiocarb es un molusquicida
con accién neurotoxica. También actla como repelente de pdjaros sobre arandanos,
cerezasy uva. Tiene un peso molecular de 225.33. Forma polvos blancos cristalinos de
suave olor. El punto de fusion es 119°C, y la presion de vapor es 0.015 mPaa 20°C. La
solubilidad del methiocarb en aguaes27 mg/l a20°C, en diclorometano esmayor que 200
mg/l, enisopropanol entre 50y 100 mg/l, entolueno entre 20y 50 mg/l y en hexano entre
1y 2 mg/l. Como todos los carbamatos, es inestable en medio alcalino.
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2.1. SINTESIS.

La sintesis industrial de los N-metilcarbamatos tiene lugar por uno de los
procedi mientos que aparecen esguematizados en lafigura 1.3. Laformamés habitual de
obtenerlos es mediante el procedimiento b, utilizando isocianato de metilo que se
transforma en carbamato por condensaci6n con un alcohol o un fenol, con rendimientos
muy elevados. Sin embargo, el isocianato de metilo es un reactivo altamente peligroso y
esta implicado en uno de los mayores desastres industriales de la historiaz como
consecuenciadel escape de 40 tonel adas de isocianato de metilo de una planta de Unién
Carbide dedicada a la produccion de carbaryl en Bhopal (India), mas de 3000 personas
murieron de edema pulmonar en los tres dias siguientes al accidente (Varmay Guest,
1993). El procedimiento alternativo a ha tenido, como més adelante se vera, una gran
importancia en la sintesis de las moléculas implicadas en el desarrollo de este trabgjo.

a |
O o—t—ci
+ Ccl—cCc—cl —_—
fosgeno
R
NH,CH,
b i
OH OCNHCH;
+ O=C=N—CH, ——>
R isocianato de metilo

Figura1.3. Representacion esquemética de los dos procedimientos
mas utilizados en la sintesis industrial de los N-
metilcar bamatos.

10



Introduccion

2.2. TOXICIDAD Y METABOLISMO.

Los insecticidas carbamatos son, después de los organofosforados, 1os mas
utilizados. En este sentido, un estudio realizado en Espafia entre 1991 y 1996 demuestra
queel 33% delasintoxicaciones producidas por plaguicidasfueron debidas acarbamatos
y € 40% a organofosforados (Garcia-Repetto et al., 1998). La principal causa de
toxicidad de los carbamatos en mamiferos, insectos y nematodos, esta basada en la
inhibicion de |a acetilcolinesterasa, que es la enzima responsable de la hidrélisis de la
acetilcolinaen colinay écido acético. Los carbamatos tienen un nitrdgeno cuaternario a
una distancia adecuada del carbonilo, de tal forma que pueden reaccionar con €l sitio
aniénico de la enzima produciéndose la carbamilacion de ésta. Laacetilcolina, a no ser
hidrolizada, se acumula en la sinapsis nerviosa, la placa motoray el sistema nervioso,
provocando efectos parecidos a los causados por la exposiciéon a los insecticidas
organofosforados. Ambasfamilias deinsecti cidas causan envenenamiento sistémico con
mayor frecuencia que otras clases de plaguicidas. Aungue tengan efectos parecidos, los
debidosaloscarbamatostienen unaduracién mascortaporqueel complejoformadoentre
el carbamato y la enzima se descompone facilmente. Asi por gjemplo, mientras algunos
pacientes envenenados con organofosforados pueden tener sintomas durante 1 o 2
semanas, muchos pacientes intoxicados con carbamatos se recuperan en 24 horas
(O'Malley, 1997). Los casos mas graves de intoxicacion producida por carbamatos
pueden desembocar en una complicacion cardiaca (Saadeh et al., 1997).

Ademas de los efectos sobre la acetilcolinesterasa, los carbamatos también
pueden provocar disfuncion del sistema reproductivo y endocrino, a afectar a las
concentraciones en sangre de las hormonas implicadas en e metabolismo y en la
reproduccion (Baron, 1991; Rawlingset al., 1998). Por otraparte, |os N-metil carbamatos
No son mutageénicos, pero podrian influir en la proliferacion celular de muchos procesos
cancerosos. Sin embargo, |os estudios realizados con | os derivados N-nitroso de algunos
carbamatosindican que éstos resultan ser potentes agentes mutagénicosy cancerigenos.
Estos metabolitos se forman por nitracion de los carbamatos en el ambiente o bajo las
condicionesdetemperaturay acidez que sedan en e estdbmago, aunque se hademostrado
que para gue se dé esta transformacion en humanos es necesario ingerir cantidades
elevadas de nitrito y de precursor (Baron, 1991; Wang et al., 1998 a, b).

En generd, larelativamente baja toxicidad en mamiferosy la poca persistencia
en el medio ambiente han propi ciado que su uso esté muy extendido enlaagricultura. La
poca repercusion de los plaguicidas N-metil carbamatos en €l medio ambientey los seres
Vivos se debe a los procesos de transformacion que ocurren tras su aplicacion como
consecuenciadelaactuacion de diferentes agentesfisicos, quimicos o biol6gicos. Asi, la
degradacion delos N-metilcarbamatos en € agua, producidaen su mayor parte por laluz,
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da como productos mayoritarios los correspondientes fenoles (Chiron et al., 1996;
Climenty Miranda, 1996). En muchas ocasi ones, |0s &cidos himicos presentesen el agua
favorecen la degradacién de estos plaguicidas (De Bertrand y Barcel 6, 1991; Chiron et
al., 1996; Galadi y Julliard, 1996), aunque en algunos casos puedan inhibirla (Bachman
y Patterson, 1999). También los organismos vivos son capaces de transformarlos
utilizando sus sistemas biol6gicos. Por gemplo, en los animales superiores, la rapida
degradacion de los N-metil carbamatos es debida a reacciones de hidrdélisis, oxidaciony
conjugacion, que dan como resultado productos més solubles y facilmente excretables
(Baron, 1991; Machemer y Pickel, 1994). Enlasplantasy losinsectos el metabolismo es
similar a de los vertebrados (Metcalf et al., 1968). Por ultimo, la degradacion de estos
plaguicidasen el suelo es posible gracias alaaccién delos microorganismos que habitan
en él. Se han descrito diferentes cepas de Pseudomonas, Rhodococcusy Sphingomonas
entre otras, capaces de transformar los insecticidas N-metilcarbamatos mediante la
hidrélisis del enlace carbamato (Chapalamadugu y Chaudhry, 1991; Behki et al., 1994,
Pareck et al., 1995; Feng et al., 1997). Sin embargo, son pocos los articul os publicados
sobre la purificacion y caracterizacion de las enzimas responsables (Mulbry y Eaton,
1991).

12
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3. METODOS DE ANALISIS DE RESIDUOS DE
PLAGUICIDAS,

Lamayoria de los andlisis de plaguicidas, antes de la aplicacion de los métodos
cromatograficos, se realizaban mediante espectrofotometria UV-visible o infrarroja,
métodos bioldgicos tales como las técnicas biogquimicas de inhibicion enzimatica, o
bioensayos. Estas técnicas se caracterizaban por presentar baja sensibilidad y poca
selectividad. Fueapartir delosafios 60 cuando laaplicaci én delacromatografiade gases
(GC) revoluciono e andlisis delos plaguicidas. Con €l tiempo se han ido mejorando las
columnas, que han aumentado su poder de resolucién permitiendo la separacién de un
gran numero de plaguicidas con propiedades fisico-quimicas similares, asi como los
detectores. Actualmente es la técnica més utilizada, aunque la aparicion de nuevos
plaguicidas masvoldtiles, polaresy termol biles, tales como |os N-metil carbamatosy las
fenilureas, dificiles de analizar por GC, impulso afinales de los afios 70 laaplicacién de
la cromatografialiquida de ata eficacia (HPLC) a andisis de plaguicidas.

Lasinvestigacionesrealizadaspor Ercegovich (1971) y por Hammock y Mumma
(1980) acerca del uso de los inmunoensayos en la agricultura y en el ambito
medioambiental, pusieron de manifiesto las posibilidades que podian ofrecer los
inmunoensayos en ladeterminacion de plaguicidas. A partir de este momento, lacantidad
deinmunoensayos para plaguicidas y/o sus derivados que se han desarrollado y validado
haido en aumento, |o quedemuestralaconsolidaci én creciente de estametodol ogiasobre
todo en € andlisis semicuantitativo o en aquellos casos en los que las técnicas
convencionales presentan muchas dificultades (Vanderlaan et al., 1990; Meulenberg,
1997).

Tanto las técnicas cromatogréficas como las bioquimicas se estdn mejorando
continuamente para satisfacer |os requerimientos analiticos, cada vez mayores. En este
sentido, los continuos avances en el campo de la bioquimica 'y su combinacion con la
tecnol ogiael ectrénicahan posibilitado, por € emplo, el desarrollo deloshbiosensores. Esta
nuevatécnica consiste en lainmovilizacién de biomoléculas en diferentes transductores
electrénicos u optoelectrénicos, para detectar € analito a través de sus interacciones
especificas. Generalmente los biosensores aplicados a andlisis de plaguicidas estan
basados en la inhibicion enzimética combinada con una variedad de transductores entre
los que podemos citar los fototérmicos, 10s espectrof otométricos, |os amperométricosy
los piezoeléctricos, entre otros (Abad et al., 1998; Noguer et al., 1999; Pogacnik y
Franko, 1999). Aungue normal mente se utilicelaenzimaacetilcolinesterasaen el andlisis
de plaguicidas, como en € caso de los insecticidas organofosforados y carbamatos,
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también se pueden utilizar otras, por ejemplo la aldehido-deshidrogenasa, como ocurre
en el andlisis de los fungicidas ditiocarbamatos (Noguer et al., 1999). Los biosensores
enzimaticos pueden ser méas simples, rapidos y econdmicos que los métodos
cromatogréficos. La deteccion también puede ser bastante selectivay puede llevarse a
cabo sin la necesidad de utilizar instrumentacion cara (Abad et al., 1998). Las
investigaciones también van encaminadas haciala obtencién de métodos de andlisis que
combinen las ventajas asoci adas con lametodol ogia cromatografica, inmunoquimicay/o
de biosensores, tales como el inmunoandlisis de inyeccion de flujo (Krdmer y Schmid,
1991; Wittman y Schmid, 1994; Dietrich y Kramer, 1995; Gonzalez-Martinez et al.,
1997; Gonzdez-Martinez et al., 1999) y las columnas de inmunoafinidad, que a su vez
pueden ser acopladas a otros métodos analiticos como laGC, laHPLC, laelectroforesis
capilar oel ELISA (Marx et al., 1995; Lawrence et al., 1996; Rollag et al., 1996; Ferrer
etal., 1997; Spinkset al., 1999; Hage, 1999; Bou et al., 2001). L as ventajas que aportan
estos tipos de ensayos son larapidez, la precision, y lafécil automatizacion.

3.1. METODOS CROMATOGRAFICOS.

L os métodos mas habituales utilizados en el andlisis de plaguicidassonlaGCy
enmenor medidalaHPL C. Ambosmétodos, tanto si son unirresiduo como multirresiduo,
constan de una serie de etapas basicas que permiten analizar, cuantificar y confirmar la
presencia de residuos de plaguicidas en diferentes matrices:

Extraccion. Consiste en extraer € analito de la matriz.

Purificacién. En esta etapa se intenta eliminar en lo posible los compuestos
co-extraidos, utilizando un disolvente organico y/o unacolumna
empaguetada con silica, florisil o aumina.

Analisisinstrumental. Consiste en separar |os analitos entre si.
Deteccion. Permiteobtener unasefial rel acionadacon lacantidad deanalito.

L adeteccion es posible gracias a unavariedad de detectores especificos de GC,
tales como el deionizacion de llama, €l termoidnico o el de captura de electrones, y de
LC, entre los que podemos citar el sistema de deteccién por matriz de diodos, €l
ultravioleta, e de fluorescencia o el electroquimico. Sin embargo, € detector mas
valorado es €l espectrometro de masas (M S) que puede ser acoplado tanto a GC como a
LC (Slobodnik et al., 1997a). Desafortunadamente muchos de estos detectores no
proporcionan suficiente sensibilidad. Parapaliar este problema, se hanido introduciendo
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numerosas mejoras en las etapas de extraccién y purificacidén que aportan a andlisis
cromatogréfico una serie de ventgjas, como la disminucién del uso de disolvente, el
aumento de la selectividad en la extraccion, y la posibilidad de un andlisis rapido y
automatizado (Torreset al., 1996). A pesar de estas mejoras, € andlisis solamente puede
ser realizado en laboratorios centralizados muy bien equipados, dada la complejidad de
lainstrumentaci 6n necesaria. Esta inversion en equipamientos repercute en el coste del
andlisis que, evidentemente, aumenta. En general, seria deseable que las técnicas de
andlisis no fueran muy laboriosas y permitieran el andlisis de un elevado nimero de
muestras en poco tiempo, por |o cual es necesario continuar progresando en el desarrollo
de nuevas tecnol ogias que complementen las instrumental es.

3.1.1. Aplicacion delosmétodos cromatogr éficosal anélisisde N-metilcar bamatos.

L osN-metil carbamatos, debido asuinestabilidad térmica, sedescomponen ensus
fenoles cuando son analizados por GC (Liska y Slobodnik, 1996). Aungue estos
problemas se pueden evitar variando las condiciones de operacion (Mueller y Stan, 1990)
o utilizando técnicas de derivatizacion desarrolladas para los carbamatos durante las
décadas de los 60 y 70 (Greenhalgh et al., 1976; Maitlen, 1981; Miller et al., 1985;
Ballesteroset al., 1993; Farber y Scholer, 1993; Bakowski et al., 1994), genera mentela
determinacion de los N-metilcarbamatos es llevada a cabo por LC con deteccién UV
(Cabraset al., 1996; Minelli, 1997; Menezesy Félix, 1998; Nuneset al., 1998 a; Primus
et al., 1998), fluorescente (Primus et al., 1998), electroquimica (Diaz et al., 1996), o
utilizando un sistema MS con diferentes interfases (Slobodnik et al., 1997b; Garcia-
Blazquez et al., 1998; Salau et al., 1998). Aunguelaabsorbanciaen el UV seael método
de deteccion més utilizado, gracias a su facilidad de aplicacion y combinacion con
muchos sistemas de HPLC, es poco sensible para algunos analitos y produce
interferenciasdebidasalaco-extracci 6n de compuestosno deseablesdelamuestra. Desde
este punto de vista, la deteccion fluorescente, con la transformacion previa de los
plaguicidas no fluorescentes mediante reacciones de derivatizacién, supone una buena
aternativa a la deteccion UV porque ofrece un aumento de la selectividad y de la
sensibilidad de un orden de magnitud o méas (McGarvey, 1993; Primus et al., 1998). A
este respecto, se han publicado diferentes métodos de andlisis de plaguicidas basados en
HPLC, que emplean reacciones de derivatizacién tanto pre-columna como, sobre todo,
post-columna (McGarvey, 1994).

La primera HPLC basada en una hidrdlisis post-columna con derivatizacion y
deteccion fluorescente, fue desarrollada por Moye 'y colaboradores en 1977. El método
fue posteriormente optimizado y validado en productos agricolas (Krause 1985a,b).
Desde entonces, el método se haido modificando (De Kok y Hiemstra, 1992; De Kok et
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al., 1992; Hiemstra y De Kok, 1994) y, con muy ligeras variaciones, constituye €l
procedimiento actual paraladeterminacion de N-metilcarbamatos por HPLC, conocido
como método EPA 531.1, tanto en agua (Hiemstray De Kok, 1994), como en frutas y
verduras (Tsumuraet al., 1994; Sojo, 1997).

3.2. METODOSINMUNOLOGICOS.

Un inmunoensayo (IA) es un método de andlisis basado en la interaccion
especifica de un anticuerpo con un antigeno. Esta interaccién no es covalente, sino que
incluye enlaces de hidrégeno, i6nicos, hidrofébicosy devan der Waals. Laocupacion de
los sitios de union del anticuerpo esta relacionada con la concentracion de analito en el
medio. Como esta unién en si misma no produce una sefial detectable, se suele emplear
unamarca, generalmente un radioisdtopo o unaenzima. En unarecienterevision (Hage,
1999), aparece unaclasificacion delos diferentestipos deinmunoensayos en base al tipo
de marca que se ha utilizado, discutiéndose los Ultimos avances que se han logrado en
cadauno de ellos. Todoslos | As para plaguicidas tienen en comun tres componentes: un
anticuerpo especifico, un hapteno conjugado aunaproteinay el analito. El elemento clave
enun A esel anticuerpo, yaquelas caracteristicas analiticas del inmunoensayo vendran
determinadas, en gran medida, por la calidad del anticuerpo utilizado.

Los anticuerpos, Ilamados también inmunoglobulinas, son glicoproteinas del
suero producidas por los linfocitos B, normamente con ayuda de las células T, como
parte de larespuesta del sistemainmunolgico ala presencia de sustancias extrafias de
alto peso molecular. Hay cinco clases deinmunoglobulinas: 1gG, IgM, IgA, IgD, elgE.
La inmunoglobulina predominante en el suero es la 1gG, con un peso molecular de
160.000 daltons. Se hademostrado que todas lasinmunoglobulinastienen unaestructura
caracteristica en forma de Y (figura 1.4). Esta estructura consiste en cuatro cadenas
polipeptidicas, dos ligeras y dos pesadas, unidas entre si por puentes disulfuro. Los dos
brazos del anticuerpo son idénticos y estédn implicados en la unién del antigeno, por o
gue son conocidos como fragmentos Fab (Fragment antigen binding). Por otra parte, se
havisto que el tallo del anticuerpo puede cristalizar y por eso se le hadado el nombre de
fragmento Fc (Fragment crystallizable). Las secuencias de aminoécidos del extremo
N-terminal tanto de la cadena ligera, VL, como de la pesada, VH, muestran un grado
excepcional de variabilidad y constituyen la porcion mas peguefia del anticuerpo
necesaria parala union con el antigeno. Sin embargo, laregion C-terminal es constante
y caracteristica de cada especie y tipo de inmunoglobulina.

El primer inmunoensayo cuantitativo fue publicado en 1959 por Y alow y Berson,
gue analizaron insulina humana en muestras de sangre a concentraciones de pi cogramos
usando un radioinmunoensayo (RIA). A pesar de la peligrosidad del uso de materiales
radiactivos, que exigia un equipamiento adecuado, e desarrollo de los
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radi oinmunoensay os abri 6 |a posibilidad de que lareacci 6n antigeno-anticuerpo pudiera
ser utilizada como base parael desarrollo de nuevos métodos anal iticos; Unicamente era
necesario encontrar otro tipo de marcaje. Laintensa busgueda culminé amediados de la
década de los 60, cuando se demostré que tanto los anticuerpos como los antigenos
podian ser acoplados a enzimas (Avrameas y Uriel, 1966; Nakane y Pierce, 1996).
Asimismo, laobservaci 6n de que estosinmunorreactivos podian ser inmovilizados sobre
un soporte solido (Engvall y Perlmann, 1971; Van Weemen y Schuurs, 1971), hizo
posible €l desarrollo de una nueva técnica conocida como ELISA (Enzyme Linked
I mmunosor bent Assay).

ZONAS DE UNION AL ANTIGENO

Figura 1.4. Estructura general de un anticuerpo. Fab,
fragmento de unién a antigeno. Fc, fragmento
cristalizable. VH, secuencia variable de la cadena
pesada. VL, secuenciavariable delacadenaligera
CL, region constante delacadenaligera. CHi, CHz,
CHs, dominios constantes de la cadena pesada.

Todos los inmunoensayos desarrollados hasta ese momento tuvieron gran
importanciacomo método deandlisisde macromol écul asy pequefias mol éculasorgéanicas
en e campo de la medicina. Aungue €l DDT y el malathion fueron los primeros
plaguicidas paralos que se obtuvieron anticuerpos (Haasy Guardia, 1968; Centenoet al .,
1970), no fue hasta 1975 cuando Langone y Van Vunakis desarrollaron € primer
inmunoensayo aplicado ala determinacion de plaguicidas, concretamente parael adrin
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y el dieldrin. A este radioinmunoensayo siguieron otros para el piretroide S-bioallethin
(Wing et al., 1978), e paraquat (Fatori y Hunter, 1980), los &cidos
2,4-diclorofenoxiacético y 2,4,5-triclorofenoxiacético (Rinder y Fleeker, 1981), €
benomyl (Newsome y Shields, 1981) y el parathion (Ercegovich et al., 1981). No
obstante, fueron las investigaciones llevadas a cabo por el grupo del Dr. Hammock las
quesentaron lasbasesdel desarrollo deinmunoensayosenziméticosparaplaguicidas. Los
primerosEL |1 SAsaplicadosaladeterminacion deun plaguicidafueron desarrolladospara
el diflobenzurony el paraoxon (Wiey Hammock, 1982; Hunter y Lenz, 1982). En los
afos siguientes, el nimero de ELISAS creci6d de forma espectacular, como demuestran
algunas de lasrevisiones publicadas en |os Ultimos afios (Niessner, 1993; Meulenberg et
al., 1995; Henniony Barcel 6, 1998). Actuamente lacomunidad cientificay lasagencias
reguladoras empiezan a reconocer el gran potencia que pueden ofrecer los
inmunoensayos en e ambito medioambiental. De hecho, la EPA (Environmental
Protection Agency), esta trabajando con otras agencias gubernamentales en EEUU para
evaluar algunos inmunoensayos desarrollados y de esta forma incorporarlos como
métodos oficiales (http://www.epa.gov/ORD/SITE).

3.2.1. Aplicacion delosinmunoensayos al anélisis de N-metilcar bamatos.

El carbaryl y el carbofuran son |os dos N-metilcarbamatos paralos que mas|1As
se han descrito. Con respecto al carbaryl, el primer |A descrito esdetipo ELISA y est4
basado en anticuerpos policlonales (Marco et al., 1993). El mismo grupo desarroll6é un
ELISA paraladeterminacién de 1-naftol, el principal metabolito del carbaryl (Kréamer et
al., 1994). Estudios posteriores demostraron la aplicabilidad de estos IAs en el andlisis
demuestrasdeagua(Marcoet al., 1995). Asimismo, el ELISA paracarbaryl fueutilizado
en el andlisisde extractosdefrutasy vegetales (Nuneset al., 1998 b). En 1993, Itak et al.
publicaron €l estudio de validacion de un ELISA basado en particulas paramagnéticas
paralacuantificacién de carbaryl en muestras de agua. Esteinmunoensayo mostré ser 40
veces més sensible que el sistema de HPL C propuesto por la EPA paraladeterminacion
de N-metilcarbamatos, manteniéndose una excel ente correlacion entre ambos métodos.

Con respecto a carbofuran, se han descrito inmunoensayos de tipo ELISA
basados también en anticuerpos policlonales, que se han utilizado para determinar este
analito en alimentos y en muestras de higado (Lehotay y Argauer, 1993; Nam y King,
1994), asi como en aguay suelo (Jourdan et al., 1995).

La contribucion de nuestro grupo a andlisis de N-metilcarbamatos mediante

inmunoensayos incluye el desarrollo de ELISAs basados en anticuerpos monoclonales
parael carbaryl (Abad y Montoya, 1994; Abad et al., 1997 &), propoxur (Moreno et al .,
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2001) y bendiocarb (en preparacién). El primero de ellos ha sido aplicado a la
determinacion de carbaryl en zumos (Abad y Montoya, 1995) y en aguas (Abad y
Montoya, 1997), con excelentes resultados. Asimismo, |os anticuerpos monoclonales
frente a carbaryl producidos en nuestro laboratorio se han utilizado recientemente en el
desarrollo de un inmunosensor para €l andlisis de este compuesto en aguas (Gonzélez-
Martinez et al., 1997).

3.2.2. Ventajas e inconvenientes de los inmunoensayos.

Y a se ha comentado anteriormente que €l principal problema del andlisis de
residuos de plaguicidas por métodos cromatogréficos reside en el coste y en el tiempo
invertido en el andlisis. En este sentido, |os inmunoensayos han sido reconocidos como
losmétodos més prometedores parasol ucionar esteinconveniente. Entrelasventajasque
aportan los |A (Hammock y Mumma, 1980; Seiber et al., 1990), cabe citar:

Bajos limites de deteccion. Se pueden detectar concentraciones de hasta
picogramos-nanogramos de analito por
mililitro de muestra.

Alta especificidad. El analito se puede detectar en presencia de otros
plaguicidasy derivados.
Rapidez. En una hora se pueden analizar mas de 100 muestras en

comparacion con las 5-10 que lo son por GC o por HPLC. Esto
es posible gracias a andlisis en paralelo que puede llevarse a
cabo mediante el inmunoensayo.

Bajo coste. El coste se reduce notablemente porque no precisa equipos
sofisticados, ni un elevado consumo de material.

Aplicabilidad. Losinmunoensayos pueden ser aplicados aladeterminacion de
cualquier clase de analito, resultando especia mente ventajosos
parael andlisis de compuestos polaresy/o |8biles, los cuales no
pueden ser analizados facilmente por GC o HPLC.

A pesar deestas caracteristicas, lastécnicascromatogréficascontinlan siendolas

maés utilizadas en el andlisis de residuos de plaguicidas. Esto es debido a una serie de
inconvenientes inherentes alos inmunoensayos (Seiber et al., 1990; Niessner, 1993).
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Tiempo de desarrallo.

Gran especificidad.

Efectosmatriz

Mientras que un nuevo método basado en GC o HPLC
puede desarrollarse en menos de un mes, un
inmunoensay o puedetardar desdevariosmesesavarios
afos debido a la laboriosidad del proceso. El
compromiso de los investigadores académicos, o €l
desarrollo de estudios colaborativos en las
universidades o0 en las agencias como la EPA o la
USDA (U. S Department of Agriculture), podrian
disminuir la importancia de este problema. Por otra
parte, cuanta mas experiencia se adquiere, aumenta la
posibilidad de seguir procedimientos mas directos para
lasintesisdeinmundogenos, laobtencion deanticuerpos,
y la optimizacion y la validacion de nuevos
inmunoensayos. También hay que tener en cuenta que
e coste y e tiempo necesario para desarrollar un
inmunoensayo para un plaguicida disminuye a medida
gue aumentael nimero deinmunoensayos previamente
desarrollados para compuestos similares.

Esta caracteristica, una de las mayores ventgjas que
aportan los inmunoensayos, paraddjicamente se
argumenta como su principal inconveniente. Para su
aplicacion en los programas de vigilanciay control de
residuos, en los que interesa determinar
simultaneamente la presencia en la muestra de un
elevado nimero de plaguicidas, resultan mésadecuadas
lastécnicasinstrumental es. Uninmunoensayo estamas
adaptado a la determinacién de un Unico analito, o de
UNOS POCOoS Si Son muy parecidos estructuralmente. Sin
embargo, laGC, laHPLCy particularmentelaGC/M S
pueden medir docenas de analitos por muestra en un
Unico andlisis.

Otradesventgjadelos|Asesquelainteraccion analito-
anticuerpo estd gobernada por interacciones
moleculares débiles, que pueden verse af ectadas por las
interferenciasinespecificasproducidaspor lamatriz. En
un determinado | A los efectos matriz dependen, engran
medida, de la naturaleza de la muestra que esta siendo
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analizada. Por este motivo, es necesario validar e |A
para cada matriz una vez haya sido desarrollado y
optimizado.

En cualquier caso cada técnica tiene sus ventgjas y sus inconvenientes, que la
hacen mas adecuada paraunas determinadas aplicacionesy no paraotras. En este sentido,
se puede enumerar una serie de usos apropiados e inapropiados de los |As, que deben
tenerse en cuenta antes de adaptar €l inmunoensayo a una determinada aplicacion
(Mihaliak y Berberich, 1995; Hennion y Barcel 6, 1998):

Usos apr opiados:

T En la cuantificacién/criba de muestras con residuos en estudios de impacto
medioambiental y en ensayos de rutina.

T Cuando la sensibilidad requerida no se puede o es muy dificil de obtener por
otros métodos.

T Por razones de coste, ya que |0s inmunoensayos son mas econémicos.

T Cuando € andlisis se debarealizar en el lugar de recogida de las muestras.
T Como soporte alos métodos tradicionales.

Usosinapropiados:

X En los programas de control de residuos de plaguicidas.

X Cuando € volumen de muestra es pequefio (menos de 10) y hay métodos
aternativos disponibles.

X Cuando la matriz no es tratable por métodos inmunoquimicos.

X Cuando la especificidad y la sensibilidad del método son inadecuadas.

X Cuando se quieraidentificar nuevos metabolitos o productos de degradacion.

3.3. DESARROLLO DE LA METODOL OGIA INMUNOQUIMICA.

Las etapas mas importantes que se deben seguir en € desarrollo de un
inmunoensayo son:

T Preparacion de inmundgenos.

T Produccion de anticuerpos.

T Disefio y optimizacion del ensayo.
T Validacién del ensayo.
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3.3.1. Preparacion de inmundgenos.

Los plaguicidas son considerados haptenos, es decir, moléculas de pequefio
tamafio (menosde 10.000 daltons) que por si solas son incapacesdeinducir unarespuesta
inmunitaria. Paraello, deben unirsedirectamente o como derivadosamol éculasde mayor
peso molecular, generalmente proteinas. Cuando estos conjugados se inyectan en un
animal, éste desencadenara una respuestainmunitaria, como consecuencia de la cual se
produciran anticuerpos capaces de reconocer tanto al hapteno como ala proteina.

Parapoder acoplar coval entemente un plaguicidaaunaproteina, esnecesario que
el primero disponga de grupos funcionales tales como -COOH, -NH,, -OH y -SH,
susceptiblesdereaccionar conlosgruposfuncional esdelasproteinas. Desgraciadamente,
lamayor parte de los plaguicidas carecen de estos grupos. Asimismo, parafavorecer la
presentacion del hapteno al sistema inmunoldgico, es necesario gque en el conjugado
hapteno-proteina el primero esté separado espacialmente de la segunda. Asi pues, la
primera etapa en e desarrollo de un inmunoensayo es la sintesis de haptenos cuya
estructura sea lo més parecida posible a la del plaguiciday posea un brazo espaciador
acabado en un grupo funcional que permita su acoplamiento a la proteina. Aungue en
algunas ocasiones la funcionalizacion del plaguicida es relativamente sencilla, en la
mayoria de los casos se convierte en la etapa més laboriosa del desarrollo de IAs.
Ademés, la especificidad y la afinidad de los anticuerpos obtenidos dependen de la
estructurasintetizaday del grado de similitud de estas mol éculascon € plaguicida, de ahi
el caracter critico quetieneestaetapaen el desarroll o deinmunoensayos parapl aguicidas.
Aungue se trata de una etapa fundamentalmente empirica, en la que la idoneidad del
hapteno sintetizado es dificil de predecir, existen algunas reglas de carécter orientativo
(Jung et al., 1989; Harrison et al., 1990):

T Que posea un estructura semejante a la del plaguicida, con sus mismas
propiedades geomeétricas, el ectronicas e hidrofobicas.

T Quelalongitud del brazo espaciador esté comprendida entre 3y 6 &omos de
carbono.

T Que € brazo espaciador no contenga grupos de fuerte caracter antigénico,
como anillos arométicos, dobles enlaces o heterodtomos, para minimizar la
produccién de anticuerpos especificos del brazo espaciador.

T Queé brazo espaciador esté al gjado de un determi nante hapténico importante
parafacilitar a anticuerpo su reconocimiento.

T Que € hapteno seafacil de sintetizar.

T Que e hapteno sea estable bajo las condiciones de conjugacién e
inmuni zacion.
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En este contexto, se han publicado recientemente trabajos que muestran la
posibilidad deintentar optimizar a priori lacalidad delosanticuerpos mediante el estudio
de modelos moleculares de las conformaci ones, geometriay distribuciones electronicas
del analito y el hapteno inmunizante (Ballesteros et al., 1998; Wang et al., 1998).

Unavez que sehan sintetizado loshaptenos, el siguiente paso es su acoplamiento
covalente a proteinas. Las més utilizadas parala conjugacion son la albiminadel suero
bovino (BSA), laabuminade suero humano (HSA), laovoalbumina(OVA) y lakeyhole
limpet hemocyanin (KLH). Difieren entre ellas en su inmunogenicidad, su solubilidad y
sus posibilidades de conjugacion, y no existe un acuerdo unanime sobre cud de ellas
proporcionalos mejores resultados. Launion del hapteno alaproteinaocurre atravésde
losgruposreactivosdelasproteinas: g-y **-amino (pK, 10y 8 respectivamente), fenoles,
sulfidrilos (pK , 9), imidazoles (pK, 7) y carboxilos (pK, 2-4) (Tijssen, 1985a; Burriny
Newman, 1991). El pK , determinael cambio delareactividad de estos grupos con el pH,
ya gue las formas no protonadas de los grupos nucleofilicos son reactivas, si bien su
reactividad depende del microambiente del residuo.

Se han descrito diferentes procedimientos para unir un hapteno a una proteina,
en funcién del grupo funcional del hapteno. Todos|os haptenos utilizados en este trabajo
contienen un grupo carboxilo terminal, e cual se conjuga con un resto amino libredela
proteina mediante la formacion de un enlace amida, utilizando dos procedimientos
(Tijssen, 1985a; Burrin y Newman, 1991; Szurdoki et al., 1995). Uno de ellos es €l
método del anhidrido mixto, mediante el cual €l grupo carboxilo del hapteno es
convertido en anhidrido antes de la conjugacion alaproteina. Se suelen utilizar paraello
cloroformiatos de alquilo. El otro, el método del éster activo, se caracteriza por la
formacidn de ésteres de N-hidroxisuccinimida (NHS) en presencia de una carbodiimida
(DCC).

Laverificacion y la cuantificacion de la conjugacion del hapteno ala proteina,
esdecir, el nimero de mol éculas de hapteno unidas por moléculade proteina, o relacion
molar (RM), puede hacerse por diferentes procedi mientos: mediante espectrofotometria
UV-visible y fluorescente, por la medida de la radiactividad del hapteno previamente
marcado, o por lamedida de los grupos amino de los residuos de lisina antes y después
delaconjugacién. Recientes avances en técni cas de espectrometriade masas of recen una
nuevaposibilidad paradeterminar ladensidad de hapteno en |os conjugados de proteina
(Szurdoki et al., 1995). No hay un consenso sobre cual eslarelacion molar Optima para
inducir la respuesta de anticuerpos méas adecuada, ya que se han obtenido buenos
resultados tanto con relaciones molares bajas como con altas. Podria depender de la
proteinautilizada, delanaturaleza del hapteno o del protocolo deinmunizacién. En estas
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circunstancias, es la mayor o menor dificultad en la conjugacion lo que determina la
relacion molar de los conjugados hapténicos utilizados como inmunégenos (Sherry,
1992). Asi, parael casodelaBSA, se obtienen normalmente RMsentre 15y 30, mientras
gue con proteinas de bajo peso molecular como la OVA se obtienen RMs menores
(Burriny Newman, 1991).

3.3.2. Produccién de anticuer pos.

El siguiente paso en el desarrollo de un inmunoensayo consiste en la obtencion
de anticuerpos a partir de animales inmunizados con el conjugado seleccionado. La
iNnmuni zacion es en sumayor parteempiricay larespuestainducidaen el animal depende
del inmundgeno, delaespeciey del sistemainmune de animal, asi como delaviay pauta
delainmunizacion. Los animales que con mayor frecuencia se utilizan paralaobtencién
de anticuerpos son los ratones y los congjos. Los primeros se suelen utilizar para la
produccién de anticuerpos monocl onal es, mientras que | os segundos se emplean cuando
se quiere obtener anticuerpos policlonales. En este caso, también se utilizan cabras y
ovejas cuando la cantidad requerida es elevada, o incluso gallinas cuando se pretende
obtener inmunoglobulinas a partir del huevo.

Cuando un animal esinmunizado, se produce laestimulacién deloslinfocitosB,
gue empiezan a multiplicarse y a sintetizar anticuerpos con diferentes afinidades y
especificidades hacia el antigeno. Se obtiene, por tanto, una mezcla heterogénea de
anticuerpos, Ilamada también antisuero policlonal. Es posible seleccionar la afinidad de
un antisuero mediante su purificacién en columnas de afinidad que llevan anclado el
antigeno. Sin embargo, no fue hasta 1975 cuando la tecnol ogia de hibridomas permitio
establecer lineas celulares capaces de producir indefinidamente un Unico anticuerpo in
vitro, con una unica afinidad y especificidad definida (anticuerpo monoclonal). Se han
desarrollado numerosos inmunoensayos con bajos | imites de deteccion paraplaguicidas,
tanto con anticuerpos monoclonales como con policlonales, y a pesar de que se hayan
argumentado una serie de razones afavor o en contrade laaplicacion de unosu otros, la
eleccion se redlizara en funcion de los andlisis requeridos (Hammock et al., 1990;
Niessner, 1993). Asi, para el desarrollo rapido de inmunoensayos para plaguicidas que
presentan una determinada problemética temporal, es suficiente la obtencion de
anticuerpospoliclonales. En cambio, paraplaguicidasque presentan unamayor relevancia
internacional, es recomendabl e la produccion de anti cuerpos monoclonales parafacilitar
la estandarizacion del inmunoensayo o su posible comercializacion.

En los dltimos afos, la aplicacién de las técnicas de ingenieria genética a la

produccion de anticuerpos ha supuesto un gran avance. Estastécnicas consisten en aislar
genes que codifican anticuerpos, purificarlos, modificarlos y expresarlos en otros
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organismostanto eucariotas como procariotas. L os anticuerpos obtenidos de estamanera
pueden presentar modificaciones puntuales en el sitio de unidn a antigeno, o ser en
realidad fragmentos de anticuerpo, anticuerpos quimera con enzimas marcadoras o
anticuerpos bifuncionales (Choudary et al., 1995). Originamente se clonaban genes
procedentes de hibridomas. Sin embargo, |osrdpidos avances conseguidos en este campo
permiten yala clonacién de genes procedentes de linfocitos de animales que han sido, o
no, previamente inmunizados. Los linfocitos se han convertido de esta manera en la
primera fuente de genes que codifican anticuerpos. Esta capacidad, junto con e uso de
primers universales y de latécnica de amplificacién del DNA, mediante lareaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), han conducido ala conceptualizacion y al desarrollo de
las bibliotecas gendmicas de anticuerpos, que permiten la sintesis de éstos sin
intermediacion de animal alguno. En este sentido, Hoogenboom (1997), publico una
revision acerca de las bibliotecas gendmicas basadas en fagos. En los Ultimos afios, las
técnicas de ingenieria genética se han aplicado en la obtencion de anticuerpos para
plaguicidas con resultados excel entes (L ongstaff et al., 1998; Strachan et al., 1998; Grant
et al., 1999; Alcocer et al., 2000; Strachan et al., 2000).

Todos los inmunoensayos desarrollados en este trabajo estédn basados en
anti cuerpos monoclonal es. Por este motivo, su producci 6n se describeacontinuacién con
detalle.

3.3.2.1. Produccion de anticuer pos monoclonales.

De acuerdo con la teoria de la seleccion clonal, cada linfocito B es capaz de
producir untipo determinado de anticuerpo. Si loslinfocitosqueresponden alapresencia
de un antigeno fuesen extraidos del bazo del ratén inmunizado, aisladosy cultivadosin
vitro, el sobrenadante de cultivo contendria una mezcla homogénea de las moléculas de
anticuerpo quereconocen ese antigeno con unadeterminadaafinidad y especificidad. Sin
embargo, los linfocitos son incapaces de crecer in vitro. Este problema se puede
solucionar de dos formas, bien por transformacion de los linfocitos B, por g emplo
mediante virus oncogenicos, o mediantelafusion deloslinfocitos con lineas celularesde
mieloma. Esta Ultima aproximacion, conocida como tecnologia de hibridomas, fue
desarrollada por Kohler y Milstein (1975) y es la que més se utiliza. El procedimiento
seguido lo podemos dividir en |las siguientes etapas: fusion, ensayo de sobrenadantes de
cultivo, clonaciony expansion (figura1.5), cuyo fundamento se comentaa continuacion.
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Figura 1.5 Procedimiento seguido parala
produccién deanticuer posmonoclonales.

Después de que € animal ha sido inmunizado con el antigeno, se produce la
diferenciacion de los linfocitos que segregan anticuerpos con diferentes afinidades y
especificidadeshaciael antigeno. Posteriormente, estas células son extraidas del bazo del
anima y mezcladas con células de mieloma en presencia de un agente quimico, €
polietilenglicol (PEG), que disuelvelamembranas delas cél ulas adyacentes permitiendo
lafusién en una unica célula. Lareorganizacién del material genético de las dos células
parentales daré lugar finalmente a hibridoma. La principal limitacién de la produccién
de hibridomas es que, bajo estas circunstancias, lafusion tienelugar de unaformacasual,
pudiéndose encontrar, ademés de los hibridomas propiamente dichos, células no
fusionadas, o fusiones no deseadas como |las que se dan entrelinfocitosy mielomasentre
si. Dado que unicamente interesan |os hibridos de linfocito y mieloma, es necesario un
procedi miento que permitasel eccionarl os. Laaproximacin mas utilizadaparaconseguir
este propésito es el empleo de un medio de cultivo selectivo.
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Laslineas celulares de mieloma més frecuentemente utilizadas en lafusion son
las que tienen una mutacion en el gen que codifica la enzima hipoxantina-guanina
fosforribosil transferasa (HGTP), o en e gque codificala enzima timidina kinasa (TK).
Estas enzimas estan implicadas en unade las dos vias metabdlicas que poseen las células
animales paralasintesis de los nucleétidos de purina, la denominada ruta salvaje. Como
consecuencia de las mutaciones mencionadas, las células de mieloma no poseen estas
enzimasy por tanto, son incapaces de utilizar esta via metabdlica. La ruta alternativa,
denominada de novo, eslaque utilizan las células habitualmente y se puede blogquear en
un medio que contenga antagonistas del &cido folico (aminopterina, ametoptering, o
metilametoptering). En este medio, las células de mieloma mueren porque no pueden
sintetizar los precursores de |os acidos nucleicos por ninguna de las vias.

Los linfocitos, incapaces de crecer in vitro, poseen sin embargo enzimas para
sintetizar los precursores de | 0s &cidos nucleicos por ambas rutas. Mediante lafusion, el
mieloma dota al hibridoma de la capacidad de reproducirse in vitro, mientras que €l
linfocito |e proporcionalasenzimasimplicadasen larutasalvajey por tanto, |acapacidad
de crecer en un medio con aminopterina. Para estimular estaviametabdlica, € medio de
cultivo debe ser complementado con hipoxantinay timidina (medio HAT). Al cabo de
unos 8 dias, tiempo suficiente paraque se haya producido la seleccién, los hibridomas se
cultivan en medio HT, sin aminopterina, de manera que las células ya pueden utilizar la
ruta habitual .

Otro inconveniente de que la fusién se produzca a azar es que también se
originan hibridomas procedentes de linfocitos que no producen el anticuerpo con la
afinidad deseada hacia el antigeno. Por |o tanto, posteriormente es necesario ensayar |os
sobrenadantesde cultivo mediante EL I SA, conlafinalidad de sel eccionar aquellascélulas
gue segregan el anticuerpo deinterés. Parafacilitar este proceso, lamezclade hibridomas
procedente de la fusion se distribuye en varias placas de cultivo de 96 pocillos. En
aquellos pocillosen los que el ensayo da positivo, no todos | os clones de hibridomas son
productores del anticuerpo que tiene afinidad por el antigeno, y muy posiblemente sea
sblo uno de ellos el responsable de larespuesta. Por tanto, paratener la seguridad de que
el anticuerpo finalmente producido sea monoclonal, es necesario separar este clon del
resto. Esta etapa se conoce con € nombre de clonacion y e procedimiento que
generamente se emplea es el denominado de dilucion limite. Este proceso consiste en
recoger una muestra de las células existentes en e pocillo seleccionado y diluirlas
convenientemente de manera que a dispensarlas sobre nuevas placas de cultivo,
estadisticamente se siembre unaen cada uno delos pocillos. Cuando lacélulaoriginaun
clon de un tamafio suficiente, se vuelven a ensayar los sobrenadantes con objeto de
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identificar los pocillos positivos. Normal mente, son necesariosvariosciclosdeclonacion
y ensayo de sobrenadantes para asegurar que el anticuerpo producido es monoclonal.

Segun hemos visto, el desarrollo de un proceso de cribado (screening) eficiente
gue permita seleccionar las lineas celulares que producen anticuerpos monoclonales de
alta calidad constituye una etapa critica en la obtencion de anticuerpos monoclonales.
También se ha descrito la posibilidad de seleccionar los hibridomas mediante lechos
magnéticos (Hock et al., 1995).

Unavez identificado el clon, se procede a su expansion, que consiste en obtener
un mayor nimero de células. Llegados a este punto las células se congelan y se
almacenan en nitrégeno liquido, y e medio de cultivo se emplea como fuente de
anticuerpos.

3.3.3. Disefio y optimizacion del inmunoensayo.

El disefio consiste en la seleccién delosreactivosy el protocolo segun el cual se
consigue €l objetivo principal del ensayo, es decir, determinar con lamayor exactitud y
el menor tiempo posible, la concentracion de analito en una muestra determinada. La
optimizacién hace referencia al estudio de las condiciones del medio en las que debe
realizarse el ensayo, asi como de las concentraciones optimas de |os inmunoreactivos,
para conseguir una mayor sensibilidad.

3.3.3.1. Disefio del inmunoensayo.

Una vez se dispone de los anticuerpos adecuados, la etapa siguiente es €l
desarrollo de los inmunoensayos propiamente dichos. El principio de un inmunoensayo
competitivo para moléculas pequefias como los plaguicidas puede ilustrarse con la
siguiente ecuacion quimica:

., O .
Ag+Ac+Ag Ag-Ac+ Ag-Ac

en la que Ag es el analito que va a ser medido, Ac es € anticuerpo que se une
especificamente al analito, y Ag” es el hapteno unido coval entemente a una proteina que
puede 0 no ser una enzima. El fundamento de la deteccion es la competicion que se
establece entre el analitoy €l hapteno conjugado por su unién aunacantidad limitante de
anticuerpo. Laextension delaunién del hapteno conjugado depende de laconcentracion
deanalito, esdecir, lamedidade launi 6n anticuerpo-hapteno conjugado generaunasefia
inversamente proporcional ala cantidad de analito. Por tanto, menores concentraciones
de plaguicida generan sefiales mayores y viceversa, o que da lugar a curvas de
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calibracién (patrén) decrecientes que son de tipo sigmoide cuando se representan en
escala semilogaritmica (figura 1.6).

Sha

max.

10% inh.

20% inh.

4
<
'5 50% inh.

80% inh. %

LOD LOQ g
Log [ANALITO]

Figura 1.6. Curva patr6n representativa de los | As competitivosy
representacion de la I, y de los limites de deteccién
(LOD) y de cuantificacion (LOQ).

Se han propuesto varias aproximaciones para evaluar la sensibilidad de un
inmunoensayo. Por €jempl o, |a estimacion de la cantidad mas baja que puede detectar el
inmunoensayo (detectabilidad), o a partir de la precision del blanco, o la determinacion
de aguellas concentraciones de analito que producen una cierta reduccién de la sefial
maxima (Brady, 1995). Esta Ultima es la que mas se suele utilizar, siendo €l valor de
inhibicién mas habitual el 50% porque la precision del ensayo es mayor en la parte
central delacurvaestandar. La concentracion de analito que reduce la sefial méximaun
50% se conoce como |, del ensayo y también se suele utilizar como una estimacion
indirecta de la afinidad del anticuerpo por el analito. Otros parametros de interés son €l
limite de deteccion (LOD) y el rango de cuantificacion. El primero se define como la
concentracion de analito que reduce la sefial maximaun 10 %. Por otraparte, €l rango de
cuantificacién o detrabajo comprende aguellasconcentracionesdeanalito cuyasmedidas
son de una precision suficiente como para satisfacer las necesidades particulares del
analista. La concentracion mas baja del mismo se denomina limite de cuantificacion
(LOQ). En general suele asumirse un rango definido por las concentraciones de analito
que reducen la sefial maximael 20%y el 80%.

Practicamente todos |os inmunoensayos descritos son heterogéneos, es decir,
intervienen dosfases (liquiday solida) parapermitir laseparacion delas especiesque han
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interaccionado de las que no lo han hecho. Asimismo, pueden ser de diversos tipos y
formatos, en funcién de cudl es la marca que se utiliza en la deteccién y de cudl es la
especie del complejo anticuerpo-hapteno conjugado que se detecta.

Sistema de deteccidn. Todos los inmunoensayos considerados en estatesis son de tipo
ELISA, lo que significa que la sefial obtenida es generada por la accion de una enzima
acoplada a una de las especies participantes en la reaccion inmunoguimica, asi como
también que una de las especies citadas ha de estar inmovilizada en un soporte. Las
enzimas empleadas en |os inmunoensayos deben cumplir una serie de requisitos que,
dependiendo de las propuestas particul ares, serdn mésimportantes que otros. Entre estos
criterios cabria destacar los siguientes (Tijssen, 1985b; Johannsson, 1991):

T Poseer una elevada actividad especifica.

T Que sea estable en disolucion.

T Disponer deun sustrato establ e que origine un producto f&cilmente detectabl e.
T Que seacompatible con un amplio rango de medios de reaccion y condiciones
del ensayo (pH, fuerzaidnica, detergentes,...).

T Estar disponible abajo coste y que sea fécilmente conjugable.

T Poseer una baja unién inespecifica al anticuerpo y alafase sdlida.

Aungue un gran nimero de enzimas han sido utilizadas en los 1As, las méas
comunes son laHRP (horseradish peroxidasa) y lafosfatasaa calina. Paralarealizacion
de estatesis se hautilizado laHRP, una glicoproteina de masamol ecul ar 44.000 daltons.
Contiene 308 amino&cidos, cuatro delos cual es son lisinas con gruposamino disponibles
para la conjugacion sin pérdida de actividad. Los residuos carbohidratos también se
pueden utilizar en la conjugacion a haptenos o anticuerpos. Esta enzima, con la
participacion de aceptores de electrones como el H,O,, cataliza la oxidacion de un
sustrato cuya forma oxidada absorbe en el espectro visible. Como ya se ha comentado
antes, laintensidad de color es inversamente proporcional ala concentracion de analito
en la muestra, ya que € andlito libre y la forma marcada del mismo compiten por los
sitios de unién de unacantidad limitante de anticuerpo. L os sustratos mas comunes de la
peroxidasa son: € ABTS (écido 2,2'-azino-di-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) que
absorbe a 415 nm, la OPD (o-fenilendiamina) que absorbe a 492 nm en medio &cido, y
el TMB (3,3',5,5'-tetrametil benzidina) que absorbea450 nm enmedio &cido. Existecierta
controversia centradaen el TMB y la OPD, acerca de cudl de estos sustratos es el mas
adecuado paralosinmunoensayos (Tijssen, 1985b; Johannsson, 1991). Parael desarrollo
del presente trabajo se ha utilizado 1a OPD.
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Formatosde EL | SA. El soporte que més se utiliza parainmovilizar tanto €l anticuerpo
como el conjugado hapteno-proteinaeslaplacade poliestireno de 96 pocillos, y laforma
mas difundida debido a su sencillez y buenos resultados es por adsorcion pasiva. Existe
un acuerdo en el hecho de que el formato de ELISA influye sobre la sensibilidad del
ensayo, pero no esta claro qué formato proporciona el inmunoensayo mas sensible. Los
dos formatos de ELISA mas utilizados se diferencian fundamentalmente en €
componente, anticuerpo o hapteno, que se detecta, 1o cual estarelacionado a su vez con
que sea el hapteno o el anticuerpo, respectivamente, la especie que seinmovilizaen la
placa.

Formato de conjugado inmovilizado (formato Cl). En este formato, cuyo
fundamento se muestra en la figura 1.7, €l hapteno se acopla covalentemente a una
proteinay el conjugado resultante esinmovilizado en laplaca. A continuacién se afiaden
la muestra o el estdndar que contiene € analito, y € anticuerpo a una concentracion
predeterminada. Launién entreel analitoy el anticuerpo esreversible, y se consideraque
la reaccion alcanza € equilibrio en un tiempo comprendido entre 15 y 30 minutos
(Vanderlaan et al., 1990). La cantidad de anticuerpo especifico unido alafase solida se
puede detectar Opticamente de forma directa, acoplando previamente este anticuerpo a
unaenzimay utilizando un sustrato cromogénico. Sin embargo, el marcaje del anticuerpo
especifico resultalaborioso y puede afectar alaafinidad del anticuerpo. Por este motivo,
se suelen utilizar anticuerpos secundarios acoplados a una enzima, disponibles
comercialmentey que van dirigidos hacial osanti cuerpos especificosde unadeterminada
especie. La sefia se genera de forma similar a la anterior y también es inversamente
proporcional alaconcentracién de analito en la muestra.

Formato de anticuerpo inmovilizado (formato Al). En este formato,
representado esqueméticamente en lafigura 1.8, laespecie que seinmovilizaen laplaca
es el anticuerpo especifico, bien mediante un anticuerpo de captura o bien directamente,
aunque esta Ultima forma es la més habitual. Por otro lado, e hapteno se conjuga auna
enzimamarcadoraformando un trazador enzimatico. Lacantidad de trazador que se une
al anticuerpo inmovilizado se mide espectrofotométricamente al igual que en e formato
anterior.
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Lavado y adicion de analito y de anticuerpo
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Figural.7. Representacion esquematica del formato de EL1SA con
conjugado inmovilizado (formato CI).
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Lavado y adicion de analito y de trazador

Ausenc_ia En rango Exceso
de analito de trabajo de analito

Analisis de datos

SENAL [

Log CONCENTRACION

Figura 1.8. Representacion esquematica del formato de ELI1SA con
anticuer po inmovilizado (formato Al).

°'\.3 Conjugado hapteno-proteina. Y Anticuerpo especifico.

ol . P
@ Analito. “7 € Anticuerpo marcado. @ F Trazador enzimitico.
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Hapteno de ensayo. Otra etapa importante en el disefio de un inmunoensayo es la
eleccion del hapteno conjugado que se va a utilizar en el ensayo. Se denomina ensayo
homologo a aquel en & que el hapteno utilizado para obtener los anticuerpos y €l
empleado en e inmunoensayo son € mismo. Por € contrario, un ensayo heterdlogo es
aquel en el que el hapteno utilizado en el inmunoensayo es distinto del que sirvié para
obtener el anticuerpo. Muchas veces en los ensayos homaol ogos ho se dan las condiciones
idéneas parala competicion debido aque el anticuerpo reconoce mejor a conjugado que
al analito. Por este motivo, es bastante habitual recurrir alautilizacion de la heterologia
de haptenos. Larazén de utilizar para el ensayo un hapteno distinto del que sirvié para
obtener el anticuerpo hay que buscarla en e propio fundamento de la técnica. La
sensibilidad de un inmunoensayo competitivo, estimadaa partir delal,,, esel resultado
de larelacion de afinidades del anticuerpo hacia el plaguicida libre y hacia el hapteno
(figura 1.9). Asi pues, lo que se pretende es utilizar para el ensayo un conjugado para el
cua la afinidad del anticuerpo sea ligeramente menor que la que presenta el mismo
anticuerpo hacia €l conjugado homélogo, de manera que la afinidad aparente del
anticuerpo haciael plaguicidalibreaumente, conlaconsiguiente mejoraenlasensibilidad
del ensayo. Aunque se pueden desarrollar excel entes inmunoensayos homaol ogos (Abad
y Montoya, 1994; Manclisy Montoya, 1995; Manclisy Montoya, 1996 b; Abad et al.,
1997 b; Mercader y Montoya, 1997; Parnell y Hall, 1998; Simon et al., 1998; Wengatz
et al., 1998; Shan et al., 1999), especidmente con anticuerpos monoclonales, la
utilizacion de haptenos heterélogos resulta ser casi siempre una valiosa aproximacion
para aumentar la sensibilidad de los inmunoensayos. Por este motivo es muy
recomendabl e sinteti zar vari os haptenos paraun mismo plaguicida, deformaquedifieran
entresi en sugrado de similitud estructural con €l plaguicida, enlaposicion utilizadapara
lafuncionalizacion y/o en el tipo y longitud del brazo espaciador (Goodrow et al., 1995;
Szurdoki et al., 1995; Leey Kennedy, 2001).

ENSAYO HOMOLOGO ENSAYO HETEROLOGO

Y Y
[ [

Kb
Igg(ab) o . Igplac) =
a

Si K.< Ky —> Isp(ac) < Igg(ab) = Mayor sensibilidad

Figura 1.9. Representacion esgquemética del principio
tedrico segin el cual es posible obtener
ensayosmassensiblesmedianteel empleode
conjugados heter 6logos.
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3.3.3.2. Optimizacion del inmunoensayo.

Durante el proceso de desarrollo de un inmunoensay o es necesario optimizar 1os
siguientes componentes y factores:

T Material y equipos utilizados.

T Concentracién de los reactivos en €l ensayo.

T Composicion del tampdn utilizado: pH, fuerzaiénica, detergentes.
T Tolerancia a disolventes miscibles con agua.

T Temperaturay tiempos de incubacion.

Algunosde estos factores pueden afectar directamente al anticuerpo o modificar
la interaccidn entre € anticuerpo y el hapteno conjugado que se haya utilizado en €l
ensayo (Hammock et al ., 1990; Meulenberg, 1997). El principal objetivo que se pretende
alcanzar en esta etapa es estandarizar las caracteristicas del ELISA (especificidad,
sensibilidad, precision, linearidad y exactitud) y las interferencias inespecificas,
comunmente denominadas ef ectos matriz (Schneider et al., 1995). Estasinterferencias se
deben de tener especialmente en cuenta cuando se pretende adaptar €l ELISA a una
aplicacion determinada, en cuyo caso puede ser necesario tratar la muestra para
minimizarlas. En este sentido, las muestras acuosas podran ser analizadas directamente
0 aplicando una simple dilucién. Otro tipo de muestras tales como suel os, sedimentos o
alimentos requieren procedimientos particulares, desde la extraccion con disolventes
miscibles con agua, hasta etapas de purificacion propiamente dichas, dependiendo dela
complegjidad delamatriz. En este caso, | 0s disol ventes pueden interferir en el ensayo por
lo que deben mantenerse en bajas proporciones.

3.3.4. Validacién del inmunoensayo.

El desarrollo y la aplicacion de un nuevo método, en nuestro caso de un
inmunoensayo para € andlisis de plaguicidas, requiere una etapa de evaluacion para
consolidar su aceptacion e implementacion. En este sentido, varias instituciones tales
como la EPA, USDA, AEIC (Analytical Environmental Immunochemical Consortium)
y AOAC (Association of Official Analytical Chemists) en EE UU, o & German
Immunoassay Sudy Groupy el SCA (Sanding Committee of Analyst) en el Reino Unido,
estan trabajando en la elaboracién de directrices para evaluar los inmunoensayos para
plaguicidas. La evaluacion de un inmunoensayo, al igual que la de cualquier técnica
andlitica, incluye una serie de etapas (Van Emon, 1990; Meulenberg et al., 1995;
Mihaliak y Berberich, 1995):
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T El adecuado control de calidad.

T El estudio de la estabilidad de los materiales y equipos.

T Ladefinicién de las caracteristicas del ELISA, como el rango de trabajo, la
sensibilidad, laprecisién y el limite de deteccion.

T El estudio de las posibles interferencias especificas e inespecificas de cada
matriz.

T La comparacion con los métodos convencionales ya establecidos y a ser
posible con la participacion de varios laboratorios.

Esrecomendable quelaevaluacion selleve acabo con muestrasreal esen lasque
se sospeche la presencia del analito, aungue en su defecto se pueden utilizar muestras
fortificadas con cantidades determinadas de analito. En este caso, las muestras que se
utilicen serén lo mas parecidas posible, en cuanto acantidades de analito einterferencias,
alas muestras reales.
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4. APLICACION DE LOS INMUNOENSAYOS AL
ANALISISMULTIRRESIDUO.

A pesar de la especificidad inherente a la mayoria de los inmunoensayos, en
algunas ocasiones los anticuerpos, tanto monoclonales como policlonales, reconocen
otros compuestos rel acionados estructuralmente con €l analito. Estacaracteristica, quese
denominareactividad cruzada, supone en general un inconveniente porque no permite al
analistadistinguir entre la sefial debidaalapresenciade un tnico analito o aladevarios
paralos que €l anticuerpo muestra diferentes afinidades. Una alternativa para paliar las
limitaciones précticasy tedricas delaespecificidad de un anticuerpo esel uso del patrén
de reactividades cruzadas caracteristico y reproducible de dos 0 més anticuerpos para
identificar y cuantificar los analitos presentes en unamuestra. Estaaproximacion hasido
utilizada por algunos grupos de investigacion para adaptar €l inmunoensayo al analisis
multirresiduo de plaguicidas pertenecientes a unamismafamilia, como es €l caso delas
triazinas. Se requiere a menos tantos anticuerpos como componentes potenciales tenga
lamezcla. Si el nimero de plaguicidas que hay que determinar es elevado, €l andlisisde
lamezclapuede resultar dificultoso debido alacantidad de anticuerposy curvas estandar
gue pueden estar involucrados. Por este motivo, no se suele cuantificar de forma
simultanea mezclas que contienen mas de cuatro analitos. EI método, propuesto por
Rocke en 1992y aplicado a andlisis de unamezclaternariadetriazinas (Muldoon et al .,
1993), consiste en laaplicacién lineal de laecuacién sigmoide de cuatro parametros. La
cuantificacién de cada analito en lamuestra se puede hacer utilizando los coeficientes de
reactividad cruzada del analito para cada anticuerpo y resolviendo un sistema de n
ecuaciones (una por anticuerpo) con n incognitas (una por analito). El problema que
presenta este método es que no tiene en cuentalas posibles diferencias que existen entre
las pendientes de | as curvas estandar de los analitos, pudiendo proporcionar resultados
erréneos particularmente para aquellos que no han sido sel eccionados como referencia.
Por este motivo, Jones et al. (1994) han optado por un método de andlisis un poco mas
complejo que tiene en cuenta estas diferencias. Esta aproximacion ha sido aplicada al
andlisisde mezclasternariasy cuaternariasdetriazinas (Wortberg et al., 1995). También
sehan sugerido unaseriede métodos estadisticosparaprocesar |ainformaci6n procedente
del ELISA multianalito. Entre ellos se pueden citar (Cheung et al., 1993; Karu et al.,
1994): MEV (Minimum Estimate Variability), KNN (K-Nearest Neighbors), PCA
(Principal Component Analysis), Discriminant Analysis, MLE (Maximum Likelyhood
Estimates), CART (Classification And Regression Techniques) y NN (Computational
Neural Networks). No obstante, esta aproximacién mateméticaresultamas complejaque
laanterior.
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Frentealaestrategiade utilizar anti cuerpos con reactividades cruzadasvariables,
unaalternativamuy atractivaessin dudalaposibilidad derealizar un andlisis simultédneo
de varios analitos mediante anticuerpos que sean realmente especificos. Esta estrategia
ha sido demostrada especia mente en el campo de lamedicina, hecho que no nos debe de
extrafiar debido a la gran implantacion de los inmunoensayos en este campo. Estos
inmunoensayosse pueden clasificar conformeal principio fundamental que sehaincluido
en su disefio (Brecht y Abuknesha, 1995, figura 1.10). De todos €llos, los ensayos
basados en marcaje multiple o en resolucién espacial sonlosmasutilizados. A este Ultimo
tipo de ensayo pertenece e ELISA multianalito desarrollado en este trabajo, cuyo
fundamento aparece esquematizado en lafigural.11.

SISTEMAS DE ENSAYO MULTIANALITO

METODOS BASADOS EN || METODOS BASADOS EN METODOS BASADOS
MARCAJE MULTIPLE || RESOLUCION ESPACIAL EN SEPARACION

ENZIMAS
RADIOISOTOPOS | MACROAREA

—|FLUOROFOROS [ MICROAREA .
DETECCION
| [MARrcAs DE SECUENCIAL
AFINIDAD
—| COLORANTES

Figura 1.10. Clasificacion de los ensayos multianalito.

Ensayos basados en mar caje multiple. Unaaproximacion al ensayo multianalito
consiste en la combinacion de dos o tres ensayos diferentes en el mismo sistema de
reaccién, mediante el marcajedel reactivo clave en cadaensayo con unamarcadiferente.
L os ensayos multianalito basados en el marcaje multiple se pueden clasificar conforme
alanaturaleza de la especie marcadora. Los mas importantes son los que estan basados
en el marcaje enzimético o fluorescentey |0s menosinteresantes en cuanto auso, pero no
por ello menos ingeniosos, son los que utilizan como especie marcadora colorantes o
isGtopos radioactivos con caracteristicas espectral es distintivas muy definidas.

Ensayos basados en resolucion espacial. Consisten en la inmovilizacién de
haptenos o de anti cuerpos especificos en diferentes &reas de una superficie, en cadauna
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delas cuales se determinara el analito correspondiente. En este caso se suele utilizar una
mezcla de anticuerpos especificos o de trazadores, en funcion de laespecieinmovilizada
en €l soporte. Un punto muy importante que debetenerse en cuentaeslacorrectaeleccién
de los haptenos conjugados que van aformar parte del ensayo multianalito (Schuetz et
al., 1999). Estos sdlo deben ser reconocidos por sus anti cuerpos especificos. El efecto que
se produce en el caso contrario fue acufiado por Bezofsky y Schecher como reactividad
compartida. Esta expresion se utiliza normalmente cuando se habla de antisuero
policlonal, pero unamezclade anti cuerpos monaocl onal es puede ser consideradacomo un
suero policlonal sintético.

Se han descrito numerosos inmunoensayos multianalito basados en el principio
deresolucién espacial paradetectar hormonas (Kakabakoset al., 1992), drogas (Parsons
etal.,1993), explosivos(Narang et al ., 1998), proteinas (Plowman et al., 1999), oincluso
analitos de diferente naturaleza como pueden ser bacterias, virusy proteinas, de forma
simultanea (Rowe et al., 1999). Todos estos inmunoensayos utilizan un sistema de
deteccion fluorescente excepto € desarrollado por Parsons y colaboradores que se
caracteriza por la aparicién de un precipitado en ausencia de analito. También se han
descrito ensayos multianalito en los que cada reaccion especifica tiene lugar en una
microdrea del orden de -m? . Los principios fundamentales incluidos en este tipo de
ensayosfueron discutidos por el grupo del doctor Ekins (Ekinset al., 1990; Ekinsy Chu,
1995) y aplicados ala construccion de un inmunosensor quimioluminiscente (Weller et
al., 1999), o a desarrollo de un inmunoensayo que utiliza como soporte un disco
compacto (Kido et al., 2000), para |a deteccion de contaminantes ambientales como |os
plaguicidas y |os compuestos nitroaromati cos.

Aungue en teoria estos principios permitirian analizar un nimero ilimitado de
analitos, hay que tener en cuenta algunos problemas préacticos. Por una parte, los
anticuerpos Unicamente deben reconocer a sus analitos y conjugados correspondientes.
Por otra, es dificil optimizar el rango de ensayo paratodos |os analitos debido a que la
dilucién delamuestraeslamismaparatodoslosanalitos que contenga (K akabakoset al .,
1992). Asi pues, en lapracticael nimero de analitos suel e reducirse hasta un maximo de
tres o cuatro, y en todo caso resultaimprescindible [levar acabo un riguroso proceso de
optimizacién que permitaintegrar losdistintosinmunoensayosindividual esen un ensayo
multianalito Gnico y viable.
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Figura1.11: Representacion esquematica del fundamento del ensayo
multianalito en e formato de ELISA con conjugado
inmovilizado.
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Y | Y Anticuerpos especificos de los analitos A, By C.
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Q@ > @ Analitos A, By C. ' Anticuerpos marcado enzimaticamente.
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5.OBJETIVOSDE LA TESIS.

A lo largo de esta introduccion se ha puesto de manifiesto en primer lugar la
necesidad del uso de plaguicidas para combatir las plagas que afectan a las cosechas.
También sehaconsiderado el problemaqueacarrealapresenciaderesiduosampliamente
distribuidos en el entorno natural, debido a uso masivo de plaguicidas. Por este motivo,
el andlisis de los residuos de plaguicidas se ha convertido en una tarea de suma
importancia para los laboratorios analiticos. Esta tarea se lleva a cabo normamente
mediante el uso de técnicas cromatograficas tales como laHPLC o la GC. No obstante,
la aplicacion de los inmunoensayos como instrumento de andlisis esta adquiriendo una
importancia cada vez mayor.

En lapresente tesis se ha querido dar un paso més dentro delaaplicacion delos
inmunoensayos a andlisis de plaguicidas, mediante e desarrollo de un ensayo
multianalito. La consecucion de este objetivo global pasa por €l cumplimiento de tres
objetivos generales:

1. Desarrolloy optimizacion deinmunoensayosindividuales paral osplaguicidas
N-metilcarbamatos methiocarb y carbofuran.

2. Validacion delos ELISAsindividuales de methiocarb, carbofurany carbaryl,
previamente desarrollado en este laboratorio, frente a HPLC.

3. Integracion de los inmunoensayos para methiocarb y carbofuran junto con el
de carbaryl, en un ensayo multianalito.

Estos objetivos se particul arizan en otros méas concretos. Asi, dentro del objetivo
1 se contempla:

L Lasintesis de haptenos y preparacion de conjugados.

L Laproduccion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales.

L El desarrollo y optimizacién de ELISAs especificos de alta sensibilidad.

L El estudio del comportamiento de estos ELISASs en muestras reales de frutas
y hortalizas mediante el andlisis de muestras fortificadas.

41



Introduccién

Paralarealizacion del objetivo 2, se contaracon lacolaboracién del Laboratorio
Agroaimentario de la Comunidad Valenciana, el cual dispone tanto de la capacidad de
proporcionar muestras reales de frutas y hortalizas contaminadas con distintos
plaguicidas, como del sistema de HPLC con derivatizacion post-columnay deteccion
fluorescente para el andlisis de N-metilcarbamatos.

Finalmente, paralarealizacién del objetivo 3 se consideran |os siguientes puntos:
L. Conseguir una mezcla controlada de varios anticuerpos monoclonales
(anticuerpo multiclonal), cada uno de ellos especifico para un determinado
plaguiciday conjugado hapténico.

L Desarrollar el ELISA multianalito en €l formato de conjugado inmovilizado
en una sola etapa, mediante laincubacion simultédnea del analito, del anticuerpo

especificoy del anticuerpo marcado.

L Adaptacion del ELISA multianalito al andlisis de muestras reales de frutasy
hortalizas.
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Materiales y métodos

1. REACTIVOSE INSTRUMENTQOS,

Los plaguicidas y metabolitos utilizados, de grado estéandar analitico (99.9%),
fueron suministrados por Reidel-de Haén (Seelze, Alemania) y Dr. Ehrenstorfer
(Ausburg, Alemania). Todos estos compuestos se disolvieron en N,N-dimetilformamida
seca (DMF) a una concentracion de 100 mM y fueron conservados a-20 °C.

Los reactivos y disolventes utilizados en la sintesis de los haptenos y en las
reacciones de conjugacion hapteno-proteina, se obtuvieron de Fluka-Aldrich Quimica
(Madrid). El 2,2-dimetil-1,3-benzodioxol-4-ol fue proporcionado por AgrEvo
(Cambridge, Inglaterra).

La ovoabumina (OVA), los adyuvantes de Freund completo e incompleto, €
Tween 20 y la o-fenilendiamina (OPD) fueron proporcionados por Sigma Quimica
(Madrid). La seroalbimina bovina (BSA), la peroxidasa de rabano picante (HRP,
actividad especifica 1000 U/mg) y € polietilenglicol 1500 (PEG) se obtuvieron de
Boehringer Mannheim (Barcel ona). L asimmunoglobulinas de conejo anti-ratén marcadas
con peroxidasa y las inmunoglobulinas de cabra anti-ratén fueron adquiridas a Dako
(Glostrup, Dinamarca). El medio de cultivo (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium,
DMEM), el suero bovino fetal y los suplementos fueron proporcionados por GibcoBRL
(Paidley, Escocia). Lalineacelular de mielomaP3-X63-Ag8.653 fue suministradapor la
American Tissue Type Culture Collection (Rockville, USA). El material pléstico para
cultivos fue adquirido a Bibby Sterilin Ltd (Stone, Inglaterra).

Las placas de ELISA de poliestireno fueron de Costar (Cambridge, USA). Para
lavar las placas se utilizd un lavador automatico de 96 pocillos Ultrawash |1 de Dynatech
(Sussex, Inglaterra) y un 96PW deSLT (Salzburg, Austria). Lasabsorbanciasseleyeron
a490 nm utilizando 650 nm como longitud de onda de referencia, mediante un lector de
placas ELISA Emax controlado por el programa Softmax Pro versién 1.2.0 de Molecular
Devices (Sunnyvale, USA). Los datos se procesaron usando el programa Sigmaplot de
Jandel Scientific (San Rafael, USA).

L os espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y de **C de todos
los compuestos sintetizados, se realizaron con un espectrometro Varian Gemini 300
(Sunnyvale, USA) que opera a 300 MHz para €l espectro de 'H y a 75 MHz para €
espectro de **C. Los andlisis se realizaron utilizando acetona-d, como disolvente. Las
sefial es obtenidas estén referidas aladel tetrametilsilano utilizado como patrén interno.
L os espectros de masas (LSI-MS) se obtuvieron con un aparato VG Autospec (Kioto,
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Japén) que utiliza como matriz el alcohol 3-nitrobencilico, y los espectros ultravioleta
(UV) con un espectrofotdmetro Shimadzu UV-160A (Kioto, Japon).

L aproduccidn de anti cuerpos monocl onal es especificos de carbaryl, asi como la
sintesisy preparacion de conjugados con OV A, fuellevadaacabo en nuestro laboratorio
como se haindicado en €l trabajo de Abad et al., 1997a.

El metanol y € acetonitrilo de grado HPLC y el diclorometano, la acetona, y €l
hexano para andlisis de residuos de plaguicidas, fueron suministrados por Scharlau
(Barcelona). El agua para € andlisis por HPLC se produjo utilizando un sistema de
purificacién Nanopure |1 de Barnstead (Dubuque, USA). El o-ftaldialdehido (OPA), el
2-mercaptoetanol, el hidréxido sodicoy el tetraborato sodico decahidratado seobtuvieron
de Merck (Darmstadt, Alemania).

El reactivo OPA se prepar6 diariamente disolviendo 50 mg de o-ftaldial dehido
en 5 ml de metanol. Esta disolucion se transfirié a un matraz aforado de 500 ml y se
diluyé con borato sodico 0.05 M. Despuésdefiltrar y desgasificar ladisolucion, seafiadio
25 | de 2-mercaptoetanol.

Las disoluciones estandar de carbaryl, carbofuran y methiocarb conteniendo
20 ppm de cada analito en metanol, se prepararon por dilucion del stock a 100 mM de
cada analito en DMF. Estas disoluciones se almacenaron a -20 °C y se utilizaron
diariamente para preparar las disoluciones patrén para la determinacion por ELISA y
HPLC, asi como parafortificar las muestras.

Todo el equipo para € andlisis por HPLC fue proporcionado por Waters
(Mildford, USA). Consta de un sistema para el andisis de carbamatos (que incluye una
bomba analitica cuaternaria, €l serpentin de reaccién, y e horno requerido para la
hidrélisis y derivatizacion post-columna de los N-metilcarbamatos) equipado con un
sistema controlador 600E, un inyector de volumen variable 715y un sistemade tomade
muestra automético, dos bombas que introducen las soluciones de OPA y NaOH en el
serpentin donde tiene lugar la reaccién post-columna, un sistema desgasificador y un
detector defuorescencia474. Laadquisicion de datosy el procesamiento delasefia tuvo
lugar usando €l programa Waters Milleniun, version 2.15.2.
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2.SINTESISDE LOSHAPTENOSDE METHIOCARSB.

L os haptenos de methi ocarb se sintetizaron mediante laintroduccién, en el grupo
hidroxilo del precursor fendlico, de una cadena alquilica acabada en un grupo &cido. En
el caso de las series de haptenos MXN*, MCN*, DPN*, MPN* y PN* (figura2.1), €
precursor se tratd previamente con fosgeno para posteriormente formar e grupo
carbamato, mientras que la sintesis de la serie MXO* se realizé directamente mediante
unareaccion de O-alquilacion del precursor (figura 2.2).

2.1. SINTESISDE LAS SERIESMXN*, MCN*, DPN*, MPN*, PN*,

Acido 6-[[ 1-(4(Metiltio)-3,5-xilil oxi)carbonil] amino] hexanoico (MXNH). A una
disolucién de 14.3 g (85.2 mmol) de 4-(metiltio)-3,5-xilenol en 100 ml de hidréxido
sodico 2.5 M, se afiadié 50 ml de una disolucion de fosgeno en tolueno al 20%
(96.5 mmol). El fosgeno es un gas atamente téxico por 1o que se debe manipular en
vitrinay extremando |as precauciones. La mezcla de reaccion se mantuvo con agitacion
magnéti cadurante cuatro horasatemperaturaambiente. Transcurrido estetiempo, lafase
organicasesepardy el disolvente se elimind abajapresién en un bafio de aguamantenida
a 50 °C, obteniéndose un aceite de color amarillo que pesd 18.21 g, de los cuales 15.48
g (78.8%), fueron indentificados por CG como cloroformato. Este producto fue utilizado
sin purificar en la siguiente etapa: 2.96 g de acido aminohexanocico (22.6 mmol) se
disolvieronen4ml dehidréxido sodico4 M, y ladisolucion seenfrio a4 °C. Tresgramos
de 1-[4-(metiltio)-3,5-xilil]cloroformato (11.3 mmol) se disolvieron en 4 ml de 1,4-
dioxanoy seenfrié a4 °C. Ladisolucion de cloroformato, junto con 1.5 ml de hidréxido
sbdico 4 M, se afiadi6 lentamente ala de acido aminohexanoico en 2 porcionesiguales,
dejando transcurrir unos 5 minutos aproximadamente entre cada adicion. Lareaccion se
mantuvo en un bafio de hielo con agitacion durante 1.5 horas. Despuésdelaacidificacion
hastapH 4 con HCI concentrado, el derivado carboxilico fue extraido con acetato deetilo
(tres porciones de 50 ml). Lafase organica se lavé varias veces con HCI diluido y fue
extraida con unadisolucién de bicarbonato sodico 1 M (dos porcionesde 50 ml). Lafase
acuosa se acidificod de nuevo con HCI concentrado, se extrajo con acetato de etilo y se
secd con sulfato sodico anhidro. Una vez eliminado el disolvente, se obtuvieron 1.19 g
del producto en forma de aceite que se cristalizd con una mezcla de hexano/acetato de
etilo (70:30) para obtener 840 mg del hapteno puro (22.9%).

'H RMN (acetona-dg) * 1.38-1.70 (M, 6 H, CH,-CH,-CH,), 2.20 (s3 H, S-CHy), 2.32 (t,

2 H, CH,-COOH), 2.52 (s, 6 H, 2 CH;), 3.21 (q, 2 H, CH,-NH), 6.90 (s, 2 H, anillo
aromético).
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BC RMN (acetona-dy) * 18.32, 21.84, 25.30, 26.95, 34.07, 41.52, 121.97, 131.80,
144.55, 152.05, 155.05, 174.63.

LSI-MS, m/ z(intensidad relativa) 325 (90, M), 168 (100).

UV (tampdn fosfato sddico 100 mM, pH 7.4) 8., = 262 nm.

hapteno n R, R, R,
MXNP 2 CH, CH, SCH,
MXNB 3 CH;, CH, SCH,
MXNH 5 CH, CH, SCH,
DPNP 2 CH, CH,
DPNB 3 CH, CH,
DPNH 5 CH;, CH,
MCNP 2 H CH, SCH,
MCNB 3 H CH, SCH,
MCNH 5 H CH, SCH,
MPNP 2 H H SCH,
MPNB 3 H H SCH,
MPNH 5 H H SCH,
PNP 2 H H H
PNB 3 H H H
PNH 5 H H H
OH (o}
NaOH / H,0
'
R; Ry R; Ry
Rs R3
COCl, / tolueno
O O
O—ICl,—N—'(CHZ)n—COOH o—ICI;—Q
H
NaOH / H,0 / dioxano
-
H,N(CH,),COOH
Ry R, R; Ry
Rs Ry
Figura2.1. Esquemadesintesisdeloshaptenosde las

seriesM XN*, MCN*, DPN* MPN* y PN*.
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A partir de los aminoacidos y de los precursores fendlicos adecuados, se
sintetizaron lossiguientes compuestos utilizando el mismo procedimiento, y obteniéndose
rendimientos similares.

Acido 3-[[ 1-(4(Metiltio)-3,5-xililoxi)carbonil] amino] propancico (M XNP).

IH RMN (acetona-dy) * 2.20 (s 3 H, S-CH.), 2.52 (s, 6 H, 2 CH,), 2.60 (t, 2 H, CH,-
COOH), 3.46 (g, 2 H, CH,-NH), 6.90 (s, 2 H, anillo aromético).

3C RMN (acetona-dg) * 18.32, 21.84, 34.45, 37.73, 121.94, 131.86, 144.60, 152.05,
155.05, 173.10.

LSI-MS, m/ z (intensidad relativa) 283 (100 M), 168 (95).

UV (tampdn fosfato sodico 100 mM, pH 7.4) 8, = 262 nm.

Acido 4-[[ 1-(4(Metiltio)-3,5-xililoxi)carbonil] amino] butanoico (MXNB).

'H RMN (acetona-dg) * 1.86 (m, 2 H, CH,-CH,-CH,), 2.20 (s3 H, S-CH,), 2.40 (t, 2 H,
CH,-COOH), 2.52 (s,6 H,2CH,), 3.26 (g, 2H, CH,-NH), 6.91 (s, 2 H, anillo aromético).
3C RMN (acetona-d;) * 18.33, 21.85, 25.84, 31.37, 41.10, 122.00, 131.86, 144.58,
152.15, 155.20, 174.40.

LSI-MS, m/ z(intensidad relativa) 297 (100, M), 168 (80).

UV (tampdn fosfato sodico 100 mM, pH 7.4) 8, = 263 nm.

Acido 3-[[1-(3,5-xililoxi)carbonil] amino] propancico (DPNP).

'H RMN (acetona-d,) * 2.25 (s, 6 H, 2 CH,), 2.60 (t, 2 H, CH,-COOH), 3.45 (g, 2 H,
CH,-NH), 6.71-6.81 (m, 3 H, anillo aromatico).

3C RMN (acetona-dy) * 21.09, 34.44, 37.66, 120.07, 127.12, 139.46, 152.33, 155.33,
173.12.

UV (tamp6n fosfato sodico 100 mM, pH 7.4) 8, = 260 nm.

Acido 4-[[ 1-(3,5-xililoxi)carbonil] amino] butanocico (DPNB).

IH RMN (acetona-dy) * 1.84 (m, 2 H, CH,-CH,-CH,), 2.25 (s, 6 H, 2 CH,), 2.40 (t, 2 H,
CH,-COOH), 3.25 (g, 2 H, CH,-NH), 6.71-6.81 (m, 3 H, anillo aromético).

3C RMN (acetona-dy) * 21.14, 25.86, 31.37, 41.03, 120.13, 127.10, 139.45, 152.44,
155.52, 174.43.

UV (tampdn fosfato sodico 100 mM, pH 7.4) 8, = 260 nm.
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Acido 6-[[ 1-(3,5-xilil oxi)car bonil] amino] hexanoico (DPNH).

'H RMN (acetona-dg) * 1.35-1.70 (m, 6 H, CH,-CH,-CH,), 2.25 (s, 6 H, 2 CH,), 2.30 (t,
2 H, CH,-COOH), 3.19 (g, 2 H, CH,-NH), 6.70-6.80 (m, 3 H, anillo aromético).

3C RMN (acetona-dy) * 21.14, 25.28, 26.94, 34.07, 41.49, 120.13, 127.04, 139.43,
152.43, 155.55, 174.66.

LSI-MS; m/ z (intensidad relativa) 279 (100, M), 123 (50).

UV (tampén fosfato sodico 100 mM, pH 7.4) 8, = 260 nm.

Acido 3-[[ 1-(4-(metiltio)-3-cresiloxi)carbonil] amino] propanoico (MCNP).

'H RMN (acetona-d,) * 2.27 (s, 3 H, CH,), 2.44 (s, 3 H, S-CH,), 2.60 (t, 2 H, CH,-
COOH), 3.45 (g, 2 H, CH,-NH), 6.94 (m, 2 H, anillo aromé&tico), 7.17 (m, 1 H, anillo
aromético).

3C RMN (acetona-dy) * 15.45, 19.93, 34.42, 37.69, 120.62, 123.87, 126.74, 134.58,
137.39, 149.81, 155.28, 173.10.

LSI-MS; m/ z (intensidad relativa) 270 (100, M), 154 (65).

UV (tampén fosfato sédico 100 mM, pH 7.4) 8, = 250 nm.

Acido 4-[[ 1-(4-(metiltio)-3-cresiloxi)carbonil] amino] butanoico (M CNB).

'H RMN (acetona-dg) * 1.86 (m, 2 H, CH,-CH,-CH,), 2.29 (s, 3H, S-CH,), 2.41 (t, 2 H,
CH,-COOH), 2.46 (s, 3 H, S-CH,), 3.26 (q, 2 H, CH,-NH), 6.96 (m, 2 H, anillo
aromatico), 7.20 (m,1 H, anillo aromético).

3C RMN (acetona-dy) * 21.14, 25.86, 31.37, 120.13, 127.10, 139.45, 152.44, 155.52,
174.43.

UV (tamp6n fosfato sodico 100 mM, pH 7.4) 8, = 250 nm.

Acido 6-[[ 1-(4-(metiltio)-3-cresiloxi)carbonil] amino] hexanoico (MCNH).

'H RMN (acetona-dg) * 1.35-1.70 (m, 6 H, CH,-CH,-CH,), 2.29 (s, 3 H, CH,), 2.32 (t,
2 H, CH,-COOH), 2.45 (s, 3 H, S-CH,), 3.20 (g, 2 H, CH,-NH), 6.95 (m, 2 H, anillo
aromético), 7.19 (m,1 H, anillo aromético).

3C RMN (acetona-ds) * 15.59, 19.93, 25.24, 26.91, 34.00, 41.36, 120.68, 123.90,
126.78, 134.40, 137.39, 149.96, 155.28, 174.56.

LSI-MS; m/ z (intensidad relativa) 311 (100, M).

UV (tampén fosfato sodico 100 mM, pH 7.4) 8, = 250 nm.
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Acido 3-[[ 1-(4-(metiltio)feniloxi)carbonil] amino] propanoico (MPNP).

'H RMN (acetona-dg) * 2.47 (s, 3H, S-CH,), 2.60 (t, 2 H, CH,-COOH), 3.45 (g, 2 H,
CH,-NH), 7.08 (m, 2 H, anillo aromético), 7.25 (m, 2 H, anillo aromético).

3C RMN (acetona-d,) * 16.65, 34.91, 38.20, 123.60, 128.77, 135.95, 150.63, 155.70,
173.60.

UV (tampédn fosfato sodico 100 mM, pH 7.4) 8, = 253 nm.

Acido 4-[[ 1-(4-(metiltio)feniloxi)car bonil] amino] butanocico (M PNB).

'H RMN (acetona-d;) * 1.84 (m, 2 H, CH,-CH,-CH,), 2.40 (t, 2 H, CH,-COOH), 2.46
(s, 3H, S-CH,), 3.25 (g, 2 H, CH,-NH), 7.08 (m, 2 H, anillo aromético), 7.25 (m,2 H,
anillo aromético).

3C RMN (acetona-d;) * 16.69, 26.29, 31.83, 41.56, 123.64, 128.79, 135.85, 150.72,
155.83, 174.91.

UV (tampdn fosfato sodico 100 mM, pH 7.4) 8, = 253 nm.

Acido 6-[[ 1-(4-(metiltio)feniloxi)carbonil] amino] hexanoico (MPNH).

'H RMN (acetona-dg) * 1.35-1.70 (m, 6 H, CH,-CH,-CH,), 2.30 (t, 2 H, CH,-COOH),
2.46 (s, 3H, S-CH,), 3.19(q, 2 H, CH,-NH), 7.08 (m, 2 H, anillo aromético), 7.25 (m, 2
H, anillo aromético).

3C RMN (acetona-dy) * 16.70, 25.76, 27.40, 30.71, 34.53, 42.00, 123.61, 128.80,
135.77, 150.76, 155.73, 175.14.

UV (tampdn fosfato sodico 100 mM, pH 7.4) 8, = 253 nm.

Acido 3-[[ 1-(feniloxi)car bonil] amino] propanocico (PNP).

'H RMN (acetona-dg) * 2.61 (t, 2 H, CH,-COOH), 3.46 (q, 2 H, CH,-NH), 7.09 7.37 (m,
5 H, anillo aromético).

3C RMN (acetona-d,) * 34.69, 37.69, 122.46, 125.62, 129.86, 152.45, 155.21, 173.10.
UV (tamp6n fosfato sodico 100 mM, pH 7.4) 8, = 250 nm.

Acido 4-[[ 1-(feniloxi)carbonil] amino] butanoico (PNB).
'H RMN (acetona-dg) * 1.88 (m, 2 H, CH,-CH,-CH,), 2.40 (t, 2 H, CH,-COOH), 3.26
(g, 2H, CH,-NH), 7.09-7.37 (m, 5 H, anillo aromético).

3C RMN (acetona-dg) * 25.80, 31.34, 41.04, 122.50, 125.54, 129.85, 152.52, 155.37,
174.42.
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UV (tampdn fosfato sddico 100 mM, pH 7.4) 8, = 250 nm.
Acido 6-[[ 1-(fenil oxi)car bonil] amino] hexanoico (PNH).

'H RMN (acetona-d,) * 1.36-1.68 (m, 6 H, CH,-CH,-CH,), 2.30 (t, 2 H, CH,-COOH),
3.20 (g, 2 H, CH,-NH), 7.09-7.37 (m, 5 H, anillo aromatico).

3C RMN (acetona-dy) * 25.42, 26.91, 30.20, 34.01, 41.34, 41.48, 122.49, 125.48,
129.83, 152.57, 155.30, 174.62.

UV (tampdn fosfato sddico 100 mM, pH 7.4) 8., = 260 nm.

2.2. SINTESISDE LA SERIE MXO*.

Acido 6-[ 1-(4-(metiltio)-3,5-xilil oxi)] hexanoico (MXOH). A 50 ml de acetona
seca se afladieron cantidades estequiomeétricas (20 mmol) de 4-(metiltio)-3,5-xilenal,
carbonato potasico y 6-bromohexanoato de etilo. Después de mantener la reaccion a
reflujo durante 12 horas, lamezclafuefiltraday el disolvente eliminado. El residuo se
disolvi6 en 50 ml de acetato de etilo, posteriormente se lavé con agua (2 x 50 ml), con
unadisolucién de NaOH 1 M (2 x 50 ml), y con NaCl 4 M (2 x 50 ml). Finalmente el
producto crudo se seco con Na,SO, y mediante un andlisis por GC se confirmé que el
43% era 6-[ (1-(4-(metiltio)-3,5-xililoxi)]hexanoato de etilo. Después de la evaporacion
del disolvente, se afiadio 50 ml de NaOH 1 M al residuo, que pesd 4.91 g. Lareaccion se
mantuvo con agitacion y areflujo durante 1.5 horas. Ladisolucion se acidificd con HCI
concentrado, se extragjo con acetato de etilo y se secé con Na,SO,. El producto aceitoso
gue se obtuvo después de la eliminacion del disolvente pesd 1.55 g (27%), y fue
cristalizado con hexano para obtener 640 mg de hapteno puro.

'H RMN (acetona-dg) * 1.40-1.80 (m, 6 H, CH,-CH,-CH,), 2.15 (s3 H, S-CH,), 2.33 (t,
2 H, CH,-COOH), 2.49 (s, 6 H, 2 CH,), 3.40 (t, 2 H, O-CH,), 6.72 (s, 2 H, anillo
aromatico).

BC RMN (acetona-d;) * 18.60, 21.97, 25.34, 26.29, 34.06, 68.12, 114.89, 126.59,
144.82, 159.76, 174.61.

UV (tampon fosfato sodico 100 mM, pH 7.4) 8, = 250 nm.

A partir delos espaciadores adecuados, se sintetizaron |0s sigui entes compuestos
también por O-alquilacion del 4-(metiltio)-3,5-xilenol.

52



Materiales y métodos

Acido 2-[ 1-(4(Metiltio)-3,5-xililoxi)] acético (MXOA).

'H RMN (acetona-dg) * 2.16 (s 3 H, S-CH,), 250 (s, 6 H, 2 CH,), 4.70 (t, 2 H,
CH,-COOH), 6.75 (s, 2 H, anillo aromético).

3C RMN (acetona-d,) * 18.51, 21.98, 65.04, 114.93, 127.62, 144.94, 158.66, 170.07.
UV (tampdn fosfato sodico 100 mM, pH 7.4) 8, = 250 nm.

Acido 4-[ 1-(4(Metiltio)-3,5-xililoxi)] butanoico (M XOB).

IH RMN (acetona-dy) * 2.04 (m, 2 H, CH,-CH,-CH,), 2.15 (s3 H, S-CH,), 2.49 (t, 2 H,
CH,-COOH), 2.49 (s, 6 H, 2 CH,), 4.02 (t, 2 H, O-CH,), 6.74 (s, 2 H, anillo aromético).
3C RMN (acetona-dg) * 18.58, 21.97, 25.34, 67.30, 114.90, 126.79, 144.86, 159.58,
174.32.

UV (tampdn fosfato sodico 100 mM, pH 7.4) 8, = 250 nm.

hapteno n X
MXOA 1 cl
MXOB 3 Br
MXOH 5 Br
OH O-(CHp)-COO-CH,CH; O-(CH,),-COOH
X‘(CHz)n‘Cm'CHchg OH"
> R
HC CH, HsC CHz HsC CH,
SCHs SCH, SCH,
Figura2.2. Esquema dela sintesis de los haptenos de la serie M XO*.
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3.SINTESISDE LOSHAPTENOSDE CARBOFURAN.

Los haptenos de carbofuran se prepararon de la misma manera que los de
methiocarb. Asi, la serie BFN* y e hapteno BDNH se obtuvieron mediante la
introduccion de un brazo espaciador acabado en un grupo &cido carboxilico en el grupo
hidroxilo del precursor fendlico, después de hacerlo reaccionar con fosgeno paraformar
el grupo carbamato (figura 2.3). Los haptenos BFOH y BDOH se obtuvieron
introduciendo el brazo espaciador directamente, mediante unareaccion de O-alquilacion
del precursor fendlico (figura 2.4).

3.1. SINTESISDE LA SERIE BFN*Y BDNH.

Acido  3-[[(2,3-Dihidro-2,2-dimetil-7-benzofuraniloxi)carbonil] -
amino] propanoico (BFNP). 454 ml (304 mmol) de 2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-
benzofuranol, fueron afadidos a 26 ml de hidréxido sodico 2.5 M. A continuacion, se
afiadié lentamente 25 ml de una disolucion de fosgeno en tolueno a 20% (48.3 mmol).
La mezcla de reaccidon se mantuvo con agitacion magnética durante cuatro horas a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se afiadi6 aguay diclorometano, lafase
organicasesepardy el disolvente seelimind abajapresion en un bafio de aguamantenida
a 50 °C. El producto obtenido se analizé por GC, confirmandose que el 88.9% (5.14 g)
correspondian al 2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil cloroformato. Este productofue
utilizado sin purificar en lasiguiente etapa. Dos gramos de &cido aminopropanoico (22.6
mmol) se disolvieron en 4 ml de hidroxido sodico 4 M, ladisolucion se conservé a4 °C.
Por otraparte, 2.57 g del cloroformato (11.3 mmol) sedisolvieron en4 ml de 1,4-dioxano
y seenfriaron a4 °C. Ladisolucién decloroformato, junto con 1.5 ml de hidroxido sédico
4 M, seafiadi6 lentamente alade &cido aminopropanoico en 2 porcionesigual es, dejando
transcurrir unos 5 minutos aproximadamente entre cadaadicion. Lareaccidn se mantuvo
en un bafio de hielo con agitacion durante 1.5 horas. Después de la acidificacion hastapH
4 con HCI concentrado, €l derivado carboxilico fue extraido con acetato de etilo (tres
porcionesde 35 ml). Lafase organicase lavé varias veces con HCI diluido y fue extraida
con una disolucién de bicarbonato sddico 1 M (tres porciones de 50 ml). Lafase acuosa
se acidifico de nuevo con HCI concentrado y el producto precipitado se recogio, selavd
con agua 'y se seco, obteniéndose 1.4 g de BFNP, que cristalizé con una mezcla de
hexano/acetato de etilo (70:30), obteniéndose 313.6 mg del hapteno puro (22.4%).

'H RMN (acetona-dg) * 1.43 (s, 6 H, 2 CH,), 2.62 (t, 2 H, CH,-COOH), 3.05 (s, 2 H,
CH,), 3.45 (g, 2 H, CH,-NH), 6.72-6.99 (m, 3 H, anillo aromético).
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3C RMN (acetona-d;) * 28.18, 29.05, 34.39, 37.79, 43.43, 88.46, 120.55, 122.60,
130.37, 173.00.

LSI-MS; m/ z (intensidad relativa) 280 (100, M), 164 (76.78).

UV (tampdn fosfato sddico 100 mM, pH 7.4) 8., = 277 nm.

HAPTENO n X
BFNP 2 CH,
BFNB 3 CH,
BFNH 5 CH,
BDNH 5 o)

OH o~
O><(:H3 NaOH / H,0 O><CH3
X CH3 - X CH3

COCl, / tolueno

I
O—C—N—(CH,),—COOH o—_g

H
O><<:H3 NaOH / H,0 / dioxano o o,
- X
X CHs H,N(CH,),COOH . cH,
Figura2.3. Esquema de la sintesis de los haptenos BFNP,

BFNB, BFNH y BDNH.

Acido 4-[[(2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-benzofur anil oxi)car bonil] -amino] butanoico
(BFNB). Este compuesto fue sintetizado esencialmente como se ha descrito paraBFNP,
excepto que se utilizd acido 4-aminobutanoico como brazo espaciador en lugar de acido
3-aminopropanoi co. Después de la cristalizacion con hexano/acetato de etilo (70:30), se
obtuvo 1.59 gramos del hapteno puro.

'H RMN (acetona-dg) * 1.43 (s, 6 H, 2 CH,), 1.86 (m, 2H, CH,), 242 (t, 2 H, CH;-
COOH), 3.05(s, 2H, CH.,), 3.26 (g, 2H, CH,-NH), 6.72-6.99 (m, 3 H, anillo aromético).
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3C RMN (acetona-dy) * 25.96, 28.03, 28.17, 31.30, 41.06, 43.44, 88.44, 120.53, 122.52,
130.30, 154.92, 174.41.

LSI-MS; m/ z (intensidad relativa) 294 (100, M), 164 (76.7).

UV (tampdn fosfato sddico 100 mM, pH 7.4) 8, = 279 nm.

Acido 6-[[ (2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil oxi)car bonil] -amino] hexanoico
(BFNH). Este compuesto fue sintetizado como |os anteriores, pero e brazo espaciador
gue se utilizé en este caso fue el &cido 6-aminohexanoico.

'H RMN (acetona-dg) * 1.43 (s, 6 H, 2 CH,), 1.41-1.68 (m 6 H, CH,-CH,-CH,), 2.32 (t,
2H, CH,-COOH), 3.05 (s,2H, CH,), 3.20(q, 2 H, CH,-NH), 6.72-6.99 (m, 3 H, anillo
aromatico).

LSI-MS; m/ z (intensidad relativa) 322 (97.86, M), 164 (100).

UV (tampén fosfato sédico 100 mM, pH 7.4) 8, = 277 nm

Acido  6-[[(2,2-dimetil-1,3-benzodioxol-4-oxi)car bonil] -amino] hexanoico
(BDNH). Estecompuesto fue sintetizado como los anteriores, excepto queel 2,2-dimetil-
1,3-benzodioxol-4-ol fue utilizado como precursor fendlico. El brazo espaciador que se
utilizé fue e acido 6-aminohexanoico. Después de la cristalizacién a partir de una
disolucion de hexano/acetato de etilo (40:60), se obtuvo 590 mg de hapteno puro.

'H RMN (acetona-dg) * 1.44 (m, 2 H, CH,), 1.61 (m, 4 H, 2 CH,), 1.63 (s, 6 H, 2 CH,),
2.30 (t, 2 H, CH,-COOH), 3.20 (m, 2 H, CH,-NH), 6.58-6.76 (m, 3 H, anillo aromético).
BC RMN (acetona-dg) * 25.25, 25.75, 26.87, 29.03, 34.03, 41.47, 106.07, 116.97,
119.55, 121.39, 149.78, 154.29, 174.56.

UV (tampén fosfato sodico 100 mM, pH 7.4) 8, = 277 nm

3.2. SINTESISDE BFOH Y BDOH.

Acido 6-(2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-benzofuraniloxi)hexanoico (BF OH). A 60 ml
de acetona seca se afadieron cantidades estequiomeétricas (20 mmol) de 2,3-dihidro-2,2-
dimetil-7-benzofuranol, carbonato potasico y 6-bromohexanoato de etilo. Después de
mantener |a reaccion areflujo durante 12 horas, la mezcla fue filtraday €l disolvente
eliminado. El residuo se disolvié en 50 ml de acetato de etilo, posteriormente selavé con
agua (2 x 50 ml), con unadisolucion de NaOH 1 M (4 x 50 ml), y con NaCl 4 M (2 x
50 ml). Finalmente el producto crudo se secé con Na,SO,, comprobandose mediante
andlisispor CG que el 87% era 6-(2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-benzof uranil oxi)hexanoato
de etilo. Después de la evaporacion ddl disolvente, se afiadié 50 ml de NaOH 1 M a
residuo, que peso 4.32 g. La reaccion se mantuvo con agitacion y a reflujo durante
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1.5 horas. La disolucion se acidificd con HCI concentrado y se extrajo con acetato de
etilo(2 x 50 ml). Lafase orgénica fue extraida con NaOH 1 M, y la solucién acuosa se
acidifico con HCl concentrado, produciéndose la precipitacion de un solido de color
blanco cuyo peso fue 1.81 g. Posteriormente, se cristalizé apartir de hexano paraobtener
1.19 g de hapteno puro.

IH RMN (acetona-d;) * 1.46 (s, 6 H, 2 CH.), 1.54-1.79 (m 6 H, CH,-CH,-CH.,), 2.36 (t,
2 H, CH,-COOH), 3.02 (s, 2 H, CH,), 4.04 (t, 2 H, O-CH,), 6.72-6.81 (m, 3 H, anillo
aromético).

3C RMN (acetona-d) * 25.41, 26.30, 28.30, 34.12, 43.66, 69.49, 87.24, 114.53, 118.37,
121.05, 129.29, 174.60.

UV (tampodn fosfato sddico 100 mM, pH 7.4) 8, = 278 nm

Acido 6-(2,2-dimetil-1,3-benzodi oxol-4-oxi ) hexanoico (BDOH). Este compuesto
se sintetizd siguiendo el procedimiento anterior, excepto que e 2,2-dimetil-1,3-
benzodioxol-4-ol fue utilizado como precursor fendlico. Después de la cristalizaciéon a
partir de una mezcla de hexano/acetato de etilo (30:70), se obtuvo 130 mg de hapteno
puro.

IH RMN (acetona-d;) * 1.45-155 (m, 2 H, CH,), 1.60-1.80 (m, 4 H, 2 CH,), 1.63 (s, 6H,
2 CH.), 2.32 (t, 2 H, CH,-COOH), 4.06 (t, 2 H, O-CH,), 6.39-6.72 (m, 3 H, anillo
aromatico).

3C RMN (acetona-d,) * 25.37, 29.03, 34.07, 69.79, 102.75, 109.53, 122.03, 174.00.
UV (tampdn fosfato sddico 100 mM, pH 7.4) 8., = 274 nm.

HAPTENO X
BFOH CH,
BDOH o)

OH
-(CH,)5-COO-CH,-CHj (CHy)s-COOH
(@)
CHj Br-(CHy),-COO-CH,CH, O _ch ) o
>< > >< 3 OH CHg
X  CHs
X CHs X" “CH,

Figura2.4. Esquema dela sintesis de los haptenos de car bofuran BFOH y BDOH.
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4. PREPARACION DE LOS CONJUGADOS
PROTEICOSY ENZIMATICOS.

4.1. PREPARACION DE LOS CONJUGADOS DE INMUNIZACION.

Los haptenos de methiocarb MXNP, MXNB y MXNH Yy los de carbofuran
BFNP, BFNB y BFNH, fueron unidos covalentemente a BSA siguiendo el método del
éster activo (Langoney Van Vunakis, 1982). Seguin este procedimiento, 25 - moles de
hapteno se incubaron con cantidades estequiométricas de N-hidroxisuccinimida y
diciclohexilcarbodiimidaen 0.5 ml de DMF. Lareaccién deactivaciontuvo lugar durante
toda la noche a temperatura ambiente con agitacion magnética. Después de centrifugar
la mezcla de reaccion durante 15 minutos a 1000 x g para eliminar el precipitado de
diciclohexilurea, 400 :| de sobrenadante conteniendo el éster activo se afiadieron
lentamente a2 ml de unadisolucion de BSA de 15 mg/ml en tampdn carbonato 50 mM,
pH 9.6. La mezcla se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 4 horas con
agitacion magnética. Finalmente, e conjugado fue purificado por cromatografia de
exclusion molecular sobre Sephadex G-50, utilizando como eluyente tampon fosfato
sodico 100 mM, pH 7.4. La estimacién del nimero de moléculas de hapteno acopladas
por moléculade BSA se realiz6 por espectroscopia UV asumiendo gque |os coeficientes
deextincion delasespeci es parti ci pantesno cambi an apreci ablemente como consecuencia
de la conjugacion. Larelacion molar hapteno/BSA fue de 27, 16y 18 paralos haptenos
de methiocarb MXNP, MXNB y MXNH y de 18, 13y 14 paralos de carbofuran BFNP,
BFNB y BFNH, respectivamente.

4.2. PREPARACION DE LOS CONJUGADOS DE TAPIZADO.

Todos |os haptenos sintetizados se acoplaron coval entemente a OV A siguiendo
e procedimiento del anhidrido mixto (Rajkowski et al., 1977). Seglin este método,
18 = moles de hapteno se dejaron reaccionar durante 1 hora a temperatura ambiente con
cantidades estequiométricas detri-n-butilaminay cloroformato deisobutilo en 200 - | de
DMF. 100 :1| del hapteno activado se afiadieron a una disolucion de 30 mg de OVA en
2 ml de tampo6n carbonato 50 mM, pH 9.6. La reaccion de conjugacion se incub6 a
temperatura ambiente durante 2-3 horas con agitacion magnética. Los conjugados
obtenidos se purificaron de la misma forma que los inmundgenos. La relacion molar
hapteno/OV A se determind por espectroscopiaUV, resultando ser 5,5, 6, 9, 8, 8, 2, 4, 4,
2,2,4,9,6,2, 2,4y 6 paralos haptenos de methiocarb MXNP, MXNB, MXNH, DPNP,
DPNB, DPNH, MCNP, MCNB, MCNH, MPNP, MPNB, MPNH, PNP, PNB, PNH,
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MXOA, MXOB Y MXOH y 4, 5,5, 4, 6y 3 paralos haptenos de carbofuran BFNP,
BFNB, BFNH, BFOH, BDNH y BDOH, respectivamente.

4.3. PREPARACION DE LOS CONJUGADOSENZIMATICOS,

El método del anhidrido mixto también se empled para unir covalentemente los
haptenos a HRP. Asi, 2.9 -I de tributilamina (12.2 mol) y 1.6 - de cloroformato de
isobutilo (12.3 Zmol) se afiadieron a 13.3 - moles de hapteno en 200 -1 de DMF. La
mezcla se mantuvo con agitacion magnética durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después delaadicion de 1.8 ml de DMF, setomaron 100 1 de ladisolucion diluidade
hapteno activado y seincubaron con 1 ml de unadisoluciéndeHRP 2.2 mg/ml entampén
carbonato 50 mM, pH 9.6 durante 2 horas a temperatura ambiente. Los conjugados se
purificaron por cromatografiade exclusion molecular, como se haindicado anteriormente,
y las relaciones molares hapteno/HRP se estimaron por espectrofotometria UV,
resultando ser 1.7, 3.0, 4.6, 11.5, 11.3, 11.5, 2.3, 1.4, 3.2, 1.7, 3.4y 1.5 paralos haptenos
demethiocarb MXNP, MXNB, MXNH, DPNP, DPNB, DPNH, MCNP, MCNB, MCNH,
MXOA, MXOB y MXOH y de 1.5, 1.2, 2.0, 1.9, 2.1 y 4.2 para los haptenos de
carbofuran BFNP, BFNB, BFNH, BFOH, BDNH y BDOH, respectivamente.
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5. PRODUCCION DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES.

5.1. INMUNIZACION DE RATONES.

Ratones BALB/c hembra de entre 8 y 10 semanas de edad fueron inmunizados
medianteinyeccionintraperitoneal conlosconjugadosdemethiocarb BSA-MXNP, BSA-
MXNB, y BSA-MXNH y losde carbofuran BSA-BFNP, BSA-BFNB y BSA-BFNH. La
primera dosis administrada consistio en 200 -1 de unaemulsion 1:1 (v/v) de adyuvante
completo de Freund y de 30 : g de inmunégeno en PBS (tampon fosfato salino, 10 mM
fosfato sodico, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, pH 7.4). Los animales recibieron 2-3
inyecciones mas a interval os de 3 semanas, emulsionadas en adyuvante incompleto de
Freund. Transcurridas 3 semanas desde la Ultima dosis, se les administr6 100 - g de
conjugado en 200 - | de PBS 4 dias antes de lafusion celular.

5.2. FUSION CELULAR.

El procedimiento seguido en la fusién celular fue semejante a descrito por
Nowinski et al. (1979). Lalineacelular del mielomade ratén P3-X63/Ag 8.653 (ATCC,
Rockville, MD) se cultivd en medio DMEM suplementado con glutamina (2 mM),
aminoacidos no esenciales 1 mM, gentamicina (25 - g/ml), y suero bovino fetal (15%),
en adelante referido como medio SsDMEM. La poblacion de linfocitos B se obtuvo por
homogeneizacion del bazo del animal inmunizado. Los eritrocitos contenidos en la
suspension celular selisaron por resuspensi 6n en un tampon de bagjafuerzaionica(NH,Cl
0.155M, Na,EDTA 0.1 mM, KHCO, 0.01 M) eincubacion durante 1 minuto en un bafio
de hielo. Posteriormente, la poblacion de linfocitos se lavo tres veces con ssDMEM,
siendo el dltimo lavado con medio exento de suero, ya que las proteinas del suero
interfieren enlafusién. Por otra parte, células de mielomacultivadas en placas Petri y en
fase exponencial de crecimiento, serecogierony lavaron 2 vecesconmedios-DMEM sin
suero. Las 2 poblaciones celulares asi obtenidas se mezclaron en una proporcion 5:1
(linfocito:mieloma) y sefusionaron mediante laadicion de 1.0 ml de PEG 1500. Al cabo
de 1 minuto, la mezcla celular se diluyd lentamente (5 minutos) con SsDMEM vy se
distribuy6 en placas de cultivo de 96 pocillos a una densidad de (2-5) x 10° células por
pocillo, empleando 100 : | por pocillo. Un dia después, a cada pocillo se afiadieron 100
:l demediodesdleccion HAT (medio ssDMEM suplementado con 100 - M hipoxantina,
0.4 M aminopterinay 16 M timidina). En el caso de las fusiones procedentes de |os
ratonesinmunizados con haptenos del carbofuran, este medio conteniaademéasun 2% de
HFCS (v/v). Cuatro dias después de lafusion, 100 -1 de cadapocillo se sustituyeron por
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medio HAT fresco y ocho dias después de la fusion, otros 100 : | fueron reemplazados
por medio HT (medio HAT sin aminopterina).

5.3. SELECCION DE HIBRIDOMASY CLONACION.

Aproximadamente 11 dias después de la fusién, |os sobrenadantes de cultivo se
analizaron mediante un “ELISA diferencial” para detectar la presencia de anticuerpos
capaces dereconocer a analito correspondiente. Este procedimiento consiste en realizar,
en pocillosadyacentesde unaplacaELISA, un ensayo no competitivoy otro competitivo
para probar, respectivamente, la capacidad de los anticuerpos de reconocer a conjugado
de ensayo inmovilizado y al analito en disolucion. Para cada sobrenadante de cultivo, la
sefial obtenida en condiciones no competitivas fue comparada con |a obtenida en €
ensayo competitivo, deformaquelarel acion de ambas absorbancias se usd como criterio
para seleccionar los hibridomas que producian anticuerpos especificos de methiocarb y
carbofuran: sélo aquellos pocillos cuya sefial en el ensayo no competitivo se reduciaun
50% en presencia de una concentracion de analito de 1 - M fueron caracterizados en
mayor profundidad. L os hibridomas finalmente sel eccionados se clonaron siguiendo €l
procedimiento conocido como deladilucién limite. En el caso delas células productoras
de anticuerpos anti-methiocarb se utilizdé una capa acondicionadora (feeder-layer) de
timocitosy de macrdéfagos peritoneales parafavorecer € crecimiento de los hibridomas.
En el caso delas células hibridas productoras de anticuerpos anti-carbofuran, se utilizd
un medio HT complementado con un 2% de HFCS (v/v) como promotor del crecimiento
celular. La clonacion se efectud a densidades celulares decrecientes (50, 10 y 2
células/pocillo). Una vez los cultivos mostraron un crecimiento celular aceptable, los
sobrenadantes se ensayaron de nuevo mediante ELISA diferencial. Cuando seidentifico
en un pocillo un Unico clon positivo, éste se expandid hasta obtener células suficientes
para almacenar en nitrégeno liquido y producir una cantidad aceptable de anticuerpo
monoclonal.

5.4. PURIFICACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES.

Los anticuerpos se purificaron directamente a partir de los sobrenadantes de
cultivo (100-200 ml). El primer paso consistio en una precipitacion salina de los
sobrenadantes mediante la adicion de una disolucion de (NH,),SO, saturado (1:1, v/v).
Lasuspension asi obtenida se centrifugé durante 30 minutosa 1500 x g. En el caso delos
anticuerposde methiocarb, el precipitado obtenido seredisolvié en PBS, sediaizo frente
atampoén fosfato 5mM, NaCl 40 mM, pH 7.0y acontinuaci én se sometid acromatografia
deintercambio i 6nico sobre DEAE-Sepharose (18.5 x 2.5 cm) aun flujo de 1 ml/minuto,
utilizando como eluyente un gradiente de NaCl (0-1 M) en tampdn fosfato sodico 5 mM,
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pH 7.0. Losanti cuerposde carbofuran, traslapreci pitacion con (NH,),SO,, se sometieron
a cromatografia de afinidad sobre proteina-G-Sepharose (columnas de 5 ml HiTrap de
Amersham Pharmacia Biotech). Los anticuerpos purificados, tanto de carbofuran como
de methiocarb, se precipitaron de nuevo con (NH,),SO, y se conservaron a4 °C. En estas
condiciones, lasinmunoglobulinas son establ es durante varios afios (Montoyay Castell,
1987).
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6. INMUNOENSAYOS.

6.1. CONDICIONES GENERALES.

Independientemente del formato utilizado, todas | as incubaciones se llevaron a
cabo a temperatura ambiente y utilizando un volumen total de ensayo de 100 :I. Las
placas se tapizaron mediante la adicién de 100 -| por pocillo de determinadas
concentraciones de conjugado de OVA (formato Cl) o de anticuerpo (formato Al), en
tampon carbonato 50 mM, pH 9.6. Posteriormente, las placas se incubaron durante toda
la noche. Las disoluciones esténdar se prepararon mediante dilucion seriada en PBS a
partir de stocks en DMF, utilizando tubos de vidrio de borosilicato. Después de cada
etapa, las placas se lavaron 4 veces con solucion de lavado (NaCl 0.15 M con un 0.05%
de Tween 20). Laactividad delaperoxidasaunidaalospocillosdelaplacade ELISA en
laultimaetapade cadaensayo, serevel 6 mediantelaadicién de 100 : | por pocillo deuna
disolucién de OPD 2 mg/ml entampdn derevel ado (citrato sddico 25 mM, fosfato sddico
62 mM, pH 5.4) con un 0.012% v/v de H,O,. La reaccion enzimética se par6 a los 10
minutos mediante la adicién a cada pocillo de 100 I de &cido sulfdrico 2.5 M,
determinéndose |a absorbancia a 490 nm con el lector de placas de ELISA.

6.2. ELISA DE CONJUGADO INMOVILIZADO (FORMATO ClI).

Parallevar acabo |osinmunoensayos competitivos, |l as placas setapizaron auna
concentracion de 1 - g/ml paralos conjugados de methiocarb y con unaconcentracién de
0.01-0.1 - g/ml paralos conjugadosde carbofuran. Traslavar, seafiadieron acadapocillo
50 -1 de diferentes concentraciones de analito en PBS y 50 | de la concentracion
apropiadade anticuerpo monoclonal en PBS-B (tampon PBSconun 0.1% deBSA). Tras
1 hora de incubacién, las placas se lavaron y se afiadio a cada pocillo 100 -1 de una
disolucién 1/2000 de anticuerpo de conegjo anti-raton marcado con HRP, en PBS-T
(tampo6n PBS con un 0.05% de Tween 20). Lareaccion se incubd durante 1 horay, tras
lavar de nuevo las placas, e ensayo se revel 6 como se haindicado anteriormente. Estas
condiciones de ensayo se utilizaron para caracterizar 1os anticuerpos en términos de
afinidad y especificidad.

En los ensayos no competitivos, las etapas fueron las mismas, exceptuando que
en la primeraincubacién no se afadi6 analito.
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6.3. ELISA DE ANTICUERPO INMOVILIZADO (FORMATO Al).

L as placas se tapizaron con |os anti cuerpos de methiocarb o de carbofuran auna
concentracion de 1 - g/ml. A cada pocillo de la placa se afiadieron 50 -1 de diferentes
concentraciones ddl analito en PBS y 50 -l de una concentracion previamente
determinada de trazador enzimatico en PBS-B, estableciéndose |a etapa de competicion.
Después de 1 hora de incubacién, se midio la actividad enzimatica como se haindicado
anteriormente.

64. ELISA DE ANTICUERPO INMOVILIZADO INDIRECTAMENTE
(FORMATO All).

Lamejoraque este formato podria aportar a desarrollo del inmunoensayo en el
formato de anticuerpo inmovilizado Unicamente se estudié para el methiocarb. La
diferencia con el formato anterior consiste en €l tapizado previo de las placas con un
anticuerpo de cabra anti-ratén, a 2 -g/ml en tampén carbonato, seguido por una
incubacién de dos horas con el anticuerpo especificoal - g/ml en PBS-T.
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7.OPTIMIZACION DEL ENSAYO.

Se optimizaron dos tipos de inmunoensayos competitivos para methiocarb y
carbofuran, un ELISA indirecto de conjugado inmovilizado (formato CI) y un ELISA
directo de anticuerpo inmovilizado (formato Al). En e formato Cl se utilizaron como
conjugadosdetapizado OVA-DPNHy OVA-BFNH y como anticuerpos especificosL | B-
MXNB31ly LIB-BFNB67 paramethiocarby carbofuran, respectivamente. En el formato
Al, los anticuerpos que seinmovilizaron en el soporte fueron también LIB-MXNB31y
LIB-BFNB67 y los conjugados enzimaticos utilizados fueron HRP-MCNH y HRP-
BFNH, respectivamente. Para llevar a cabo la optimizacion, se estudié el efecto de las
concentraciones de los inmunorreactivos y la influencia de factores externos como €l
tampon utilizado, € pH, lafuerzaionicay la presencia de disolventes organicos, sobre
los pardmetros analiticos de las curvas competitivas, con la finalidad de conseguir
ELISAsde alta sensibilidad o, lo que eslo mismo, de baja | ,.

7.1.EFECTODELASCONCENTRACIONESDELOSINMUNORREACTIVOS.

Mediante EL I SAsno competitivos bidimensionales, enlos que se variaban tanto
la concentraci6n de los conjugados de ensayo como la de |os anticuerpos monoclonales,
se estudié laafinidad del anticuerpo LIB-MXNB31 por el conjugado de tapizado OV A-
DPNH y lade anticuerpo LIB-BFNBG67 por el conjugado OVA-BFNH (formato Cl), y
la afinidad de esos mismos anticuerpos por |os conjugados enziméaticos HRP-MCNH y
HRP-BFNH, respectivamente (formato Al). De estas combinaciones se eligieron las
concentraciones que producian una absorbancia entre 1 y 1.5, y se ensayaron en los
correspondientes EL1SAs competitivos.

7.2. INFLUENCIA DE LOSFACTORES EXTERNOS.

Estudio delafuerzaionica. Paraevaluar el efecto de laconcentracion salinadel
medio de reaccién sobre los parametros de la curva estdndar de cada ensayo, las
disoluciones estandar de los analitos paralas curvas competitivas se prepararon en agua,
mientras que los anticuerpos monoclonales (formato Cl) y los trazadores enziméticos
(formato Al) se disolvieron en tampones de diferente fuerza idnica, manteniendo
constante el pH (7.4). Para cubrir un amplio rango de fuerzaidnica, estos tampones se
prepararon diluyendo un tampon PBS 16 x, que conteniaun 0.1% de BSA, con aguaque
también contenia BSA ala misma proporcion.
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Estudio del pH. Paraestudiar lainfluenciadel pH sobre losinmunoensayos, las
disoluciones estandar de los analitos paralas curvas competitivas se prepararon en agua,
mientras que | os anti cuerpos monoclonal esy |0s conjugados enziméticos se diluyeron en
tampones de diferente pH. Se preparé un tampdn citrato sddico 150 mM, Tris 150 mM
e hidrogenofosfato disodico 150 mM con BSA a 0.1%, pH 10. Alicuotas de 200 ml se
gjustaron adiferentespH con HCI concentrado, y lafuerzaidnicase ajusté a mismovalor
en todos los tampones (I = 1487 mM) mediante la adicion de NaCl 4 M con 0.1% de
BSA. Después de la confirmacion del pH, cada alicuota se diluyé 1/2 con agua que
conteniaun 0.1% de BSA paraconseguir tampones con unafuerzaiénicasimilar aladel
PBS 4x.

7.3. PRESENCIA DE DISOLVENTES ORGANICOS.

Se determind el efecto sobre |os ensayos de methiocarb y carbofuran de varios
disolventespolareshabitua mente utilizadosen lapreparaci 6n de muestrasparael andlisis
cromatografico de plaguicidas: metanol, etanol, acetona, acetonitrilo, tetrahidrofurano y
2-propanol. Las disoluciones estdndar de analito para las curvas competitivas se
prepararon en tampon PBS 2x y los anticuerpos monoclonaes y los trazadores
enzimaticos en tamp6n PBS-B 2x (tampdn PBS 2x con 0.1% BSA) con diferentes
cantidades de estos disolventes (0 - 40%).

66



Materiales y métodos

8. ESTIMACION DE LAS CARACTERISTICAS DE
LOS INMUNOENSAYOS.

8.1. PARAMETROSDE LA CURVA ESTANDAR.

Lascurvasestandar seobtuvieron por triplicado, procesandosel osval oresmedios
deabsorbanciaparacadaconcentracién deanalito. Estascurvassegjustaronalasiguiente
ecuacion de cuatro pardmetros (Raab, 1983):

y=(A-D)/[1+(x/C)®]+D

donde A es el valor de la asintota maxima, B esla pendiente de la curva en el punto de
inflexion, C es la concentracion de analito en el punto de inflexion, que produce una
inhibicion aproximadamente igual al 50% de la sefial méaxima (ls,) y D esel valor dela
asintota minima. Como ya se menciono en €l apartado 3.3.3.1 de laintroduccion a esta
memoria, lals, esunaestimacion tanto delaafinidad del anticuerpo haciael analito como
delasensibilidad del método, de manera que cuanto mas sensible sea un inmunoensayo,
menor seré su I,

En algunos casos | as sefial es se normalizaron expresandolas como el porcentaje
de lasefial maxima (A/A,. x 100) para cada concentracion de analito.

8.2. ESTUDIOS DE REACTIVIDAD CRUZADA.

Laespecificidad es un aspecto crucial en uninmunoensayo y depende tanto del
anticuerpo como del trazador o del conjugado de tapizado. La especificidad de los
inmunoensayos de carbofuran y methiocarb se evalud estimando la capacidad de los
anticuerposmonoclonalesLIB-MXNB31y LIB-BFNB67 dereconocer asus metabolitos
y aotros compuestos rel acionados en mayor o menor medida con estos plaguicidas. Para
elo, se llevaron a cabo ensayos competitivos utilizando estos compuestos para la
preparacion de curvas estdndar. Las curvas de inhibicion, obtenidas por triplicado, se
gjustaron ala ecuacién sigmoide de cuatro parametros, determinéndose la |, para cada
uno de los analitos. Lareactividad cruzada (RC) se calculé como sigue:

RC = (I5, methiocarb o carbofuran) / (15, analito) x 100
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9. APLICACION DE LOS ELISAs DE CARBARYL,
CARBOFURAN Y METHIOCARB AL ANALISIS DE
FRUTAS Y HORTALIZAS. ESTUDIOS DE
RECUPERACION Y VALIDACION.

9.1. FORTIFICACION Y EXTRACCION DE MUESTRAS.

Estas tareas se realizaron en el Laboratorio Agroalimentario de la Comunidad
Valenciana. Diferentes frutas (naranja, fresdn y manzana) y hortalizas (tomate, pepino,
pimientoy patata) adquiridasen supermercadoslocal es, fueron analizadaspor HPL C para
comprobar la presencia de residuos de carbaryl, carbofuran y methiocarb. Ninguno de
estos analitos fue detectado. Se prepard una mezcla de |os tres N-metil carbamatos, cada
uno de ellos a 200 ppb en diclorometano, a partir de stocks a 20 ppm. Esta mezcla se
diluyé con diclorometano para obtener disolucionesdefortificacion a2, 10y 40 ppb. 75
ml de estas mezclas se afiadieron a 15 g de las matrices vegetal es previamente trituradas,
obteniéndose muestras fortificadas a 10, 50 y 200 ppb (muestras de concentracién
conocida). De forma similar se prepararon otras muestras cuya concentracion de
plaguicidanos era desconocida(muestras ciegas), y que fueron utilizadas en los estudios
de validacion. Después de 10 minutos de contacto entre la disolucién de fortificacion y
lamuestra, € disolvente organico fue eliminado a baja presion en un bafio de aguaa 30
°C. El proceso de extraccion y purificacion fue llevado a cabo segiin el método descrito
por de Kok y Hiemstra, 1992. Las muestrasfortificadas se homogeneizaron con 30 ml de
acetonacon un Ultra-Turrax T-25 durante 30 segundos. A continuacion se afiadieron 30
ml de diclorometano y 30 ml de hexano y la mezcla se homogeneizé durante 60
segundos. Después, |as muestras se centrifugaron durante 5 minutos a4000 rpmy lafase
organica se transfiri6 a una probeta para determinar el volumen recuperado. Dos
porciones de 20 ml fueron transferidas a matraces conicosy € disolvente se evaporo a
baja presidn en un bafio de agua a 30-35 °C. Unade las aicuotas se redisolvié en 10 ml
deaguaapH 3, mientrasquelaotrafueredisueltaen 10 ml dediclorometanoy purificada
sobre una columna BondElut-NH2 de 1 g, previamente acondicionada con 10 ml de
diclorometano. Los plaguicidas se eluyeron con 5 ml de diclorometano y 10 ml de una
mezcla etanol-diclorometano 1:99. Aunque este tipo de columna es muy eficiente para
limpiar la muestra de los componentes de la matriz, los N-metilcarbamatos no son del
todo retenidos bajo estas condiciones. Asi pues, para evitar pérdidas en esta etapa, €
eluyente se empez6 a recoger al mismo tiempo que la muestra fue introducida en la
columna. El eluido se concentré a sequedad en el rotavapor, y después el residuo se
disolvio con 10 ml deaguaapH 3, conteniendo un 10 % de metanol, y sefiltré utilizando
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filtros GELMAN Acrodisc GHP 13 mm, 0.45 - m. Los extractos en agua (muestras no
purificadas) fueron determinados Unicamente por ELISA, mientras que los extractos
purificados se analizaron por ELISA y HPL C. Ambos tipos de muestras se conservaron
a-20°C hastasu andlisis.

9.2. DETERMINACIONES POR ELISA.

Todas|asincubaciones tuvieron lugar atemperatura ambiente. Después de cada
etapa, las placas se lavaron cuatro veces con tampén de lavado.

Formato de conjugado inmovilizado (Cl). Las placas se tapizaron con
100 :1/pocillo de los siguientes conjugados para los ensayos de carbaryl, carbofuran y
methiocarb, respectivamente: OVA-CNA1l a1l -g/ml, OVA-BFNH a 0.01 -g/ml y
OVA-DPNH a1 -g/ml, en tamp6n carbonato 50 mM, pH 9.6. Después de incubar las
placas durante toda la noche, se afiadié a cada pocillo 50 -1 de las muestras o de las
disoluciones patron preparados en tampdn F (tampon 100 mM fosfato sodico, 137 mM
NaCl, pH 7.2) y 50 -1 de las disoluciones de los anticuerpos monoclonales frente a
carbaryl (LIB-CNH45 a 0.04 :g/ml), carbofuran (LIB-BFNB67 a 0.05 -g/ml) y
methiocarb (LIB-MXNB31 a 0.04 :g/ml), preparadas en tampon FB (tampo6n F que
contiene 0.1% BSA y 0.02% thimerosal). La reaccion se incubd durante una hora
Transcurrido este tiempo, se afiadié una disolucién 1/2000 de anticuerpo marcado
preparada en tampon PBST. Al cabo de una hora, la actividad enzimética que quedd
unida ala placa se determin6 como se haindicado anteriormente.

Formato de anticuerpo inmovilizado (Al). Las placas se tapizaron con
100 :I/pocillo de los anticuerpos LIB-CNH45 a 1.5 g/ml, LIB-BFNB67 al zg/ml y
LIB-MXNB31a0.75 - g/ml, preparados en tampén carbonato 50 mM, pH 9.6. Después
de incubar las placas toda la noche, se afiadio a cada pocillo 50 -1 de las disoluciones
patrén o del extracto de muestra, adecuadamente diluidos entampdn F, seguido por 50 - |
delasdisolucionesdelostrazadores enzimaticosHRP-CPNU a0.07 - g/ml, HRP-BFNH
a0.1 - g/mly HRP-MCNH a0.4 - g/ml respectivamente, preparadas entampén de ensayo
FB. Al cabo de unahora, laactividad enzimati caque quedoé unidaalaplaca se determind
como se haindicado anteriormente.

9.3. DETERMINACIONES POR HPLC.
Estafase del trabajo se realizd también en el Laboratorio Agroalimentario dela

Comunidad Valenciana. La separacion analitica de | os plaguicidas tuvo lugar sobre una
columna en fase reversa Waters C,; (tamafio de particula4 zm), 150 x 3.9 mm, y fue
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usada conjuntamente con una columna de guarda Waters Nova-Pak C,, . Latemperatura
de la columna se mantuvo a 30 °C y el volumen de la muestra inyectada fue de 400 :1.
El flujo de lafase mévil se mantuvo a 1.5 ml/minuto.

L os patrones de calibracion delamezclade plaguicidasa100, 25y 5 ppb fueron
preparados en agua a pH 3 a partir de soluciones stock individuales que se pasaron a
empezar el andlisisy cada diez muestras.

Las migraciones cromatograficas se obtuvieron utilizando un gradiente ternario
cuyo perfil se muestra en la tabla 2.1. La temperatura del reactor post-columna se
mantuvo a 80 °C. Las disoluciones de NaOH y OPA fueron introducidas, a un flujo de
0.5 mi/minuto, en la columna donde tiene lugar la hidrélisis y en € sistema de
derivatizacion, respectivamente. La deteccion de los plaguicidas como derivados
fluorescentes del isoindol se llevd a cabo utilizando 339 nm como longitud de onda de
excitacion y 445 nm como longitud de onda de emision.

Tabla2.1. Condiciones de gradiente para el analisis de N-metilcarbamatos por HPL C.
Tiempo (min) Agua (%) Metanol (%) Acetonitrilo (%) Curva®
Inicial 88 12 0
4.00 88 12 0 1
4.10 68 16 16 3
16.10 30 35 35 10
19.00 88 12 0 9

#Formas de las curvas de gradiente: (1) instante de transicion, (3) curva convexa, (9), (10) curva concava.
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10. DESARROLLO DEL ELISA MULTIANALITO.

Después de desarrollar ELISAs individuales para el andlisis de methiocarb y
carbofuran, y disponiendo de otro para el carbaryl, seintentd igualar las sensibilidades
de todos ellos con la finalidad de integrarlos en un ensayo multirresiduo que permitiera
la deteccidn simultanea de estos tres plaguicidas. Como el ensayo menos sensible fue el
de carbofuran, se buscaron aquellas combinaciones de inmunorreactivos que
proporcionaban I, mayores, similaresaladel ELISA de carbofuran, en los ELISAsde
carbaryl y methiocarb.

El ELISA multianalito seintent6 desarrollar desde un principio en el formato Cl,
tapizando diferentes pocillos de laplaca ELISA con los conjugados especificos de cada
analito, y con posterior incubacion simultanea de una mezcla patrén de los tres analitos,
y de unamezclade lostres anticuerpos especificosy del segundo anticuerpo marcado, lo
gue permitiria reducir el ensayo a una Unica etapa.

Un requerimiento fundamental en este formato de ensayo multianalito, es la
ausenciade reconoci mientos cruzados entre un anticuerpo monoclonal determinadoy los
conjugados de ensayo correspondientes a los otros analitos. Para establecer la
compatibilidad delosinmunorreactivosse utilizaron tanto EL | SAsno competitivoscomo
competitivos.

ELI1SAs no competitivos. La finalidad de estos ensayos fue determinar la
especificidad de cadaanticuerpo sel eccionado hacialos haptenos conjugadosde OV A de
los otros dos analitos, evitandose de esta forma posibles interferencias posteriores.

EL I SAscompetitivos. Unavez escogidas mediante EL 1 SAsno competitivoslas
parejas de inmunorreactivos compatibles mas adecuadas, los ELISAs competitivos se
utilizaron para determinar sus concentraciones optimas en e ensayo multianalito.
Ademés, se utilizaron también para confirmar la ausencia de reconocimientos cruzados
anticuerpo-conjugado. Para llevar a cabo este estudio se diseflaron dos tipos de
experiencias.

En la primera de €ellas, se tapizaron diferentes regiones de tres placas con los
conjugados seleccionados, y en cada placa se ensay0 la curva estdndar de la mezcla de
los tres analitos con un anticuerpo. De este modo debian de hacerse evidentes aquellos
casos no deseables en los que pudieran aparecer curvas competitivas asociadas a la
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combinacion de un determinado anticuerpo con conjugados de ensayo distintos al de su
correspondiente analito.

En la segunda experiencia se tapizaron tres placas, una con cada uno de los
conjugados seleccionados. En cada placa se ensayaron cuatro combinaciones posibles:
la curva estandar del analito correspondiente al tapizado con su anticuerpo, la curva
estdndar de ese analito con una mezcla de | os tres anticuerpos, la curva estandar de una
mezcla de los tres analitos con e anticuerpo correspondiente al tapizado y la curva
esténdar de una mezcla de los tres analitos con una mezcla de | os tres anticuerpos.

Las condiciones generales tanto de los ELISAs competitivos como de los no
competitivos son basicamente las mismas que las descritas en el apartado 9.2 de este
capitulo, excepto que el medio de dilucion de los anticuerpos es el tamp6n FT, en el que
se ha sustituido la BSA del tampén FB por Tween 20, para paliar las interferencias
inespecificas producidas por laadicion del anticuerpo marcado alaetapade competicion.
Tanto el tampo6n FT como el tampdn de dilucién delosanalitos (tampdn F) se prepararon
a una concentracion 5x y se diluyeron 5 veces con agua destilada en el momento de su
uso.
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11. APLICACION DEL ENSAYO MULTIANALITO.
ESTUDIOS DE RECUPERACION.

La evaluacion de la capacidad del ensayo multianalito para determinar cada
plaguicidaindividualmente, incluso en presencia de los otros dos, se llev6 a cabo sobre
14 muestras de tampon F fortificadas con diferentes concentraciones de carbaryl,
carbofuran y methiocarb, a partir de stocksa 100y a 2 ppm preparados en DMF.

Por otraparte, el ensayo multianalito también seaplicé a andlisisdelasmuestras
gue se utilizaron en la validacion de los ensayos individuales, y cuya preparacion ya se
ha descrito en el apartado 9.1de esta seccion.

Las medidas se obtuvieron interpolando las absorbancias sobre una recta de
calibracién formada por tres puntos, correspondiente a la parte central de las curvas
sigmoides del ensayo competitivo. En cada ensayo se incluyé siempre un blanco de
ausencia de andito.

Condicionesdel EL I SA. Laplacasetapizd con 100 : I/pocillodelosconjugados
OVA-2NAH (para carbaryl), OVA-BFNH (para carbofuran) y OVA-MCNP (para
methiocarb) a2, 0.1y 4 - g/ml respectivamente, en tampdn carbonato pH 9.6. Después
de incubar toda la noche atemperatura ambiente, las placas se lavaron cuatro veces. A
continuacion, se afadié 50 :l/pocillo de las muestras a diferentes diluciones y de los
patrones de calibracion diluidos 1/250 en tampon F. Los patrones de calibracion se
preparaban diariamente en tampdn F apartir deun stock 50 ppm de carbaryl y methiocarb
y 200 ppm de carbofuran en DMF, y contenian | as sigui entes concentracionesde analitos:

ST1: 500 ppb de carbaryl y methiocarb y 2000 ppb de carbofuran.
ST2: 100 ppb de carbaryl y methiocarb y 400 ppb de carbofuran.
ST3: 25 ppb de carbaryl y methiocarb y 100 ppb de carbofuran.

Seguidamente, se afiadi6 a cada pocillo 50 - | de lamezcla de anticuerpos monoclonales
diluida /100 en tampdn FT gue contenia el anticuerpo marcado a una dilucién 1/500.
Estamezclaestabaformadapor losanticuerposmonoclonalesL 1B-CNH45, LIB-BFNB67
y LIB-MXNH14 a 14, 8y 40 - g/ml, respectivamente. Después de incubar la reaccion
unahoraatemperaturaambiente, y lavar las placas cuatro veces, laactividad peroxidasa
unida alos pocillos se determind tal como se ha descrito.
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1. DESARROLLO DE INMUNOENSAYOS PARA EL
METHIOCARSB.

1.1. SINTESIS DE HAPTENOS.

Laetapainicial, quizas la més critica en el desarrollo de inmunoensayos para
plaguicidas, consiste en € disefio y lasintesis del hapteno apropiado que se vaautilizar
en la preparacion de los conjugados inmunogeénicos. La gran importancia que se le
atribuye a esta etapa radica en €l hecho de que la especificidad y la afinidad de los
anticuerpos estén fundamentalmente determinadas por la estructura de dicho hapteno
(Harrison et al., 1990; Goodrow et al., 1995). En este sentido, y tal como se expuso en
e apartado 3.3.1 de la Introduccién, un hapteno inmunizante deberia de tener una
estructura 10 mas parecida posible a la del plaguicida y las mismas propiedades
geométricas, el ectroni cas e hidrof 6bicas. Ademés, el brazo espaciador no deberiadetener
grupos de fuerte caracter antigénico como anillos aromaticos, dobles enlaces o
heterodtomos, y deberiade estar separado de un determinante hapténico importante para
facilitar su reconocimiento. No obstante, laincertidumbre sobre el disefio de haptenos es
de tal magnitud que € criterio mas extendido de conservar a maximo la estructura del
analito presenta notables excepciones. Asi, Schlaeppi et al. (1992), Mercader et al.
(1995), Queffelec et al., (1998) y Simon et al., (1998) han descrito la produccion de
anticuerpos para triasulfuron, azinphos-methyl, deltamethrin y metsulfuron-methyl,
respectivamente, a partir de haptenos consistentes Unicamente en una parte de la
estructura completa del plaguicida.

Siguiendo laaproximacion quimicaqgue se utilizd parasintetizar |os haptenosde
carbaryl (Abad y Montoya, 1994), se han obtenido tres haptenos inmunizantes para
methiocarb: MXNP, MXNB y MXNH (figura 3.1.1), mediante laintroduccién directa,
atravésdel grupo carbamato, de un brazo espaciador de diferente longitud. L os haptenos
sintetizados de esta manera, es decir, mediante la elongacién de una cadena alifatica
presente en el analito, apenas modifican laestructuray ladistribucion electronicade la
mol écula de methiocarb, por |o que pueden ser considerados como muy adecuados para
la produccion de anticuerpos frente a esta molécula. Ademés de los haptenos
inmunizantes, se han sintetizado otros para ser utilizados como haptenos de ensayo, que
presentan heterologia estructural y de brazo espaciador con respecto al inmunizante. La
sintesis de este tipo de haptenos puede ser una valiosa aproximacion para aumentar la
sensibilidad de los inmunoensayos que se vayan a desarrollar. En nuestro caso, se ha
sintetizado un panel de 15 haptenos heterdlogos agrupadosen 5 series (figura3.1.1), que
difieren delos haptenosinmunizantes en el nimero de sustituyentesen el anillo (MCN*,
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DPN*, MPN* y PN*) o0 en €l tipo de brazo espaciador (serie MXO*). Ademés, los
haptenos de la misma serie difieren entre si en la longitud del brazo espaciador. Asi, el
hapteno MXOA tienen un brazo espaciador derivado del cloroacetato de etilo, los
haptenos *P tienen un brazo espaciador derivado del &cido aminopropanoico, los
haptenos *B tienen un brazo espaciador derivado del acido aminobutirico o del 4-
bromobutirato de etilo y los haptenos *H tienen un brazo espaciador derivado del &cido
aminohexanoico o del 6-bromohexanoato de etilo.

o)
] Il
O_C_H_(CHZ)n_COOH O—(CH,),—COOH O—C—N—(CH,),—COOCH
H
HsC CHj H4C CH, CHy
SCH4 SCH4 SCH3
n=2MXNP n=2MXOA n=2MCNP
n=3MXNB n=3MXOB n=3MCNB
n=5MXNH n=5MXOH n=5MCNH
1l ﬁ i
]
o— C_m_(CHZ)n— COOH O—C—N—(CH,),—COOH O—C—N—(CH,),—COOH
H H
HsC CH3
SCH3
n=2DPNP n=2MPNP n=2PNP
n=3DPNB n=3MPNB n=3PNB
n=5DPNH n=5MPNH n=>5PNH
Figura3.1.1. Estructuras delos haptenos sintetizados par a methiocar b.
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1.2. PRODUCCION DE ANTICUERPOS FRENTE A METHIOCARSB.
1.2.1. Caracterizacion delos antisueros de raton.

Para evaluar si los inmunégenos preparados eran adecuados para inducir la
produccion de anticuerpos que reconocieran al methiocarb, seinmunizaron tres ratones
con cadauno delos haptenos de laserie MXN* conjugadosaBSA. Una semanadespués
delatercerainyeccion, se obtuvo suero de cadaraton para evaluar la concentracion de
anticuerpos capaces de reconocer a los haptenos inmunizantes conjugados a OVA,
medianteun EL1SA no competitivo, y su capacidad de unirse al methiocarb, representada
por losvaloresdels, enun ELISA competitivo. Todos| ossuerosensayadosreconocieron
asus correspondientes conjugados homélogos con diluciones alrededor de 1x10° (tabla
3.1.1). Ademas, seunian competitivamenteal methiocarb convaloresdel, comprendidos
entre 121y 1128 nM. Seguin estos resultados, 10s tres haptenos parecen ser vaidos para
la produccion de anticuerpos monaoclonales frente al methiocarb, ya que no se observé
unainfluencia clara de lalongitud del brazo espaciador del hapteno.

Tabla3.1.1. Resumen delafusion celular y delos resultados de la seleccion de hibridomas.
no. de pocillos
no. de
hapteno no. de I 5 del positivos® competitivos® hibridomas’
inmunizante ratén suero®(nM)  sembrados (conjugado) (analito) clonados
MXNP 1 329 288 22 2 2°
2 121 288 46 46 2
3 428 288 150 0 0
MXNB 1 618 288 14 1 1°
2 156 288 4 0 0
3 1128 384 177 16 2
MXNH 1 273 384 150 12 4
2 713 288 141 20 4
3 694 288 4 0 0

8 asplacasELISA setapizaron con el conjugado homdlogoal - g/ml y ladilucion del antisuero se determind previamente
para obtener una sefial maxima alrededor de 1. °Pocillos con anticuerpos que reconocieron los haptenos homélogos
conjugados a OVA en un ELISA indirecto (absorbancia > 0.5). “Pocillos que reconocieron 0.1 M de methiocarb
(inhibicion > 50%). 9Sdlo los hibridomas que secretaron los anticuerpos de mayor afinidad hacia methiocarb fueron
estabilizados y clonados. °Estos hibridomas se abandonaron durante el proceso de clonacion debido a que se obtuvieron
mejores anticuerpos.
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1.2.2. Produccién de anticuer pos monoclonales.

Larespuesta policlonal producidafrente a un antigeno es una mezcla compleja
deanticuerpos que muestran diferente especificidad y afinidad haciadicho antigeno. Una
de las ventgjas de la tecnologia de produccién de anticuerpos monoclonales es que
permite seleccionar aquellas células productoras de los anticuerpos de mayor afinidad.
Por tanto, esposi bl e encontrar anti cuerpos monocl onal escon unaafinidad haciael analito
de hasta 3 6 4 érdenes de magnitud mayor queladel antisuero del ratdn apartir del cua
dichos anticuerpos fueron producidos (Abad y Montoya, 1994; Jones et al., 1995). Para
el methiocarb serealizaron nueve fusiones, tres por cadainmundgeno. L os resultados de
los hibridomas obtenidos y de su posterior seleccién se presentan en latabla 3.1.1. En
lineas generales, todas las fusiones rindieron pocill os con anticuerpos que reconocian €l
correspondiente conjugado homdl ogo, pero sélo unos pocosresultaron competitivoscon
una concentracién de methiocarb 0.1 =M. De todos €ellos, solamente se clonaron y
expandieron los 12 hibridomas que presentaban |a maxima afinidad hacia methiocarb: 2
hibridomas procedian de ratones inmunizados con el hapteno de brazo espaciador mas
corto (MXNP), otros 2 hibridomas procedian de |os que habian sido inmunizados con €l
hapteno debrazo espaciador intermedio (M XNB) y los8 restanteshabian sido producidos
con el hapteno de brazo espaciador méslargo (MXNH). El hecho de queel mayor nimero
de hibridomas derivara de MXNH no deberia ser atribuido necesariamente alalongitud
del brazo espaciador, sino alaaltavariabilidad que entrafiael proceso delafusion celular
(Harlow y Lane, 1988).

Los anticuerpos monoclonales obtenidos fueron purificados a partir de los
sobrenadantes de cultivo para proceder a su caracterizacion. La afinidad de estos
anticuerpos hacia el methiocarb fue estimada a partir de las curvas de inhibicién en €
formato de ELISA homdlogo con conjugado inmovilizado (formato Cl). En estas
condiciones, se obtuvieron valores de |, entre 1y 10 nM, lo cual significa un aumento
de 2 6rdenes de magnitud con respecto ala afinidad mostrada por | os antisueros de ratén
evaluados en las mismas condiciones.

1.3. DISENO DE INMUNOENSAYOS PARA METHIOCARB.
L os 6 anti cuerpos monocl onales que mostraron el menor valor del,enel ELISA

homal ogo de conjugado inmovilizado, se utilizaron parael disefio delosinmunoensayos
de methiocarb en los formatos CI y Al.
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1.3.1. Ensayos en € formato de conjugado inmovilizado.

En primer lugar se evalud, mediante ELISAs no competitivos, el nimero de
conjugados heterdlogos y la extension en la que eran reconocidos por |os anticuerpos
seleccionados. Los resultados obtenidos (tabla 3.1.2) muestran un patrén de
reconocimiento de los conjugados de OV A diferente para cada anticuerpo. Asi, mientras
LIB-MXNP22 reconocié solamentetres conjugados, L1B-MXNH31 reconoci6 12 delos
18 conjugados. Como era de esperar, los conjugados mejor reconocidos por todos los
anticuerpos son los derivados de | os haptenos pertenecientes alaserie MXN*, lamisma
que fue utilizada parainmunizar |os ratonesy que solo difieren en lalongitud del brazo
espaciador. Por otra parte, |os conjugados provenientes de los haptenos de la serie PN*,
gue no tiene ningun sustituyente en el anillo, no fueron reconocidos por ninguno de los
anticuerpos, y los que proceden de la serie MPN*, con un Gnico sustituyenteen € anillo,
sblo fueron bien reconocidos por LIB-MXNB31, al igual que los procedentes de laserie
MXO*, que se caracterizan por tener el brazo espaciador directamente unido al atomo de
oxigeno del precursor fendlico, por 1o que este anticuerpo puede ser considerado como
el menos susceptible alos cambios producidos en laestructuradel hapteno de ensayo. Se
encontrd una situacion intermedia para los conjugados inmovilizados derivados de los
haptenos de las series MCN* y DPN*, ambas con dos sustituyentes en € anillo. Estos
conjugados, especialmente los que tienen un brazo espaciador de 4 y 6 d&omos de
carbono, fueron reconocidos con un alto titulo por casi todos los anticuerpos. El hecho
de que los haptenos MXO*, que carecen del grupo carbamato, solamente fueron
reconocidos por LIB-MXNB3L1, hace reflexionar sobrelaaproximacion quimicaseguida
para obtener haptenos heterdlogos para esta clase de plaguicidas, y evidencia la
importanciadel grupo carbamato en el reconocimiento de los haptenos heterdl ogos por
parte de los anticuerpos.

En cualquier caso, estos resultados confirman que larelacion entre la estructura
del hapteno y su utilidad como hapteno de ensayo depende del anticuerpo. Por tanto, es
esencial disponer de un amplio panel de anticuerposy haptenos parael desarrollo de un
inmunoensayo.
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Tabla3.1.2. Reconocimiento de los haptenos conjugados a OVA por los anticuerposde
methiocarb en el formato Cl .

Amticuer pos Monoclonales

Hapteno
conjugado LIB-MXNP22 LIB-MXNB31 LIB-MXNB33 LIB-MXNH14 LIB-MXNH15 LIB-MXNH22
MXNP r + + + + +
MXNB + r s + + +
MXNH + + + r r r
MCNP + +/- +/- +/-
MCNB + + + + +/-
MCNH + + + + +/-
DPNP +/-
DPNB + +1/- + +/-
DPNH + + +
MPNP
MPNB +
MPNH + +1/-
PNP
PNB
PNH
MXOA + +/-
MXOB + +
MXOH +

8 as placas ELISA se tapizaron con los conjugados de OVA a 1 zg/ml. Los simbolos indican la concentracion de
anticuerpo que proporcionaunaabsorbanciade 1 en las condiciones establecidas: < 0.02 = g/ml (+); entre0.02y 0.3 Zg/ml

(+/-); >0.3 - g/ml (sin simbolo). Las combinaciones homdlogas estan destacadas con un circulo.

Trasevaluar el patrén dereconoci miento de cadaanti cuerpo hacial os conjugados
de OVA, se obtuvieron curvas de inhibicion utilizando methiocarb como competidor.
Casi todoslosanticuerposincrementaron su afinidad aparente haciamethiocarb por €l uso
de conjugados heterdlogos, con disminuciones en los valores de |5, de hasta un orden de
magnitud (tabla3.1.3, formato Cl). En este sentido, lal 5, del anticuerpo monoclonal LIB-
MXNB31 cambi6 de 1.65 nM con OVA-MXNB (hapteno homologo) a0.12 nM con €l
conjugado OV A-DPNH. También se observaron aumentos de sensibilidad de 4-6 veces
con los anticuerpos LIB-MXNB33, -MXNH14, y -MXNH15. Sin embargo, no se
observaron mejorassignificativascon losanticuerposLIB-MXNP22y -MXNH22 (datos
no mostrados). Enlafigura3.1.2 se muestran las curvas competitivasdelos 4 anticuerpos
monoclonales que incrementaron su afinidad aparente hacia methiocarb por el uso de
conjugados heterdélogos. Enlineasgeneral es, se puede afirmar quel oshaptenosde ensayo
pertenecientes alamismaserie, esdecir, que sélo se diferencian en lalongitud del brazo
espaciador, proporcionaron ensayos con valores de |, muy similares. Por consiguiente,
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aungue los haptenos con heterologia de longitud de brazo espaciador son féciles de
preparar, no se deberia esperar, siguiendo esta estrategia, grandes mejoras en la
sensibilidad.

Tabla3.1.3. Estudiodelainfluenciadel formato de ELISA y dela heter ologia de hapteno para
los 4 anticuer pos de methiocar b seleccionados®.
LIB-MXNB31 LIB-MXNB33 LIB-MXNH14 LIB-MXNH15
formato® formato formato formato
hapteno
conjugado cl Al All cl Al All cl Al All cl Al All
MXNB I 1.65 053 092 062 080 085 047 046
Amx 086 144 113 087 110 122 084 134
MXNH Iso 113 039 092 093 08 143 091 063 069 061 081
Amx 104 048 190 126 102 119 132 095 139 068 087

MCNH Iso 021 o011 0.60 022 039 069 014 020 047 014 030 053
Anx 141 076 2.26 083 085 114 144 076 121 115 103 114
DPNH Iso 0.12 0.33 0.53 022 019 032 014 023 031

Anax 113 0.93 0.84 122 090 119 0.97 0.81 101

¥ osvalores de |5 estan expresados en nM, A .., fue medida a 490 nm, y | as combinaci ones homdlogas estén indicadas
ennegrita. Lascasillasvaciasindican que estas combinaciones no se ensayaron porque no proporcionaron suficiente sefial
méxima en ausencia de analito. °Cl, formato de conjugado inmovilizado; Al, formato de anticuerpo inmovilizado; All,
formato de anticuerpo inmovilizado indirectamente. Los conjugados de OVA se utilizaron a1 - g/ml. Laconcentracion
delos conjugados de HRP vari6 de 0.06-1 - g/ml dependiendo del trazador utilizadoy desi el anticuerpo seinmovilizaba
directamente a la placa (formato Al) o a través de un anticuerpo de captura (formato All). La concentracién de los
anticuerpos especificosinmovilizados fue 1 = g/ml y en ensayo vari6 entre 0.015-0.03 : g/ml dependiendo del conjugado
de OVA utilizado. L os anticuerpos de captura se utilizaron a2 - g/ml.
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Figura3.1.2. Ensayoscompetitivosdemethiocarben el formatoCl. Se
han utilizado los AcM indicados en las gréficas, y los
haptenos: ( ) homodlogo, ( ) MCNH y (=) DPNH
conjugados a OV A, aunaconcentracién de 1 - g/ml.

1.3.2. Ensayos en e formato de anticuer po inmovilizado.

Delamismamaneraquesehizoen el formato Cl, sellevaron acabo experiencias
no competitivas antes delos ensayos de inhibicidn paraver qué conjugados enzimaticos
y en qué medida eran reconocidos en los formatos Al y All. Se ensayaron
concentraciones de los haptenos conjugados a HRP (trazadores enzimaticos) desde
1ng/ml al Zg/ml, en placas tapizadas con 1 - g/ml de anticuerpo unido directamente a
la placa. S6lamente los conjugados enzimaticos derivados de los haptenos MXNB,
MXNH, MCNH y DPNH fueron reconocidosy no por todos |os anticuerpos. De hecho,
LIB-MXNP22 y LIB-MXNH22 no reconocieron a ninguno de los 12 conjugados
ensayados, LIB-MXNB3L1y LIB-MXNH14reconocieron 2 conjugadosy LIB-MXNH15
y LIB-MXNB33 sblo reconocieron 3. Hay dos hechos que Ilaman especialmente la
atencion. Por una parte, €l anticuerpo LIB-MXNB31, que es €l que mas conjugados a
OVA reconocia, no es el gque se une a més trazadores. Por otra parte, LIB-MXNH14 y
LIB-MXNB31 s6lo reconoci eron trazadores heterdl ogos. Estosresultados coinciden con
los obtenidos por otros autores en este campo, los cuales indican que el nimero de
haptenos acoplados a HRP reconocidos por un anticuerpo es siempre menor que €l
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nimero de haptenos conjugados a OVA (Manclis y Montoya, 1996a; ManclUs et al.,
1996; Abad et al., 1997 a,b). Mas aun, es poco probabl e que un anticuerpo determinado
reconozca un trazador enzimético si el mismo hapteno conjugado a OVA no es
reconocido en el formato Cl. El hecho de que ninguno de los haptenos con €l brazo
espaciador derivado del &cido aminopropanoico (haptenos* P), y que solo uno delosque
poseen € brazo espaciador derivado del acido aminobutirico (MXNB) fuerareconocido
por los anticuerposinmovilizados, esta de acuerdo con |os resultados obtenidos por otros
autores, que indican que los haptenos con brazos espaciadores cortos son menos
apropiados paraformar conjugados enziméticos, probablemente debido aimpedimentos
estéricos (Skerrit et al., 1992; Bekheit et al., 1993; Schneider et al., 1994).

Las combinaciones anticuerpo monoclonal-trazador que proporcionaron
suficiente sefial, se utilizaron en ensayos competitivos frente a methiocarb. Los valores
de I, comprendidos entre 0.1 y 0.9 nM, fueron muy similares a los encontrados en el
formato Cl (tabla 3.1.3). La sensibilidad del ensayo también mejor6 por € uso de
trazadores heterdlogos con respecto a los homélogos, aungue esta mejoria no fue tan
acusadacomo laque seencontré en el formato CI. No obstante, lal, del anticuerpo L1B-
MXNH15 disminuy6 3 veces con el conjugado HRP-DPNH. En la figura 3.1.3 se
muestran las curvas competitivas de |os 4 anticuerpos monocl onal es que reconocieron a
los conjugados heterélogos HRP-MCNH y HRP-DPNH.
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Figura3.1.3. Ensayoscompetitivosdemethiocarb en el formatoAl. Se
han utilizado losAcM indicadosen lasgréficasal Zg/mly
los haptenos: () homdlogo, ( ) MCNH y (=) DPNH
conjugados aHRP.
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Unavez determinado el patrén de reconoci miento hacial osdiferentes conjugados
enzimaticos por parte de los anticuerpos inmovilizados en la placa, se estudi6 si dicho
patron resultaba afectado por la utilizacion de una etapa de pretapizado con
inmunoglobulina de cabra anti-raton (formato de anticuerpo inmovilizado indirecto,
formato All). Este procedimiento ha mejorado la sensibilidad de muchos ELISAS con
anticuerpo inmovilizado directamente en la placa y necesita unas concentraciones mas
bajas de inmunorreactivos (Schneider y Hammock, 1992; Giersch, 1993; ManclUset al .,
1996; Abad et al., 1997a,b). Esta aproximacion resultd ser especial mente acertada para
losanticuerposmonoclonalesLIB-MXNB31y LIB-MXNH14, queno solo reconocieron
a los 4 conjugados enzimaticos mediante esta aproximacion, sino que también
aumentaron su afinidad hacialos trazadores enziméticos previamente reconocidos. Con
respecto a la sensibilidad del ensayo, los valores de I, fueron en muchos casos muy
similares a los encontrados en los otros dos formatos (tabla 3.1.3). En este sentido, es
interesante puntualizar que sol o se observaron pequefias diferencias, como se muestraen
lafigura3.1.4.
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Figura3.1.4. Curvas competitivas de methiocarb obtenidas con el
anticuerpo LIB-MXNH15 en combinacién con e
hapteno heter6logp MCNH en los tres formatos
ensayados. ( ) formato CI, ( ) formato Al, (=)
formato de anticuer po inmovilizado indirecto

1.4. CARACTERIZACION DE LOSENSAYOS.
En el apartado anterior se ha descrito la obtencion de inmunoensayos de ata

afinidad haciael methiocarb. Detodosellos se sel eccionaron losde menor |, paraestimar
la capacidad del anticuerpo para reconocer compuestos relacionados con el methiocarb
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(especificidad del ensayo) y paraoptimizar tanto | as concentraci ones delos componentes
especificos, como losfactores fisico-quimicos del medio dereaccién, con lafinalidad de
obtener ensayos mas sensibles. Estos ensayos estdn constituidos por e anticuerpo
monaoclonal LIB-MXNB31 y & conjugado OVA-DPNH en el formato Cl, y por este
mismo anticuerpo y €l trazador HRP-MCNH, en el formato Al.

1.4.1. Optimizacion de las concentraciones de los inmunorreactivos.

En primer lugar, se estudio el efecto delaconcentracion delosinmunorreactivos
sobre los pardmetros analiticos de las curvas competitivas. A diferenciade los ELISAs
no competitivos, en los que la detectabilidad del ensayo se puede incrementar mediante
el empleo de un exceso dereactivos, lasensibilidad de | os ensayos competitivos aumenta
a medida que disminuyen las concentraciones de los reactivos. Sin embargo, estas
concentraciones no pueden disminuirse indefinidamente ya que llegaria un momento en
que la sefial maxima del ensayo se perderia o seria insuficiente; en otras palabras, no
exigtiriaensayo. Por tanto, es necesario quelas concentraciones sean bajas, pero no tanto
como para no obtener sefial en ausencia de analito.

Formato de conjugado inmovilizado.

Las concentraciones subsaturantes de OVA-DPNH y LIB-MXNB3l se
determinaron mediante titulaciones bidimensionales no competitivas. De ellas se
seleccionaron las que daban una absorbanciaalrededor de 1, y se utilizaron para obtener
curvas de inhibicion para methiocarb, cuyos parametros se muestran en la tabla 3.1.4.
Como era de esperar, para una concentracion determinada de conjugado, cantidades
crecientes de anti cuerpo proporcionaban ensayos menos sensibles. No obstante, todas|as
combinaciones dieron valores de |, muy similares, entre 0.08 y 0.25 nM. Asi pues, si
bien el ensayo que se seleccion6 (destacado en negrita en latabla, 1 - g/ml de OVA-
DPNH y 0.02 -g/ml de LIB-MXNB31) no es el més sensible, si es el que mejores
parametros analiticos ofrecia con un menor consumo de anticuerpo marcado.

Formato de anticuerpo inmovilizado.

Para seleccionar las concentraciones Optimas de los inmunorreactivos en €l
ensayo, se examinaron 3 combinaciones de anticuerpo y de trazador. De acuerdo con los
pardmetros de las curvas competitivas expuestos en latabla 3.1.4, se puede observar una
disminucion de la sensibilidad amedida que se aumentala concentracion de tapizado. El
ensayo mas sensible (I, = 0.128 nM) se obtuvo con 0.75 Zg/ml del anticuerpo LI1B-
MXNB31ly 0.2 - g/ml del trazador HRP-M CNH.
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Tabla3.1.4. Caracteristicasdelas curvas competitivas de methiocar b obtenidas con diferentes
concentraciones de los inmunor r eactivos especificos.

FORMATO CI
OVA-DPNH LIB-MXNB31* Dilucion del Pardmetros
(zg/mi) (zg/mi) anticuerpo marcado Ao I, (NM) pendiente
1.0 0.02 1/2000 1.10 0.13 1.00
0.015 1/1000 118 0.10 0.90
0.01 1/1000 0.79 0.08 0.80
0.3 0.07 1/2000 1.40 0.25 1.39
0.05 1/1000 158 0.15 1.28
0.035 1/1000 115 0.10 112
FORMATO Al
LIB-MXNB31 HRP-MCNH? Pardmetros
(zg/mi) (zg/mi) A lgy (NM) pendiente
0.75 0.20 0.83 0.13 115
2.00 0.10 1.02 0.22 1.22
4.00 0.03 0.91 0.55 137

&Concentraciones en ensayo. Los datos se han obtenido apartir delaecuacion de cuatro parémetros, promediando curvas
realizadas por triplicado en lamisma placa

1.4.2. Influencia delafuerzaiodnica.

LaA, .. que representa la unién del anticuerpo a hapteno conjugado a OVA
(formato CI) o a trazador enzimético (formato Al) en ausencia de andlito, y lalg, que
representalaafinidad del anticuerpo haciamethiocarb, sedeterminarony serepresentaron
en funcion dela concentracion salinaen el medio (figura3.1.5). Como se muestraen las
gréficas A y B, e aumento de la concentracion del tampon hasta un valor PBS 2x
repercute en un aumento del reconocimiento de los correspondientes conjugados. Sin
embargo, lavariacion de lalg, no es lamismaen ambos formatos. Asi, mientras que en
el formato Cl la afinidad por el methiocarb aumenta (el valor de I, disminuye) con la
fuerza idnica hasta una concentracion PBS 2x, en el formato Al la |y, no cambia
apreciablemente.

También serepresento el cociente A, /15, en funcidn de la concentracion de sal
(gréficaC). Esteesun parametro Util paraestimar lasensibilidad del ensayo, demodo que
cuanto mayor sea esta relacion, mayor es la sensibilidad. En ambos formatos, este
cociente es maximo a un valor PBS 2x. Por tanto, se escogid esta concentracion para
preparar €l tampon de la etapa competitiva del ensayo.
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La naturaleza apolar del methiocarb podria explicar e comportamiento
observado. Generalmente las interacciones proteina-ligando, en las que las fuerzas
hidrof ébi casjuegan un papel importante, estén favorecidas en ambientesde mayor fuerza
ionica (Jefferisy Deverill, 1991). Asi pues, una hipétesis podria ser que lainteraccion
entre e anticuerpo y un analito hidrofébico esta favorecida en ambientes polares, y
viceversa, yaque lacavidad del anticuerpo constituye un ambiente menos agresivo. Por
tanto, loscambiosen lapolaridad del medio pueden ser unaherramientaltil paramodul ar
lasensibilidad de un inmunoensayo. También se ha observado unatendencia similar en
estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio con otros plaguicidas hidrof ébicos tales
como clorpirifos, carbaryl y azinfos-metil (ManclUsy Montoya, 1996 ¢; Abady Montoya,
1997; Mercader y Montoya, 1999), mientras que con €l 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP),
principal metabolito del clorpirifosy de naturaleza polar, se observo el efecto opuesto
(Manclisy Montoya, 1996 b).

1.4.3. Influenciadel pH.

Es un hecho bien documentado que & pH del tampdn en € que tiene lugar la
inmunorreaccion competitiva influye tanto en la sensibilidad como en la sefial méxima
de los inmunoensayos para plaguicidas (Jung et al., 1991; li et al., 1991; Kramer et al.,
1994; Lee et al., 1995; Manclis y Montoya, 1996 b,c; Wortberg et al., 1996; Abad y
Montoya, 1997; Mercader y Montoya, 1999).

Seestimaron la A, Y lalg, a partir de las curvas competitivas obtenidas para
cadavalor depH. Lavariacion de estos parametros en funcién del pH, tanto en el formato
Cl como en el formato Al, estarepresentada en las gréficas A y B delafigura3.1.6. La
influenciadel pH sobre los parametros del ensayo es diferente en cadaformato. Mientras
queen €l formato CI laafinidad del anticuerpo hacia el methiocarb no se ve afectada por
el pHylaA,, adcanzasuvaor maximo apHsentre 6y 8, en el formato Al lal, llega
asu valor minimo apHscomprendidosentre 6.5y 8, mientrasquelaA,,, aumentahasta
unpH 9.

Al igual que en €l caso de la concentracion de sal, e célculo de larelacion
A 15, también fue representado en funcidn del pH (gréfica C de lafigura 3.1.6). En
ambos formatos la variacion fue muy similar, alcanzando su maximo aun pH entre 7y
8. Por tanto, se escogié un pH ligeramente basico (7.4) parapreparar € tampdn de ensayo
en |los dos formatos.
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competicién, los patrones se prepararon en agua destiladay
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C Representacion del valor A, /I 5, para cada formato.
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Amax (490 nm)
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Figura 3.1.6.
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Influencia del pH sobre la A, vy la Ig delos
inmunoensayos de methiocarb. En la etapa de
competicidn, los patrones se prepararon en agua destiladay
el anticuerpo monoclonal o el trazador se diluyd en un
tampon defuerzaidnica 744 nM conteniendo BSA a 0.1%,
a pH ensayado. Los datos se obtuvieron a partir de curvas
competitivasrealizadaspor triplicado. A Formato Cl (OVA-
DPNH, 1 -g/ml; LIB-MXNB31, 0.02 - g/ml). B Formato
Al (LIB-MXNB31, 0.75 - g/ml; HRP-MCNH, 0.2 = g/ml).
C Representacion del valor A, /15, para cada formato.
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1.4.4. Tolerancia de losinmunoensayos a |os disolventes or ganicos.

Muestras tales como suelos, sedimentos y productos alimentarios, estan
normal mente sujetas a una etapa de extraccion previa ala determinacién de residuos de
plaguicidas. L osdisolventes organicos influyen negativamente en el inmunoensayo, por
lo que deberian mantenerse a niveles bajos (Meulenberg, 1997). La aproximacion mas
sencilla paradeterminar latolerancia de un inmunoensayo alos disol ventes organicos es
evaluar su influencia sobre los parametros de la curva de calibracién. Se han observado
diferentesefectosdelosdisol ventes sobrelosinmunorreactivos, como loshall adosacerca
de desorciones del anticuerpo, de la union conjugado-anticuerpo, del aumento o
disminucién de la afinidad del anticuerpo o del aumento de la estabilidad de laenzima,
gue podrian aterar la especificidad del anticuerpo por otros analitos (Stocklein et al.,
1997).

Lafigura3.1.7 muestralainfluenciade varias concentraciones de algunosdelos
disolventes ensayados sobre las caracteristicas analiticas de los inmunoensayos para
methiocarb. Otros disolventes también ensayados (acetona, acetonitrilo y
tetrahidrofurano) no se han representado, ya que a muy bajas proporciones produjeron
grandes interferencias en los ELISAs. En ambos formatos se observa una clara
disminucién de la sefidl maxima y de la sensibilidad del ensayo cuando cantidades
crecientes de disolventes fueron afiadidas al tampdn. El metanol es el disolvente mejor
tolerado, hasta un 5% en el formato CI. A esta concentracion, tanto la A, como lalg,
apenas se ven afectadas. Por el contrario, en e formato Al 1a A, disminuye un 40% por
la presencia de una concentracion de metanol del 5%, aunque la sensibilidad del ensayo
no varia apreciablemente.

92



Resultados y discusion
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1.4.5. Estudio de la especificidad de losinmunoensayos.

8= 150 (% del control)

Efecto dela concentracion del disolvente organico en el ensayo sobrela
AL Y 18 l5 de las curvas estandar del methiocarb. En la etapa de
competicion, lacurvapatrén se preparard entampén PBS 2x y el anticuerpo
monoclonal o el trazador se diluyé en tamp6n PBS 2x conteniendo BSA al
0.1%, alaconcentracion de disol vente ensayada. L os datos se obtuvieron a
partir de curvas competitivasrealizadaspor triplicado. A Formato Cl (OVA-
DPNH, 1 -g/ml; LIB-MXNB31, 0.02 -g/ml). B Formato Al (LIB-
MXNB31, 0.75 - g/ml; HRP-MCNH, 0.2 = g/ml). Algunosvaloresdelalsg,
y dela A no se han considerado porque los datos experimentales no se
gjustaron ala curva de cuatro pardmetros.

La especificidad del anticuerpo LIB-MXNB31 se examind tanto en el formato
Cl como en el formato Al. Enlatabla 3.1.5 se presentan |os datos de reactividad cruzada
de algunos plaguicidas relacionados con el methiocarb, asi como de los metabolitos del
methiocarb. Estos val ores se calcularon a partir de lal, del ensayo paracadauno delos
compuestos que aparecen en la tabla, y constituyen una medida de la afinidad del
anticuerpo hacia ellos con respecto a la obtenida para methiocarb. Los resultados
obtenidos demuestran que los inmunoensayos desarrollados son muy especificos del

methiocarb, puesto que ninguno de los plaguicidas y metabolitos ensayados fue
reconocido significativamente.
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Tabla 3.1.5. Reconocimiento de varios compuestos por € anticuerpo de methiocarb LIB-

MXNB31 en losformatos Cl y Al.

REACTIVIDAD CRUZADA (%)

ESTRUCTURA QUIMICA COMPUESTO FORMATOCI  FORMATO Al
R, = OCONHCH;; Methiocarb
R,= SCH, 100 100
Rl
R;=OH; R,=SCH, 4-mercapto-3,5- 0014 0.03
dimetil-fenol ' '
e s R, = OCONHCH Methiocarb sulféxid
1= 5 ethiocarb sulfoxido
Ry R, = SOCH, 0.009 0.02
R; = OCONHCH; methiocarb sulfona
R = SO.CH, 0.002 0.003
OCONHCH;
°><CH3 Bendiocarb <0.001 <0.001
o CHs
OCONHCH;
O cH, Carbofuran <0.001 <0.001
CHs
OCONHCH,
Carbary! 0.004 0.007
OCONHCH,3
@[ Propoxur <0.001 <0.001
OCH(CHy),
o N OCH,CH,
~ O’E*OCHZC% Chlorpyrifos < 0.001 < 0.001
"¢l
e I
SCHy;—C—CH=NOCNHCH; Aldicarb <0.001 <0.001
Chg
CH3\ CHJ
C=NOCNHCH;3 Methomyl < 0.001 <0.001
SCHY

Las placas ELISA fueron tapizadas con OVA-DPNH a 1 Zg/ml en el caso del formato Cl y con LIB-MXNB31 a
0.75 Zg/ml en €l caso del formato Al. El valor de la reactividad cruzada se calculé segin la ecuacién: R = (I, de

methiocarb/1, de otro analito) x 100.
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1.4.6. Caracteristicas de los ensayos optimizados.

Lascurvaspatron delosEL | SAsqueaparecen enlafigura3.1.8 fueron obtenidas
promediando 24 curvasindividual esque se normalizaron expresando laabsorbanciacomo
el porcentgje delasefial maxima. Latabla3.1.6 resume las caracteristicas de los ensayos
optimizados para el methiocarb, estimados a partir de dichas curvas patron. El rango de
trabgjo del ensayo, calculado como la concentracion de analito que inhibe la sefia
maxima un 20-80%, fue ligeramente mayor en el formato Cl (5-125 ng/l) que en €
formato Al (15-120 ng/l), debido a que la pendiente de la curva competitiva fue menor.
El limite de deteccion, calculado como la concentracion de analito que produce una
inhibicion de la sefial maximadel 10% (14,) fue mayor en el formato Al (8.9 ng/l) queen
e formato Cl (1.8 ng/l). El ensayo més sensible lo proporcioné e formato Cl con un
valor de |, arededor de 24 ng/l, mientras que €l valor de la I, en & formato Al fue
aproximadamente 40 ng/l.

(A490/A 490, max) X 100

L \ \
10t 10° 10t 102 10° 104

[METHIOCARB] (ng/l)

Figura3.1.8. Curvas patrén normalizadas para el methiocarb,
obtenidas bajo las condiciones de los ensayos
optimizados que se indican en las tabla 3.1.6: ( )
formato CI, ( ) formato Al. Cada curva representa la
media de 24 curvas realizadas por triplicado. Las barras de
error corresponden alas desviaciones estandar.

95



Resultados y discusion

Tabla3.1.6. Resumen delascar acteristicasdel inmunoensayo de methiocarb.
Formato
Cl Al
Concentraciones de inmunorreactivos
[OVA-DPNH] (= g/ml) 1 na’
[LIB-MXNB31] (- g/ml) 0.02 0.75
[HRP-MCNH] (- g/ml) na 0.2
Caracteristicas del tampon
% BSA 0.1
concentracion de sal 100 mM fosfato, 137 mM NaCl
pH 7.4
% thimerosal 0.01
toleranciaa disolvente (metanol) 5% <2%
Caracteristicas analiticas de la curva estandar®
Aax 1.30 1.70
Arin 0.07 0.03
150 (NA/) 237 40
pendiente 1.00 1.40
concentracion gque proporciona:
20-80% inhibicidn (ng/l) 5-125 15-120
10% inhibicion (ng/l) 18 89

Tiempo de ensayo
tapizado
reaccion de competicion
reaccion con € anticuerpo marcado

desarrollo de color

todalanoche
1h
1h na
10 min

3o aplicable. "Datos promediadosapartir de 24 curvasrealizadas por triplicado en cadaformato.
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2. DESARROLLO DE INMUNOENSAYOS PARA EL
CARBOFURAN.

2.1. SINTESISDE HAPTENOS.

Lasintesisdelos haptenosinmunizantesBFNP, BFNB y BFNH, a igual quelos
del methiocarb, consistié en laintroduccién de un brazo espaciador de diferente longitud
en el grupo carbamato, caracteristico de esta familia de plaguicidas. Como resultado de
estasintesis se haconseguido lael ongacién de unacadenaalifaticapresente en el anaito,
de manera que tanto la estructura como la distribucion electrénica de la molécula de
carbofuran apenas se ven modificadas.

Ademés de | os haptenos requeridos para la produccion de anticuerpos, también
se sintetizaron varios haptenos que presentan heterologia de estructura y de brazo
espaciador, para estudiar su influencia sobre la sensibilidad del inmunoensayo en las
etapasposterioresdel desarrollodel ELISA. Enlafigura3.2.1 semuestranlasestructuras
delos haptenossintetizados. BDNH difiere delos haptenosinmunizantesen laestructura
del anillo. Fueobtenido siguiendo lamismaaproximaci én quimica, pero utilizando €l 2,2-
dimetil-1,3-benzodioxol-4-ol, queesel precursor enlasintesisindustrial del bendiocarb,
otro plaguicidaN-metilcarbamato. BFOH y BDOH se obtuvieron directamente mediante
unareaccion de O-alquilacion del 2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-benzofuranol y 2,2-dimetil -
1,3-benzodioxol-4-ol, respectivamente, con €l &cido etilbromohexanoico.

o

I ]
0—C—NH—(CH,),—COOH O—C—NH—(CH,);—COOH

O CHj O CH,
CHj CHj
BFNP BFNB
it iy
O—C—NH—(CH,)s—COOH O—C—NH—(CH,)s—COOH
O CHs O CHs,
CHj3 O CH,4
BFNH BDNH
0O—(CH,)s—COOH O—(CH,)s—COOH
O CHg O CHs
CHgy O CH,
BFOH BDOH
Figura3.2.1. Estructuras de loshaptenos

sintetizados para carbofuran.
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2.2. PRODUCCION DE ANTICUERPOS FRENTE A CARBOFURAN.

Se realizaron un total de 18 fusiones, 6 a partir de ratones inmunizados con €l
inmundgeno BSA-BFNP, otras 6 a partir de ratones inmunizados con BSA-BFNB y 6
apartir deratonesinmunizadoscon BSA-BFNH. Enlatabla3.2.1 se muestraun resumen
de los hibridomas obtenidos y de su posterior seleccion.

Tabla 3.2.1. Resumen delafusion celular y delosresultados de la seleccion de hibridomas.

no. de pocillos

hapteno no. de positivos® competitivos® no. de hibridomas
inmunizante fusién sembrados (conjugado) (analito) clonados
BFNP 2 192 86 20 2
6 480 55 3 2
BFNB 5 768 81 14 2
6 960 193 32 4

Las placas ELISA setapizaron con el conjugado homélogoaly 0.1 - g/ml. Los hibridomas que dieron unaA 4o > 3.0 se
ensayaron de nuevo diluyendo |os sobrenadantes de cultivo para asegurar que |os anticuerpos no estuvieran en exceso.
3Pocill os con anti cuerpos que reconoci eron | os haptenos homal ogos conjugados a OV A en un ELISA indirecto. "Pocillos
gue reconocieron una concentracion 1 - M de carbofuran (inhibicién > 80%).

Mediante el ensayo de los sobrenadantes de fusidn se seleccionaron agquellos
pocillos que daban una inhibicion de la sefial mayor que € 80%, con respecto a la
obtenida en ausencia de analito, en presenciade unaconcentracion 1 - M de carbofuran.
Se consider6 que estos pocillos contenian clones productores de anticuerpos de ata
afinidad. Segun este criterio, de las primeras 9 fusiones (tres con cada hapteno) se
seleccionaron dos hibridomas a partir de la segunda fusion con el hapteno BFNP. Pese
a bajo nimero de hibridomas obtenidos, |a posibilidad de haber utilizado un hapteno
inmuni zante inapropiado se considerd poco probabl e, debido aque previamente se habia
obtenido un elevado nimero de excelentes anticuerpos monoclonales frente a carbaryl
(Abad y Montoya, 1994; Abad et al., 1997a) y methiocarb siguiendo la misma
aproximacion guimica. Se pensd en cambio que esta circunstancia podria mas bien
atribuirse a que las condiciones utilizadas en el ensayo de |os sobrenadantes de cultivo
no fueran las més adecuadas para este caso. En concreto, se pensd que estos anticuerpos
podian tener una gran afinidad hacia el conjugado inmovilizado. De ser asi, una
disminucién de la concentracién de tapizado en los ensayos de los sobrenadantes de
cultivo deberia aumentar el nimero de hibridomas que mostraran inhibicion frente a
carbofuran. De acuerdo con esta idea, los sobrenadantes de cultivo de las 9 fusiones
posteriores se ensayaron en placas ELISA tapizadas con las concentraciones 0.1 y
1 - g/ml del conjugado homélogo correspondiente. Esmas, loshibridomasquedieron una
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A o, mayor oigual que 3.0, sevolvieron aensayar diluyendo el sobrenadante de cultivo
para asegurarnos que los anticuerpos no estuvieran en exceso. Aunque muchos
hibridomas no se comportaron competitivamente ni siquiera bajo estas nuevas
condiciones de andlisis, un bgjo pero significativo nimero de ellos reconocieron
carbofuran con gran afinidad cuando se ensayaron en placas de EL | SA tapizadas con una
concentracion 0.1 -g/ml del conjugado homdlogo. En concreto, se seleccionaron 8
hibridomas que secretaron anticuerpos con una gran afinidad hacia el carbofuran. Dos
hibridomas procedian de lainmunizacion con el hapteno BFNPYy 6 se obtuvieron apartir
delainmunizacion con el hapteno BFNB. Deformasimilar alo comentado anteriormente
paralasfusionesde methiocarb, el hecho de que no se obtuvieran hibridomas apartir del
hapteno BFNH no deberiaser necesariamente atribuido alalongitud del brazo espaciador
sino alagran variabilidad que entrafia el proceso de lafusion celular. De hecho, € uso
de haptenos con un brazo espaciador de 5 &omos de carbono han rendido excelentes
anticuerpos monoclonales parael carbaryl (Abad y Montoya, 1994; Abad et al., 1997a)
y como ya se ha visto con anterioridad, también para el methiocarb.

2.3. DISENO DE INMUNOENSAY OS PARA CARBOFURAN.

Los 10 anticuerpos monoclonales obtenidos fueron purificados a partir de los
sobrenadantes de cultivo y se ensayaron mediante EL1SA s homdlogos competitivos en
e formato Cl. Laafinidad de estos anticuerpos hacia carbofuran vari6 entre 1y 59 nM
(datos no mostrados). Los 4 anticuerpos que mostraron una mayor afinidad hacia el
carbofuran se utilizaron en laevaluacién de los formatos Cl y Al usando tanto haptenos
homal ogos como heterdlogos. Estosanticuerposson: LIB-BFNP21, LIB-BFNB52, LIB-
BFNB62y LIB-BFNB67.

2.3.1. Evaluacion del formato de conjugado inmovilizado.

Se redlizaron en primer lugar ELISAs no competitivos de titulacion
bidimensional paradeterminar las concentraciones Optimasdelosinmunorreactivos. Las
curvasresultantesmostraron gue en general todosloshaptenosconjugadosaOV A fueron
reconocidos por los anticuerpos monoclonales. El grado de reconocimiento, estimado
como la concentracidén de anticuerpo necesaria para producir una absorbancia de
aproximadamente 1, dependia fuertemente de la concentracion de conjugado utilizada.
El anticuerpo monoclonal LIB-BFNB52 (figura 3.2.2) fue e mas influenciado por las
concentracionesdel osconjugadosensayados, siendo necesari as canti dades de anti cuerpo
mayores (de hasta 2 érdenes de magnitud) cuando se emplearon |as concentraciones de
tapizado més bajas.
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ABSORBANCIA (490 nm) ABSORBANCIA (490 nm)

ABSORBANCIA (490 nm)

Figura3.2.2.

100

OVA-BDNH

0,001 0,01 01 1 0,001 0,01 01 1

[LIB-BFNB5Z] (g/m) [LIB-BFNBS5Z] (Lg/m)

Ensayos bidimensionales no competitivos del anticuerpo LIB-BFNB52 en el
formato ClI con los conjugadosindicadosa las concentraciones: () 1.5 Zg/ml,
(—) 05 zg/ml, ( ) 0.15 zg/ml, (—) 0.05 -g/ml, (=) 0.015 -g/ml, ( ) 0.005
g/ml.
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En lafigura 3.2.3 se muestran los resultados de una experiencia representativa
queilustrael efecto delaconcentracion de conjugado sobre el inmunoensayo competitivo
de carbofuran en este formato. En esta experiencia se utilizaron dos concentraciones del
anticuerpo monoclonal LIB-BFNB67 y cinco del conjugado de ensayo OVA-BFNH. Se
puede observar que concentraciones de conjugado superioresa0.05 = g/ml no produjeron
un aumento apreci able enlasefial méxima, mientrasque provocaron unafuerte subidadel
valor delals, del ensayo. Por tanto, concentraciones bajas de OVA-BFNH (arededor de
0.01 = g/ml) debian permitir obtener lamaxima sensibilidad, como erade esperar apartir
de lainformacion proporcionada por |os ensayos de |os sobrenadantes de fusion.

4 30
~ 3+
E | dw
S =
I o {4 £
5 L bty
(S — 10
< 1 -

0+ 0

102 10 10°
[OVA-BFNH] (pug/ml)
Figura3.2.3. Efecto delaconcentracion de OVA-BFNH sobrela A,

(simbolos negros) y la Iy (simbolos blancos) en e
formato Cl competitivo. El anticuerpo LIB-BFNB67 seha
utilizado a 0.01 -g/ml (circulos) y a 0.03 :-g/ml
(cuadrados).

En cualquier caso, todas las combinaciones de anticuerpo y conjugado que
proporcionaron una sefial suficiente, aproximadamente 1, fueron ensayadas mediante
ELISAs competitivos. Los valores de | 5, de estas combinaciones se muestran en latabla
3.2.2. El anticuerpo que mostré6 una afinidad menor hacia el carbofuran en las
combinaciones homologasfue LIB-BFNB52 (I, = 10.2 nM), mientras que los otros tres
anticuerpos mostraron unaafinidad muy similar (15,=1.4-1.8 nM). Sinembargo, fueL1B-
BFNB52 el tnico anticuerpo que experimentd un aumento en la sensibilidad por el uso
de haptenos heterdlogos. Seleccionando los conjugados de OVA més adecuados, se
obtuvieron valores de |5, muy similares con |os cuatro anticuerpos.
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Tabla3.2.2. Valores de |5, (nM) determinados en los formatos Cl y Al, de losmejores
anticuer pos monoclonales obtenidos frente a carbofuran.

LIB-BFNP21  LIB-BFNB52 LIB-BFNB62 LIB-BFNB67

conjugado de tapizado formato de ELISA de conjugado inmovilizado
OVA-BFNP 1.75 5.50 1.39 1.19
OVA-BFNB 1.98 10.20 1.56 1.39
OVA-BFNH 1.90 577 141 1.68
OVA-BDNH 1.65 2.76 152 159
OVA-BFOH 2.02 3.19 2.08 1.48
OVA-BDOH 195 4.35 1.59 1.15

trazador enzimatico formato de ELISA de anticuerpo inmovilizado
HRP-BFNH 2.37 5.76 243 1.56

L as combinaci ones homélogas se muestran en negrita. Las concentraciones de losinmunorreactivosfueron las adecuadas
para obtener una absorbancia de aproximadamente 1. L os datos se obtuvieron a partir de curvas realizadas por triplicado.

2.3.2. Evaluacion del formato de anticuer po inmovilizado.

Al igua que se hizo en el formato de conjugado inmovilizado, se realizaron en
primer lugar ELISAs bidimensionales no competitivos para determinar las
concentraciones subsaturante del anticuerpo inmovilizado y del trazador enzimético.
Quizas, € aspecto mas remarcable de esta experiencia es que solamente uno de los 6
trazadores sintetizados (HRP-BFNH) fue reconocido con la extension suficiente como
para desarrollar un inmunoensayo en este formato. Estos resultados estan en la misma
lineaque los obtenidos para el methiocarb. Por tanto, confirman de nuevo lateoriasegiin
la cual el nimero de haptenos conjugados a peroxidasa reconocidos por un anticuerpo
inmovilizado es siempre menor que e nimero de haptenos conjugados a OVA
reconocidos en el formato CI por el mismo anticuerpo. Por otra parte, €l hapteno BFNH
es el que tiene el brazo espaciador mas largo, |o cual también esta de acuerdo con los
resultados obtenidosparael methiocarb, queindican queloshaptenosdebrazo espaciador
corto son menaos apropiados paraformar conjugados enzimaticos, probablemente debido
aimpedimentos estéricos. Tras seleccionar |as condiciones dptimas paralacompeticion,
se obtuvieron curvas de inhibicién para carbofuran con los cuatro anticuerpos y €
trazador HRP-BFNH. Los valores de |, de estos ensayos fueron muy similares a los
encontrados en el formato Cl, tal y como se muestra en latabla 3.2.2. El ensayo més
sensible se obtuvo con €l anticuerpo LIB-BFNB67.
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2.3.3. Estudio de la especificidad de losinmunoensayos.

Se evalué la especificidad de los anticuerpos monoclonales LIB-BFNP21, LIB-
BFNB52, LIBBFNB62y LIB-BFNB67, mediantelarealizaci 6n deensayoscompetitivos,
utilizando varios compuestos como competidores. Los valores de I, obtenidos se
utilizaron paracalcular lareactividad cruzada. L os compuestos ensayadosincluyen otros
plaguicidas N-metilcarbamatos (carbaryl, methiocarb, propoxur, y bendiocarb),
N-metilcarbamoil oximas (al dicarb y methomyl), metabolitosdel carbofuran (carbofuran-
fenol, carbofuran-hidroxi y carbofuran-ceto), y los plaguicidas estructuramente
relacionados con el carbofuran (carbosulfan, benfuracarb y furathiocarb). El estudio fue
[levado a cabo en |os dos formatos desarrollados. Los resultados de reactividad cruzada
calculados a partir de cuatro experiencias reaizadas en dias diferentes fueron muy
similares en ambos formatos (tablas 3.2.3 y 3.2.4). Como se puede observar, € Unico
metabolito reconocido por todos los anticuerpos, excepto por LIB-BFNB52, fue €
carbofuran-hidroxi. Los valores de reactividad cruzada para benfuracarb, furathiocarb y
carbosulfan estuvieron entre aproximadamente el 13-19%, e 32-43% y e 3-5%,
respectivamente. Estoscompuestosti enen en comiin que son plaguicidas carbamatos cuyo
principal producto de degradacion esel carbofuran. De hecho, latransformacion de estos
productos en carbofuran ocurre facilmente en medio acido (Rouchaud et al., 1990),
caracteristica que ha sido utilizada algunas veces para analizar estos carbamatos como
equiva entesde carbofuran. L osN-metil carbamatosy N-metil carbamoil oximasensayados
no fueron significantemente reconocidos por estos anticuerpos. La Unica excepcion fue
bendiocarb, con una reactividad cruzada entre el 10-25% en ambos formatos. Este
plaguicida esta estrechamente rel acionado con la estructuradel carbofuran, pero apenas
se utilizaen e campo.
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Tabla3.2.3. Reconocimiento de varios compuestos por los anticuer pos de carbofuran LI1B-
BFN21, LIB-BFNB52, LIB-BFNB62y L1B-BFNB67 en el formato CI2.

Reactividad cruzada del anticuerpo monoclonal® (%)

Estructuraquimica Compuesto LIB-BFNP21 LIB-BFNB52 LIB-BFNB62 LIB-BFNB67
fi
CNHCH,
O CH, carbofuran 100 100 100 100
CH,
oH carbofuran-
O fHs phenol 0.02 5.2 0.01 0.02
CH,
a
PENHCH, carbofuran-
St hidroxi 185 0.2 16.8 25.2
CH,
OH
a
PENHCH, carbofuran-
©:><CH3 ceto 0.6 3.1 0.3 0.4
CH,
|
(o]
FHs  (CHo)CH,
CON—S—N\ CHyCH
o cr e carbosulfan 2.9 45 27 31
CH,
THa CH(CHy),
OCON—S—N\
o 0L penfuracarb 132 14.4 17.1 18.6
CH,
s e,
OCON—S—N_
o cr A furathiocarb 37.0 43.1 318 365
CH,
o
o'c'NHcH3
O CH; bendiocarb 21.2 105 19.8 25.0
O><CH3
i
OCNHCH,
carbaryl 0.1 0.1 0.2 0.2
o
olt:!NHCH3
OCH(CHz), propoxur 0.7 0.1 0.8 1.0

4 a concentracién de OVA-BFNH fue 0.01 :g/ml. La concentracion de cada anticuerpo en el ensayo fue 0.04 = g/ml.
bPorcentaj edereactividad cruzada= (|5, de carbofuran/l 5, de otros compuestos) x 100. Los valores dereactividad cruzada
paralos insecticidas carbamatos methiocarb, aldicarb y methomyl fueron < 0.01%.
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Tabla3.2.4. Reconocimiento de varios compuestos por los anticuer pos de carbofuran L1B-
BFN21, LIB-BFNB52, LI1B-BFNB62 y L IB-BFNB67 en el formato Al2.

Reactividad cruzada del anticuerpo monoclonal® (%)

Estructura quimica Compuesto LIB-BFNP21 LIB-BFNB52 LIB-BFNB62 LIB-BFNB67
i
CNHCH,
O, cH, carbofuran 100 100 100 100
CH,

(o)
I

carbofuran-
O Hs 0.02 2.0 0.02 0.02
phenol
CH,
(o)
OENHCHS
carbofuran-
Oy SH: JOIre 185 03 163 17.0
hidroxi
CH,
OH
(o)
OENHCHS
carbofuran-
©:><CH3 0.3 4.0 0.3 0.3
ceto
CH,
(o)
Mz (CHp)CH,
CON—S—N\ CHyLCH
Pkl carbosulfan 25 5.0 2.4 2.8
CH,
THa  CH(CH,),
OCON—S—N\
o 2O penfuracarb 12.6 17.0 154 16.3
CH,
CH,
ocorll—s—r\(CH3
o cn A furathiocarb 25 406 36.2 387
CH,
(o)
o'clNHCH3
O CH, bendiocarb 222 9.4 237 17.0
O><CH3
fl
OCNHCH,4
carbaryl 0.1 0.1 0.3 0.2
(o)
oI(:INH(:H3
©7<>CH(CHS)Z propoxur 1.3 0.1 0.9 1.0

#_aconcentracion de cadaanticuerpo fue 1 - g/ml exceptolade LI1B-BFNB52 quefue5 - g/ml. Laconcentracion de HRP-
BFNH en el ensayofue0.1 -g/ml. bPorcentaj edereactividad cruzada= (15, de carbofuran/|;, de otros compuestos) x 100.
Los valores de reactividad cruzada para | os insecticidas carbamatos methiocarb, aldicarb y methomyl fueron < 0.01%.
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2.4. CARACTERIZACION DE LOSENSAYOS.

Un inmunoensayo no se puede considerar totalmente desarrollado hasta que no
se haya estudiado el efecto que una serie de factores fisico-quimicos, tales como €l pH,
la fuerza iénica o la presencia de disolventes organicos, puede egercer sobre su
funcionamiento (Meulenberg et al., 1995). Estos factores pueden alterar la sensibilidad
del ensayo a modificar laformaenlagueel analito sepresentaal anticuerpo o a cambiar
lainteraccién del anticuerpo con el conjugado hapténico utilizado en e ensayo.

A partir de los datos de afinidad y especificidad presentados en el apartado
anterior, en combinacion con las caracteristicas de cultivo de | os hibridomas tales como
su crecimiento y su capacidad de produccién de anticuerpos, decidimos utilizar €
anticuerpo monoclonal LIB-BFNB67 para la optimizacién de inmunoensayos para
carbofuran. El anticuerpo se utilizé con OVA-BFNH en e formato de conjugado
inmovilizado y con HRP-BFNH en €l formato de anticuerpo inmovilizado.

2.4.1. Efectodelafuerzaionica.

Para examinar la influencia de la fuerza i6nica sobre el ensayo, se obtuvieron
curvascompetitivasparacarbofuran utilizando tampones preparadosapartir dePBS 16x,
paracubrir €l rango de laconcentracion desal indicado enlafigura3.2.4. Como se puede
observar, la variacion de los pardmetros A, € |5, con la fuerzaionica fue diferente en
cada formato. Asi, el reconocimiento del correspondiente conjugado hapténico (A ...
disminuia o aumentaba con el aumento de la concentracion de sal seguin se tratara del
formato Cl 0 Al, respectivamente. Sin embargo, el reconocimiento de carbofuran (I,) no
cambi 6 significativamente debido al aumento delaconcentraciéndesal enel formato Al,
mientras que aumento considerablemente en el formato Cl (I5, més baja).

Larepresentacion del cociente A, /15, frente alaconcentracion de sal resulté de
nuevo Util paralaelecciéon de la concentracion optima del tampdn. En ambos formatos
estarel acién aumentd apreci ablemente con laconcentracién desal hastaunvalor PBS2x.
Por tanto, se escogio esta concentracion para preparar el tampon de la etapa competitiva
del ensayo en los dos formatos. Esta tendencia fue muy similar a la observada en los
inmunoensayos de methiocarb. El carécter hidrofébico del carbofuran y, por tanto, la
natural ezade suinteraccién con el anticuerpo, princi pal mente hidrof ébica, podriaexplicar
este comportamiento.
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24.2 Efectodd pH.

Para estudiar el efecto del pH sobre la A, ¥ 1alg, del ensayo, se abtuvieron
curvas competitivas para cadavalor de pH. En lafigura 3.2.5 se muestralavariacion de
estos pardmetros en funcion del pH. En ambos formatos la influencia del pH sobre los
pardmetros del ensayo fue muy similar. Por una parte, €l reconocimiento de los
conjugados hapténicos (OVA-BFNH y HRP-BFNH), representado por la respuesta en
ausenciadel analito (A,,), fue méximo aun pH entre 6y 7. Por la otra, la afinidad del
anticuerpo hacia carbofuran mostraba una ligera tendencia a aumentar (menor |5,) a
medida que el pH aumentaba.

También en este caso se considerd lavariacion del cociente A, /15, en funcion
del pH como un método para estimar el pH 6ptimo para los inmunoensayos de
carbofuran. A partir delascurvasrepresentadasen lafigura3.2.5 C, sedesprende que un
pH ligeramente basico, 7.4, podria ser escogido para preparar €l tampdn de la etapa de
competicion.
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I5, de los inmunoensayos de car bofuran. En la etapa de
competicidn, los patrones se prepararon en agua destiladay
el anticuerpo monoclonal o € trazador sediluy6 en el doble
de la concentracion de PBS ensayada, pH 7.4, conteniendo
BSA a 0.1% . Los datos se obtuvieron a partir de curvas
competitivasrealizadaspor triplicado. A Formato Cl (OVA-
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Influencia del pH sobre la A, vy la Ig delos
inmunoensayos de carbofuran. En la etapa de
competicidn, los patrones se prepararon en agua destiladay
el anticuerpo monoclona o € trazador se diluy6 en un
tampon defuerzaidnica 744 nM conteniendo BSA a 0.1%,
a pH ensayado. Los datos se obtuvieron a partir de curvas
competitivasrealizadaspor triplicado. A Formato Cl (OVA-
BFNH, 0.005 :g/ml; LIB-BFNB67, 0.03 :g/ml). B
Formato Al (LIB-BFNB67, 1 :-g/ml; HRP-BFNH,
0.1 - g/ml). C Representacion del valor A, /15, para cada
formato.
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2.4.3. Tolerancia de los inmunoensayos a |os disolventes or ganicos.

Seestudio el efecto de varias concentraciones de metanol, acetona e isopropanol
sobre los inmunoensayos de carbofuran (figura 3.2.6). Como se puede observar, €
formato CI tolerd mejor que el formato Al la presencia de acetona e isopropanol en €
tampon de ensayo, como o demuestralabruscadisminucion delaA ., en e formato Al
amedidaque aumentael porcentaje del disolvente en el tampon. Sin embargo, lapérdida
de sensibilidad hace que el formato Cl tampoco seaaplicable al analisisde carbofuran en
presencia de acetona e isopropanol, aunque se obtuvo una sefial méxima suficiente con
una proporcion de estos disolventes del 15%. Por otra parte, la A, N0 Se vio muy
afectada por el metanol en el rango de concentraciones ensayadas, y lal, del ensayo no
cambié en el formato Al y Gnicamente experiment un ligero aumento en el formato Cl.
Por tanto, ambos formatos toleran muy bien el metanol hasta un porcentaje del 15%, lo
cual podriaser de gran importanciaparalaaplicacion de estosinmunoensayosal andlisis
de carbofuran en alimentosy suel os, donde el empleo de este disolvente es muy habitual.
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Figura 3.2.6. Efecto de la concentracion del disolvente organico en el ensayo sobrela A, Y

lalgydelascurvas estandar del carbofuran. En la etapa de competicion, lacurva
patron se preparar6 en tampon PBS 2x y el anticuerpo monoclonal o el trazador se
diluyé en tampdn PBS 2x conteniendo BSA al 0.1%, alaconcentracion dedisolvente
ensayada. Algunosvaloresdelalgyy delaA ,,, no se han considerado porque no se
gjustaron alacurva de cuatro pardmetros. Los datos se obtuvieron a partir de curvas
competitivasrealizadaspor triplicado. A Formato Cl (OVA-BFNH, 0.005 - g/ml; LIB-
BFNB67, 0.03 Zg/ml). B Formato Al (LIB-BFNB67, 1 - g/ml; HRP-BFNH, 0.01
2g/ml). C Representacion del valor A, /15, para cada formato.
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2.4.4. Caracteristicas de los ensayos optimizados.

Las caracteristicas analiticas de la curva esténdar se evaluaron a partir del
promedio de 40 curvas obtenidas por triplicado. Enlafigura3.2.7 se muestran las curvas
normalizadas de los dos formatos de ELISA que resultan una vez optimizadas las
condiciones del ensayo. Latabla 3.2.5 muestra un resumen de las caracteristicas de los
ensayos optimizados para €l carbofuran, estimados a partir de las curvas estandar de la
figura3.2.7. El limite de deteccion (concentracion de analito que inhibe la sefia maxima
un 10%) y el rango de trabajo del ensayo (concentracion de analito que proporciona un
20-80% de inhibicion de la A,,,) fueron muy similares en ambos formatos, como se
observa claramente en lafigura, donde las curvas de inhibicién en losformatos Cl y Al
son practicamenteindistinguibles. Losvaloresdel ., parael carbofuran fueron 660y 770
ng/l enlosformatos Cl y Al respectivamente, comparables con lasensibilidad del Gnico
inmunoensayo para el carbofuran descrito en laliteratura (I, = 820 ng/l; Jourdan et al.,
1995).

o 100 —
S i
-
ji 80 =
% i
E 60 -
o
8 i
< 40 —
\8 i
< 20 —
< i
O [ | [ | [ | [ |
10 10* 10° 10t 102
[CARBOFURAN] (ng/ml)
Figura3.2.7. Curvas patron normalizadas para el carbofuran,

obtenidas bajo las condiciones de los ensayos
optimizados que se indican en la tabla 3.25: ()
formato ClI, () formato Al. Cada curva representa la
media de 40 curvas estandar de carbofuran hechas por
triplicado. Las barras de error corresponden a las
desviaciones estandar.
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Tabla3.2.5. Resumen delascar acteristicasdel inmunoensayo de car bofuran.
Formato
Cl Al

Concentraciones de inmunorreactivos

[OVA-BFNH] (- g/ml) 0.01 na’

[LIB-BFNB67] (- g/ml) 0.025 1.0

[HRP-BFNH] (:zg/ml) na 0.05
Condiciones del tampdn

% BSA 0.1

concentracion de sal 100 mM fosfato, 137 mM NaCl

pH 7.4

% thimerosal 0.01

tolerancia a disolventes 15% metanol
Caracteristicas analiticas de la curva estandar®

A 1.14 1.05

A in 0.06 0.02

lgo (Ng/l) 660 770

pendiente 114 0.98

concentracion que proporciona:

20-80% inhibicion (ng/l) 200 - 2740 180 - 3340
10% inhibicion (ng/l) 92 78

Tiempo de ensayo
tapizado

reaccion de competicion

reaccién con €l anticuerpo marcado

desarrollo de color

toda lanoche
1h
1lh na
10 min

#No aplicable. PDatos obtenidos promediando 40 curvas realizadas por triplicado durante 5 meses.

112



Resultados y discusion

3. APLICACION DE LOSELISASDESARROLLADOS
AL ANALISIS DE FRUTAS Y HORTALIZAS.
ESTUDIOS DE RECUPERACION Y VALIDACION
FRENTE A HPLC.

La capacidad de andlisis de los EL1SAs de carbofuran y methiocarb, objeto de
esta tesis, junto con el de carbaryl, previamente desarrollado en el LIB, fue evaluada
mediante estudios de recuperacion. Asimismo, estos inmunoensayos fueron validados
frenteaHPLC en el andlisis de frutasy hortalizas.

Para cadainmunoensayo se utilizé unaplacade ELISA y cadaanalito se analiz6
en presencia de los otros dos. En cada placa se incluy6 una curva esténdar de 8 puntos
para una estimacion mas exacta de la concentracion de analito. La parte central de la
curva(lg, - 1,,) fue asumidacomo el rango operativo de trabajo del inmunoensayo. Dado
quelosresultados obtenidos en losformatos Cl y Al fueron muy similares, solamente se
han considerado parala discusion los correspondientes a formato Al. Enlafigura3.3.1
se muestran las curvas estandar representativas de los ELISAs de carbaryl, carbofuran y
methiocarb en este formato. Estas curvas se han obtenido promediando 24 curvas de
inhibicién previamente normalizadas.

3

80

60

40

(A490/A490, max) X 100
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100 10° 100 102 10 10* 10
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Figura3.3.1 Curvas estandar representativas para
los ELISAs individuales de carbaryl
(), carbofuran ( )y methiocarb (=),
en e formato Al. Cada una de ellas
representa la media de 24 curvas estandar
realizadas por triplicado. Las barras de
error corresponden a las desviaciones
estandar.
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Las caracteristicas analiticas de estas curvas se muestran en latabla 3.3.1.

Tabla3.3.1. Caracteristicasanaliticas delas curvasestandar de carbaryl,
carbofuran y methiocarb en el formato Al.

CARBARYL CARBOFURAN METHIOCARB
A 1.32+041 1.17+0.34 1.70+0.11
o (NQY/1) 101.0 + 26.9 740 + 110 40 + 10
leo- lo(NQ/))  31.6-364.0 200 - 3100 15- 120

3.1. ESTUDIOS DE RECUPERACION.

Se digieron 7 productos hortofruticolas (pimiento, pepino, tomate, patata,
naranja, fresdony manzana) paraeval uar lacapacidad de andlisisde estosinmunoensayos.
Estos productos fueron fortificados con carbaryl, carbofuran y methiocarb a
concentraciones inferiores a los LMRs de estos plaguicidas en esas matrices (0.2 -
5.0 ppm). Las concentraciones de fortificacion fueron 10, 50 y 200 ppb. A partir de 6
réplicas de cadamatriz se prepararon dos tipos de muestras, |os extractos no purificados
y los purificados, tal como se ha explicado en el apartado 9.1 de la seccion Materiales
y Métodos. L osdostiposde muestrasseanalizaron mediante EL I SA. Lasconcentraciones
de los inmunorreactivos, asi como las diluciones de la muestra requeridas para los
inmunoensayos de carbaryl, carbofuran y methiocarb, se resumen en latabla 3.3.2.

Tabla 3.3.2. Concentraciones de los inmunorreactivos y diluciones de las muestrasen los
inmunoensayos de carbaryl, carbofuran y methiocarb en el formato Al.

ELISA
Carbaryl Carbofuran Methiocarb
Concentracién de anticuerpo (- g/ml) LIB-CNH45 LIB-BFNB67 LIB-MXNB31
15 1.0 0.75
Concentracién de trazador (= g/ml) HRP-CPNU HRP-BFNH HRP-MCNH
0.035 0.05 0.2
Dilucion de lamuestraen el ensayo
10 ppb 1/40 1/10 1/80
50 ppb 1/160 1/30 1/360
200 ppb 1/600 1/120 1/1500
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3.1.1. Determinacion de carbaryl.

Las concentraciones medias de los extractos purificados y no purificados,
estimadas a partir de la curva estéandar de carbaryl, se muestran en la tabla 3.3.3.
Independientemente de la matriz analizada, |as recuperaciones medias obtenidas en las
muestras purificadas (88.1, 87.5 y 87.3% para las concentraciones 10, 50 y 200 ppb,
respectivamente), fueron algo menores que las correspondientes a las muestras no
purificadas (90.1, 97.1 y 114.1%, respectivamente), pero en cualquier caso las
recuperaciones en ambos tipos de muestras fueron préximas a 100%. Estos resultados
indican que el inmunoensayo de carbaryl se puede utilizar parael andlisisdelosextractos
purificados y no purificados de una gran variedad de matrices. Ademas, la eliminacion
de laetapa de purificacion de |as muestras proporciona recuperaciones mas proximas a
100%, con una precisién comparable ala de las muestras purificadas.

Teniendo en cuenta el procedimiento seguido para la extraccién de la muestra,
ladilucién requeridaen el inmunoensayo (1/40 como minimo) y el rango operativo dela
curvaestandar del ELI1SA, sepuede considerar queel limite de cuantificacion del método
es 3.4 ppb.

3.1.2. Determinacién de carbofur an.

Las concentraciones medias de los extractos purificados y no purificados,
estimadasapartir delacurvaestandar de carbofuran, semuestran enlatabla3.3.4. Como
se puede observar, las recuperaciones medias obtenidas en las muestra purificadas,
fortificadas a 10, 50, y 200 ppb, fueron 62.4, 77.1y 80.7%, respectivamente. Las bajas
recuperaciones observadas a 10 ppb, especialmente en tomate, patatay manzana, fueron
probablemente debi das a ef ectos matriz como consecuenciadeladilucioninsuficientede
estas muestras en el tampdn de ensayo. Desafortunadamente, no fue posible el uso deuna
dilucién mayor porgue las concentraciones de las muestras no entraban en el rango de
trabajo de la curva estandar. Las recuperaciones de las muestras fortificadas a 50 y 200
ppb, aungue claramente menores que el 100 %, se podrian considerar aceptables con la
Unica excepcion de lamanzana (53.0 y 53.8 %, respectivamente).

Como en €l caso del carbaryl, las recuperaciones obtenidas en las muestras no
purificadas fueron mas proximas a 100% que las correspondientes a las muestras
purificadas. En los extractos fortificados a 10 ppb también se observaron efectos matriz
como consecuencia de una dilucion insuficiente, pero en este caso € efecto fue el
opuesto, es decir, el ELISA tendia a sobrestimar las concentraciones de carbofuran,
especialmente en pepino, patatay naranja.
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L os resultados obtenidos demuestran que la etapa de purificacion de lamuestra
también puede ser omitida en las determinaciones de carbofuran por ELISA,
proporcionando resultados mas exactos con una precision comparable.

Teniendo en cuenta el procedimiento seguido parala extraccion de la muestra,
ladilucién requeridaen el inmunoensayo (1/10 como minimo) y el rango operativo dela
curvaestandar del ELISA, sepuede considerar que el limite de cuantificacion del método
es 16 ppb.

3.1.3. Deter minaciéon de methiocarb.

Las concentraciones medias de los extractos purificados y no purificados,
estimadas a partir de la curva estandar de methiocarb, se muestran en la tabla 3.3.5.
Independientemente de la matriz analizada, |as recuperaciones medias obtenidas en las
muestras purificadas (72.9, 74.3 y 73.2% para las concentraciones 10, 50 y 200 ppb,
respectivamente), también fueron menores que las correspondientes a las muestras no
purificadas (89, 98.7 y 131.1%, respectivamente), como ocurria en los ELISAs de
carbaryl y carbofuran. Estos resultados parecen indicar que se producen pérdidas de
plaguicida cuando la muestra es sometida a una etapa de purificacién. Los datos
mostrados en latablademuestran que la etapa de purificacion también puede ser omitida
enlosanalisisdemethiocarb mediante EL | SA. Denuevo, estaaproximacién, proporciona
resultados mas exactos con una precision comparable.

Teniendo en cuenta &l procedimiento seguido para la extraccién de la muestra,
ladilucién requeridaen el inmunoensayo (1/80 como minimo) y el rango operativo dela
curvaestandar del ELI1SA, sepuede considerar que el limite de cuantificacién del método
es 3.4 ppb.
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Tabla3.3.3. Estudiosderecuperacion por ELISA (formato Al) demuestrasextraidasde frutas
y hortalizas, purificadas y no purificadas, fortificadas con carbaryl a 10, 50 y
200 ppb.
muestras purificadas muestras no purificadas
Concent. de

fortificacion media+ SD recuperacion CV mediat SD recuperacion CV
(ppb) matriz (ppb) (%) (%) (ppb) (%) (%)

10 pimiento 89+11 89.0 124 7.0x£0.6 70.0 8.6

pepino 94+02 94.0 21 102+ 04 102.0 39

freson 8.0+ 04 80.0 5.0 72+04 72.0 5.6

tomate 79+06 79.0 7.6 82+0.7 82.0 85

patata 9.6+0.6 96.0 6.3 9.3+05 93.0 54

naranja 120+ 0.8 120.0 6.7 11.7+04 117.0 34

manzana 59+09 59.0 15.3 9.5+0.6 95.0 6.3

media 88.1 90.1

50 pimento  422+22 84.4 52 395+59 79.0 14.9

pepino 43.0+28 86.0 6.5 492+16 98.4 33

freson 394+51 78.8 12.9 465+19 93.0 41

tomate 440+33 88.0 75 56.1+3.3 112.2 5.9

patata 494+26 98.8 53 495+29 99.0 5.9
naranja 493+22 98.6 45 483+53 96.6 11.0

manzana  39.1+17 78.2 43 50.6+ 2.6 101.2 51

media 87.5 97.1

200 pimento 141.2+115 70.6 8.1 1824+ 131 91.2 7.2

pepino 1725+ 13.7 86.3 7.9 2157+ 131 107.9 6.1

freson 167.3+ 135 83.7 8.1 2153+79 107.7 37

tomate 171.1+27.8 85.6 16.2 2754+ 29.0 137.7 10.5
patata 201.5+11.2 100.8 5.6 2187+ 120 109.4 55
naranja  223.7+52.2 111.9 233 253.6+72.8 126.8 28.7
manzana 144.6+19.9 72.3 138 236.2+18.1 1181 7.7

media 87.3 114.1

L os resultados se obtuvieron a partir del andlisis de 6 réplicas en 3 dias consecutivos. Las muestras a 10, 50 y 200 ppb se
diluyeron 1/20, /80 y 1/300, respectivamente (1/40, 1/160 y 1/600 en ensayo).
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Tabla3.3.4. Estudiosderecuperacion por ELISA (formato Al) demuestrasextraidasde frutas
y hortalizas, purificadasy no purificadas, fortificadas con carbofuran a 10, 50 y
200 ppb.
muestras purificadas muestras no purificadas
concent. de
fortificacion media+ SD recuperacion CV mediat SD  recuperacion  CV
(ppb) matriz (ppb) (%) (%) (ppb) (%) (%)
10 pimiento 7.6+09 76.0 11.8 114+12 114.0 10.5
pepino 8.7+£0.9 87.0 10.3 219+35 219.0 16.0
freson 6.8+ 1.3 68.0 19.1 121+09 121.0 74
tomate 57+10 57.0 175 103+22 103.0 214
patata 53+05 53.0 94 158+ 1.0 158.0 6.3
naranja 71+05 71.0 7.0 134+0.8 134.0 6.0
manzana 25+11 250 44.0 98+15 98.0 153
media 62.4 135.3
50 pimiento  424+4.8 84.8 11.3 48.6 £ 8.6 97.2 17.7
pepino 466+18 93.2 3.9 61.6+4.8 123.2 7.8
freson 40.6+ 3.8 81.2 94 469+ 2.6 93.8 55
tomate 38.7+37 774 9.6 448+ 14 89.6 31
patata 36.0+13 72.0 3.6 540+37 108.0 6.9
naranja 39.1+59 78.2 151 46.7+ 3.6 93.4 1.7
manzana 265+ 2.0 53.0 7.6 411+25 82.2 6.1
media 77.1 98.2
200 pimiento 167.5+ 22.0 83.8 131 185.1+10.9 92.6 59
pepino 1835+ 147 91.8 8.0 180.4 + 8.7 90.2 48
freson 1839+ 14.7 92.0 8.0 1985+ 11.0 99.3 5.5
tomate 151.6+25.3 75.8 16.7 204.7+15.1 1024 74
patata 1559+ 15.6 78.0 10.0 1975+ 116 98.8 5.9
naranja 180.2 + 18.5 90.1 10.3 2008+ 225 100.4 11.2
manzana 107.5+ 19.7 53.8 18.3 180.0+ 7.9 90.0 44
media 80.8 96.2

L os resultados se obtuvieron a partir del andlisis de 6 réplicas en 3 dias consecutivos. Las muestras 10, 50 y 200 ppb se
diluyeron 1/5, 1/15 y 1/60, respectivamente (1/10, 1/30 y /120 en ensayo).
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Tabla3.35. Estudiosderecuperacion por ELISA (formato Al) demuestrasextraidasde frutas
y hortalizas, purificadasy no purificadas, fortificadas con methiocarb a 10, 50 y
200 ppb.
muestras purificadas muestras no purificadas
Concent. de

fortificacion media+ SD recuperacion CV mediat SD  recuperacion  CV
(ppb) matriz (ppb) (%) (%) (ppb) (%) (%)
10 pimento  6.8+0.7 68.0 10.3 6.5+ 1.6 65.0 24.6
pepino 71+04 71.0 5.6 96+12 96.0 125

freson 6.0+1.0 60.0 16.7 9.7+ 0.9 97.0 9.3
tomate 6.8+ 1.3 68.0 19.1 87+21 87.0 24.1
patata 10.7+11 107.0 10.3 105+13 105.0 124
naranja 8.7+08 87.0 9.2 86+12 86.0 14.0
manzana 49+11 49.0 224 87+10 87.0 115

media 72.9 89.0

50 pimiento 38.8+44 77.6 11.3 439+ 109 87.8 24.8

pepino 31.3+41 62.6 131 55.6+ 2.6 111.2 4.7

freson 327+83 65.4 254 439+34 87.8 7.7
tomate 348+47 69.6 135 57.8+10.8 1156 18.7
patata 50.8+55 101.6 10.8 61.2+6.5 1224 10.6
naranja 409+51 81.8 125 365+84 73.0 23.0

manzana 30.6+ 4.0 61.2 131 465+ 3.8 93.0 8.2

media 74.3 98.7

200 pimiento 119.7 + 235 59.9 19.6 208.6 + 36.0 104.3 17.3

pepino 1059+ 15.0 53.0 14.2 206.2+ 353 103.1 17.1
fresdn 137.3+ 155 68.7 11.3 2519+ 30.9 126.0 12.3
tomate  131.8+25.1 65.9 19.0 3128+ 32.3 156.4 10.3
patata 202.6+30.1 101.3 14.9 402.6 £ 59.5 201.3 14.8
naranja  206.5+ 19.0 103.3 9.2 1932+ 258 96.6 134
manzana 121.2 + 20.4 60.6 16.8 260.2 + 26.3 130.1 10.1

media 73.2 1311

L os resultados se obutuvieron a partir del andlisis de 6 réplicas en 3 dias consecutivos. Las muestras a 10, 50 y 200 ppb
se diluyeron 1/40, 1/180 y 1/750, respectivamente (1/80, 1/360 y 1/1500 en ensayo).
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3.2. ESTUDIOSDE VALIDACION FRENTE A HPLC.

Los estudios de validacion de los ELISAs frente a HPLC como método de
referencia se llevaron a cabo sobre un total de 45 muestras de pimiento, freson y
manzana, fortificadas con carbaryl, carbofuran y methiocarb en €l Laboratorio
Agroalimentario de la Comunidad Vaenciana. Las concentraciones de |os plaguicidas
eran desconocidas paral os analistas. Después dela etapa de extraccion, se obtuvieron las
muestras no purificadas y purificadas. Las muestras no purificadas se analizaron
solamente por ELISA, mientras que los extractos purificados se analizaron por ELISA y
HPLC, en laboratorios diferentes. Seis de las 45 muestras analizadas fueron negativas
paralos tres analitos por ambos métodos. Ademas, doce de las 45 muestras se situaron
por debajo del limite de cuantificacion del ELISA de carbofuran, por 1o que no se
consideraron en los andlisis de correlacion para esta analito.

El andlisisderegresion lineal delosresultados obtenidosapartir delosextractos
purificados mostrd una buena correlacion entre métodos, como se puede apreciar en la
figura 3.3.2, con coeficientes de correlacion de 0.993, 0.959 y 0.960, correspondientes
aladeterminaciéndecarbaryl, carbofurany methiocarb, respectivamente. L as pendientes
delasrectas, con valores muy préximos a1, indican que las concentraciones de los tres
plaguicidas obtenidas por ambos métodos son en promedio las mismas. Sin embargo, €l
andlisis de la variabilidad de | os resultados de tres determinaciones de cada muestraen
diasdiferentes, demostro quelaHPL C, con coeficientesde variacion promedio alrededor
del 5%, proporcionabamedidasméasprecisasqueel ELISA, con coeficientesdevariacion
promedio arededor del 12%. También se compararon los resultados del ELISA en
muestras no purificadas con los de HPL C en muestras purificadas (figura 3.3.3). A pesar
de que la comparacién fue establecida entre muestras que habian sido sometidas a un
tratamiento diferente, las medidas correlacionaron bien (r? = 0.955, 0.936, 0.872, paralas
determinacionesde carbaryl, carbofurany methiocarb, respectivamente). No obstante, se
observo que los ELISAs tendian a proporcionar valores més altos, como |o demuestran
las pendientes de las rectas de correlacion, claramente superiores a 1 en las
determinaciones de carbaryl y methiocarb, y la elevada ordenada en €l origen en las
determinaciones de carbofuran. Estos resultados podrian indicar que las muestras no
purificadas contienen mas plaguicida que las purificadas, hecho que ya se habia
observado en el andlisis de los extractos de concentracion conocida, y que podria ser
atribuido a las posibles pérdidas de plaguicida que se producen durante las etapas de
purificacion, evaporacion y redisolucion delas mismas. Paracorroborar estahipotesisse
procedi6 acomparar lostresgrupos de determinaci onesanal iticas con lasconcentraciones
defortificacion, conocidas solamente a final del estudio. Losanalisisderegresion lineal
demostraron que las concentraciones de carbaryl, carbofuran y methiocarb obtenidas
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mediante ELISA, en muestras purificadas y no purificadas, y HPLC en muestras
purificadas (figuras 3.3.4, 3.3.5y 3.3.6, respectivamente) correlacionaron bien con los
valoresdefortificacion. Sin embargo, las concentraci ones de estos analitos determinadas
por ELISA en los extractos no purificados (figura 3.3.5), fueron més similares alas de
fortificacion (pendientes mas proximas a1l) quelas obtenidas en las muestras purificadas
mediante ELISA (figura 3.3.4) o HPLC (figura 3.3.6). Por lo tanto, parece confirmarse
la hipotesis de pérdidas producidas durante |a etapa de purificacion.

200 — \ \ \ \ \ \ \
[ carbaryl [ carbofuran methiocarb ]
150 [~ - = -
— F . -+ 4
Qo
Q
S 100 - . - - B
d | . 1 ]
-
D sop -+ L -
ol y = 1.04x + 1.07; r2 =0.993 | y = 0.90x + 2.80; r2 =0.959 | y=1.16x + 0.39; r2 =0.960 |
| | | | | | | | | | |
0 50 100 150 200 0 50 100 150 2000 50 100 150 200
HPLC (ppb) HPLC (ppb) HPLC (ppb)
Figura3.3.2. Correlacion de las concentraciones de carbaryl, carbofuran y methiocarb en
muestr as purificadas obtenidas mediante el analisispor HPLC y ELISA. Los
datos corresponden al andlisis de tres réplicas en dias consecutivos.
250 =1 T s T T T T T O
r carbaryl - -+ methiocarb B
200 - - - -
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s | 1 1 ,
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- L 1 1 ,
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o 7 y=1.36x - 1.62; r? = 0.955 7 y=1.00x +12.10; 2 = oese; y=1.50x - 1.42; 12 = 0.872;
| NI I I | T IO IR T | T IO IR IR R
0 50 100 150 200 250 O 50 100 150 200 250 O 50 100 150 200 250
HPLC (ppb) HPLC (ppb) HPLC (ppb)
Figura3.3.3. Correlacion de las concentraciones de carbaryl, carbofuran y methiocarb

obtenidas mediante HPLC en muestras purificadas y mediante ELISA en
muestrasno purificadas. L osdatos corresponden al andlisisdetresréplicasen dias
CONSECUtiVos.
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Figura3.3.4. Analisis de correlacion entre las concentraciones decarbaryl,
carbofuran y methiocarb obtenidas mediante ELISA en muestras
purificadasy lasconcentracionesdefortificacion. Losdatoscorresponden
al andlisis de tres réplicas en dias consecutivos.
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Figura 3.3.5. Andlisis de correlacién entre las concentraciones decarbaryl,
carbofuran y methiocarb obtenidas mediante EL|SA en muestras no
purificadasy lasconcentr acionesdefortificacion. Losdatoscorresponden
al andlisis de tres réplicas en dias consecutivos.
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Figura3.3.6. Analisis de correlacion entre las concentraciones de carbaryl,
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En definitiva, estos resultados indican que los ELISAs de carbaryl, carbofuran
y methiocarb pueden ser utilizados como métodosde andlisis cuantitativo en muestrasde
frutas y hortalizas. Ademas, la capacidad mostrada por estos inmunoensayos para
determinar con precision y exactitud estos analitos en muestras no purificadas, supone
unaindudabl e ventaja préactica sobre |os métodos que requieren un tratamiento previo de
lamuestra, como es el caso delaHPLC.
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4. DESARROLLO DEL ENSAYO MULTIANALITO.

Un inmunoensayo puede ser adaptado al andlisis multirresiduo aprovechando el
patron de diferentes afinidades que pueden presentar determinados anticuerpos haciaun
grupo de compuestos relacionados estructuralmente. Sin embargo, los analitos
individual es no son facilmenteidentificables mediante estavia, por o que en este trabajo
se ha optado por una aproximacion experimental diferente. Esta estrategia consiste en la
inmovilizacién de conjugados de OVA en diferentes areas de una placa ELISA
(inmunoensayo en el formato Cl), seguidapor laadicion de un reactivo Unico consistente
en una mezcla controlada de anticuerpos monoclonales especificos. De esta forma, en
cada érea se analizara uno y sélo uno de los analitos potencial mente presentes.

4.1. CARACTERIZACION DE DIFERENTES ANTICUERPOS
MONOCLONALESDE METHIOCARB Y CARBARYL.

Loquemarcael caracter multianalito del inmunoensayo que sequieredesarrollar
es, por lo tanto, lainmovilizacion de los conjugados de OV A en sitios diferentes de una
placaELISA y el empleo de unamezclacontrol adade anticuerposespecificos. Desdeeste
punto de vista, para desarrollar el ensayo multianalito (MELISA) en el formato Cl se
podrian utilizar los inmunorreactivos que dieron lugar a los ELISAs individuales de
carbaryl, carbofuran y methiocarb, cuyas caracteristicas se resumen en latabla3.4.1. No
obstante, estos inmunoensayos tienen valores de |, bastante diferentes, existiendo una
diferenciade hastaun orden de magnitud entre el ensayo mas sensible (el de methiocarb)
y el menos sensible (el de carbofuran). Este hecho, que en principio no esimportante, se
penso que podriadificultar lainterpretacion visual delosresultados, en €l caso de que no
se dispusiera de un lector adecuado.

Tabla3.4.1. Caracteristicasdelos ensayosindividuales de car baryl, carbofuran y methiocarb.
Inmunorreactivos (- g/ml) Parédmetros
Andlito conjugado anticuerpo Aax 150 (Ng/ml) pendiente
carbaryl OVA-CNA LIB-CNH45
1 0.02 16 0.06 1.03
carbofuran OVA-BFNH LIB-BFNB67
0.01 0.025 114 0.66 114
methiocarb OVA-DPNH LIB-MXNB31
1 0.02 0.96 0.02 1.22
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Como consecuenciade €llo, y teniendo en cuenta que el ELISA menos sensible
es el de carbofuran, se decidio igualar las | 5, de los tres ensayos individual es a expensas
de perder sensibilidad en los ensayos de carbaryl y methiocarb, manteniendo fijos los
inmunorreactivos de carbofuran. Para ello, se seleccionaron aquellas combinaciones
anti cuerpo monocl onal -hapteno conjugado que, ensayadascon el analito correspondiente,
proporcionaban los ELISAs menos sensibles en las primeras experiencias de
caracterizacion. Estas combinaciones de inmunorreactivos se volvieron a evaluar
mediante ELISAs competitivos frente a carbaryl o methiocarb. Los resultados de las
caracteristicas de los ensayos menos sensibles, asi como las concentraciones de los
inmunorreactivos que se utilizaron, se muestran en lastablas 3.4.2y 3.4.3.

Tabla3.4.2. Caracteristicasdelas curvascompetitivasde methiocar b, obtenidascon diferentes
inmunor r eactivos especificos.

Inmunorreactivos (= g/ml) Parametros
Conjugado Anticuerpo A ax I5o (NM) Pendiente

OVA-MXNH MXNH-14

4 0.04 1.05 1.85 0.84
OVA-MXNH MXNH-13

2 117 1.03 0.85

4 0.02 1.06 214 0.89
OVA-MXNH MXNB-33

2 1.02 147 1

4 0.03 112 3.23 0.98
OVA-MXNH MXNB-31

2 117 117 0.86

4 0.99 24 0.92
OVA-MXNB 0.03

2 1.08 1.65 1.92

4 0.89 343 0.94

L os datos se obtuvieron a partir de curvas competitivas realizadas por triplicado.
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Tabla 3.4.3. Caracteristicas de las curvas competitivas de carbaryl obtenidas con diferentes
inmunor reactivos especificos.

Inmunorreactivos (= g/ml) Pardmetros
Conjugado Anticuerpo A I5o (NM) Pendiente
OVA-CPNU LIB-CNH-45
1 1.79 1.67 0.97
0.04
2 1.66 3.12 0.9
OVA-INA LIB-CNA-36
0.3 0.02 152 2.27 1.08

L os datos se obtuvieron a partir de curvas competitivas realizadas por triplicado.

De acuerdo con los datos mostrados en la tabla 3.4.2, se seleccionaron €l
anticuerpo monoclona de methiocarb LIB-MXNB33 (utilizado a 0.03 -g/ml) y €
conjugado OVA-MXNH (utilizado a4 - g/ml), como los inmunorreactivos especificos
de methiocarb mas adecuados para su integracion en un ELISA multianalito. En cuanto
al ensayo de carbaryl (tabla 3.4.3), se seleccionaron el anticuerpo LIB-CNA36 y €
conjugado OVA-1INA, aungue e ensayo menos sensible (I, = 3.12) se obtuvo con el
anticuerpo LIB-CNH45 (0.04 -g/ml) y e conjugado OVA-CPNU (2 zg/ml). Sin
embargo, este Ultimo requirié concentraciones de inmunorreactivos algo més el evadas.

Las caracteristicas de los ELISAs individuales que conformarian el ELISA
multianalito son por lo tanto las que aparecen resumidas en latabla 3.4.4.

Tabla 3.4.4. Caracteristicas de los ensayosindividuales de carbaryl, carbofuran y methiocarb
que podrian formar parte del ELISA multianalito.

Inmunorreactivos (- g/ml) Parédmetros
Andlito conjugado anticuerpo Anax I5o (ng/ml) pendiente
carbaryl OVA-INA LIB-CNA36
0.3 0.02 152 0.46 1.08
carbofuran OVA-BFNH LIB-BFNB67
0.01 0.025 114 0.66 114
methiocarb OVA-MXNH LIB-MXNB33
4 0.03 112 0.73 0.98
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Unavez que se seleccionaron |os inmunorreactivos que constituirian el ELISA
multianalito de carbaryl, carbofuran y methiocarb, se disefi6 una experiencia para
confirmar que cadaanti cuerpo reconociaasu analito correspondiente en presenciadelos
otrosdos. Con estafinalidad, se ensayé paracadaanticuerpo lacurvaestandar del analito
correspondiente y la curva estdndar de lamezcladelostres analitos. El resultado de esta
experiencia se muestra en lafigura 3.4.1. Como era de esperar, los anticuerpos fueron
muy especificos de sus analitos correspondientes. El siguiente paso fue confirmar la
ausencia de reconocimientos cruzados anticuerpo-conjugado. Para llevar a cabo este
estudio se disefi6 lasiguiente experiencia. Setapizaron diferentesregiones detres placas
ELISA con los conjugados seleccionados, y en cada placase ensay6 lacurvaestandar de
lamezcladelostres analitos con un anticuerpo. De este modo debia de hacer evidente la
posible reactividad compartida de estos anticuerpos. Este efecto ocurre cuando los
haptenos conjugados a OVA no son Unicamente reconocidos por sus anticuerpos
especificos. Normalmente el término reactividad compartida se refiere a un antisuero
policlonal, aunque también se puede aplicar en este caso porque lamezclade anticuerpos
monoclonales se puede considerar como un suero policlonal sintético (Schuetz et al.,
1999).
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Figura3.4.1. Curvasestandar decarbaryl, carbofurany methiocarb resultantesdela adicion
decadaanalitoindividualmente (—) odelamezcladelostresanalitos( ).Los
haptenos conjugados seinmovilizaron en diferentes areas de unaplaca ELISA. En
cada una de ellas se ensayé un anticuerpo con la curva estandar del analito
correspondiente y la curva estandar de la mezcla de los tres analitos.

Las curvas que resultaron de esta experiencia estén representadas en la figura
3.4.2. Como puede observarse, € anticuerpo de methiocarb LIB-MXNB33 Unicamente
reconocio a su conjugado (OVA-MXNH). Sin embargo, el anticuerpo de carbofuran
(LIB-BFNB67) y e de carbaryl (LIB-CNA36) ademas de reconocer cadauno deellosa
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su propio conjugado, también reconocieron a conjugado de methiocarb. Es mas, €l
anticuerpo de carbaryl también reconoci6 a conjugado de carbofuran (OVA-BFNH).
Como consecuencia de estos resultados, hubo que descartar estos inmunorreactivos de
carbaryl y methiocarb para utilizarlos en el ensayo multianalito.

L e B B By S B B S B
LIB-MXNB33 +
12 - -+

L I R
LIB-BFNB67 + R LIB-CNA36 -

0,8 —

ABSORBANCIA (490 nm)

00l ol o .
10® 102 10! 10° 10' 10®> 10°® 102 10%' 10° 10* 102 10® 102 10! 10° 10' 10?

[METHIOCARB] ppb [CARBOFURAN] ppb [CARBARYL] ppb

Figura3.4.2. Estudios de reconocimento de los conjugados de tapizado (=) OVA-MXNH,
( ) OVA-BFNH, y () OVA-1INA, por los anticuerpos monoclonales L|B-
MXNB33, LIB-BFNB67 y LIB-CNA36. Las curvas se han obtenido por
cuadruplicado.

Para evitar mas problemas de reconocimiento, se optd por una estrategia mas
rigurosa, aungue mas lenta, consistente en establecer previamente la compatibilidad de
los inmunorreactivos mediante ELISAs no competitivos y ELISAS competitivos. Al
mismo tiempo que empezo6 a desarrollarse el ELISA multianalito, los estudios que se
estaban realizando en nuestro laboratorio sobre laincubacion simulténea del anticuerpo
especifico y e anticuerpo marcado empezaron a dar sus frutos. La idea, de nuevo, era
sencilla. El principal inconveniente del formato CI con respecto al formato Al es que el
primero es un ensayo indirecto y el segundo es un ensayo directo. La principal
consecuencia practica de este hecho es que el formato Cl requiere una etapa més que el
formato Al, yaque tradicionalmente hay que lavar la placa después de laincubacion con
el anticuerpo especificoy antes de laadicion del segundo anticuerpo marcado, lo quesin
duda aumenta el tiempo de ensayo e introduce una manipulacién adicional que
incrementa e riesgo de error, fundamentalmente por parte de usuarios poco
experimentados. Asi pues, decidimosllevar acabo unaseriede experienciasencaminadas
a determinar s era posible afiadir, simulténeamente, la mezcla de anticuerpos
monoclonalesy el anticuerpo marcado, con lo que se conseguiria reducir el formato Cl
aunasolaetapa. L osresultados obtenidos con este propdsito fueron muy positivos, lo que
en adelante permitié larealizacion de los ensayos aplicando condiciones de incubacién
simultanea.
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4.2. ENSAYOSNO COMPETITIVOS.

La findidad de estos ensayos fue determinar el reconocimiento de cada
anticuerpo sel eccionado hacialos haptenos conjugados de OV A delosotrosdosanalitos.

En una experiencia se determind qué conjugados de carbofuran (OVA-BFNH)
y de methiocarb (OVA-MXNP, OVA-MXNB, OVA-MXNH, OVA-MCNP, OVA-
MPNH, OVA-DPNH y OVA-MPNH) no eran reconocidos por el anticuerpo de carbaryl
LIB-CNHA45. L os conjugados de methiocarb que se han elegido proporcionaban buenos
ensayos competitivos con los anticuerpos correspondientes.

En otra experiencia se determind qué conjugados de methiocarb (enumerados
anteriormente) y de carbaryl (OVA-CNH, OVA-CPNU, OVA-CNA, OVA-1INA, OVA-
INAH, y OVA-2NAH) no eran reconocidos por €l anticuerpo de carbofuran LIB-
BFNB67.

Por ultimo, se estudié si |os anteriores conjugados de carbaryl y € conjugado de
carbofuran OVA-BFNH eran reconocidos o no por |os anticuerpos de methiocarb.

El reconocimiento de los conjugados de methiocarb y de carbofuran por €l
anticuerpo de carbaryl LIB-CNH45 se muestra en la figura 3.4.3. El conjugado de
carbofuran OV A-BFNH nofuereconocido por el anticuerpo decarbaryl LIB-CNH45. Sin
embargo, este anticuerpo reconocid en mayor o menor medidaatodos|os conjugadosde
methiocarb. El conjugado seleccionado, por ser el peor reconocido, fue OVA-MCNP,
aunque faltariadeterminar si alas concentraciones de este conjugado y de LIB-CNH45
gue se emplearian en el ensayo, se podria producir algun tipo de interferencia.

El reconocimiento de los conjugados de methiocarb y de carbaryl por el
anticuerpo de carbofuran LIB-BFNB67 se representa en las figuras 3.4.4 y 3.4.5,
respectivamente. L os Unicos conjugados de methiocarb no reconocidos por el anticuerpo
de carbofuran fueron OVA-MCNP, OVA-MCNH y OVA-MPNH (figura 3.4.4). Como
los dos ultimos si que fueron reconocidos por LIB-CNHA45, fueron descartados como
candidatos paraformar parte del ensayo multianalito. Por lo tanto, €l Uinico conjugado de
methiocarb que podia ser considerado era OVA-MCNP. Por otra parte, LIB-BFNB67
reconocio a todos los conjugados de carbaryl (figura 3.4.5). No obstante, OVA-1NA y
OVA-2NAH unicamente fueron reconocidos cuando se emplearon a concentraciones
elevadas de anticuerpo, por lo gue este hecho podria no tener importancia a las
concentraciones de inmunorreactivos empleados en el MELISA.

L legados a este punto, solo faltaba establecer €l anticuerpo de methiocarb que
seria utilizado en el ELISA multianalito. Y a se ha comentado anteriormente que OV A-

129



Resultados y discusion

MCNP es el unico conjugado de methiocarb que puede ser utilizado en el MELISA
porque no es reconocido por €l anticuerpo de carbofuran (LIB-BFNBG67) y Unicamente
loespor el decarbaryl (LIB-CNHA45) cuando se utilizan concentracionesel evadasde este
anticuerpoy de OV A-MCNP. Detodoslosanti cuerpos de methiocarb ensayados con este
conjugado se seleccionaron LIB-MXNB31 y LIB-MXNH14, porque proporcionaron
buenas curvas competitivas en los primeros ensayos de caracterizacién. Una vez
seleccionados |os anticuerpos de methiocarb, se procedi6 a estudiar su reconocimiento
hacia los conjugados de carbaryl y €l de carbofuran. Los resultados obtenidos con LIB-
MXNB31y LIB-MXNH14 se muestran en lasfiguras 3.4.6 y 3.4.7, respectivamente. De
ellos se deduce que sélo LIB-MXNH14 puede ser utilizado en el MELISA, puesto que
no reconocio ni aOVA-BFNH (conjugado de carbofuran) ni a OV A-2NAH (conjugado
de carbaryl).
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Figura3.4.3. Reconocimiento de los conjugado de methiocarb y OVA-BFNH por €

anticuer podecarbaryl L1B-CNH45. Los conjugados de methiocarb seutilizaron
aunaconcentraciénde: ( )4 zg/ml,(—)2 -g/ml,( )1:g/ml,y(—)0.5 -g/ml.
OVA-BFNH seusb a 4,1, 0.5y 0.01 = g/ml, respectivamente (simbol os blancos).
Las diluciones del anticuerpo fueron preparadas mediante dilucion seriada en
tampdn FT, apartir de unadisolucion 2 - g/ml que contenia anticuerpo marcado a
una dilucién 1/500.
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Reconocimientodelosconjugadosdemethiocar b por €l anticuer po monoclonal
L1B-BFNB67. Los conjugados de tapizado indicados en las gréficas se utilizaron
aunaconcentracionde: ( )4 Zg/ml,(—) 2 zg/ml,( )1 :g/mL,(—)0.5 g/ml.
Las diluciones del anticuerpo fueron preparadas mediante dilucion seriada en
tampon FT, apartir de unadisolucion 1.2 - g/ml que contenia anticuerpo marcado
aunadilucion 1/500.
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Reconocimiento de los conjugados de carbaryl por el anticuer po monoclonal
L1B-BFNB67. Los conjugados de tapizado indicados en las gréficas se utilizaron
aunaconcentracionde: ( )4 zg/ml, (—) 2 zg/ml,( )1 -g/ml, (—) 0.5 Zg/ml.
Las diluciones del anticuerpo fueron preparadas mediante dilucion seriada en
tampon FT, apartir de unadisolucién 2 - g/ml que contenia anticuerpo marcado a

unadilucién 1/500.
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Figura3.4.6.
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Reconocimiento delos conjugado de carbaryl y OVA-BFNH por el anticuerpo
de methiocarb L1B-MXNB31. Los conjugados de methiocarb se utilizaron a una
concentracionde: ()4 :g/ml,(—)2 zg/ml,( )1:g/ml,y(—)0.5 :g/ml. OVA-
BFNH seusd a 4, 1, 0.5y 0.01 - g/ml, respectivamente (simbolos blancos). Las
dilucionesdel anticuerpo fueron preparadasmediantedilucion seriadaentampdn FT,
apartir de unadisolucion 2 - g/ml que contenia anticuerpo marcado a unadilucion
1/500.



Resultados y discusion

. T T ‘ ‘77 T T ‘ ]
£ OVA-ONH | OVA-CPNU 1
NI 1 J
©
8 L € i
8 | 1 |
£
8 1 T n
® | 1 |

B P PP P {
4 [ T T ‘ T T 1 T T ‘ T T ‘ T T ‘7
T | OVAONA 1 OVA-INA |
=
o 3- -+ -
[©)
S‘/ L € 4
©
8 Lk i
8 | 1
£
8 1 T
| | 1
e @ a la a Py
4 — T T ‘ T T ‘ T ‘77
£ | OVAINAH
gr/ L 4 i
8 Lk € i
8 | 1 |
£
8 1 T N
| | 1 |
iy ;- a ‘h - 4_4‘ Y @ Py a e Py
4= T T T T 1 T ] b L L b L -
= ' ovasam ] 102 101 100
s 3L _ [LIB-MXNH14] (ug/rmi)
g | ]
©
8 Lk |
8 | |
£
8 1 .
| | |
[LIB-MXNH14] (ug/rm)
Figura3.4.7. Reconocimiento delosconjugadodecarbaryl y OVA-BFNH por el anticuerpo

demethiocarb L1B-MXNH14. L os conjugados de methiocarb se utilizaron auna
concentracion de: () 4 Zg/ml, (—) 2 zg/ml, ( )1 :g/ml,y (—) 05 -g/ml.
OVA-BFNH se hausado a 4, 1, 0.5y 0.01 =g/ml, respectivamente (simbolos
blancos). Lasdilucionesdel anticuerpofueron preparadasmediantedilucién seriada
entampon FT, apartir deunadisolucion 2 - g/ml que conteniaanticuerpo marcado
aunadilucion 1/500.
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De todas estas experiencias se concluy6 que |os pares de inmunorreactivos que
formarian parte del ELISA multianalito serian: LIB-CNH45 y OVA-2NAH, para la
determinacion de carbaryl; LIB-BFNB67 y OVA-BFNH, para la determinacion de
carbofuran, y LIB-MXNH14 y OVA-MCNP, parala determinacion de methiocarb.

4.3. ENSAYOSCOMPETITIVOS.

Una vez escogidas mediante ELISAs no competitivos las pargjas de
inmunorreactivos compatibles mas adecuados, se determinaron sus concentraciones
Optimas para el ensayo multianalito mediante EL1SAs competitivos. Las caracteristicas
analiticasdelas curvasdeinhibicion seresumen en latabla 3.4.5. En general, se observa
un comportamiento similar en los tres inmunoensayos. Asi, un aumento de la
concentracion de los inmunorreactivos repercute normalmente en un aumento de la
absorbanciadelacurvaestandar, pero también de su | ,. L as combinaciones marcadasen
negrita se seleccionaron como las més adecuadas para el ELISA multirresiduo.

4.4. ESTUDIOSDE INTERFERENCIAS.

Una vez seleccionados los inmunorreactivos y las concentraciones a las que
serian utilizados en el ELISA multianalito, se confirmd la ausencia de reconoci mientos
cruzados posteriores mediante ELISAs competitivos. Para llevar a cabo esta tarea se
disefiaron dos tipos de experiencias.

La primera de ellas (descrita en el apartado 4.1 de esta seccion) consistio en
tapizar diferentes regiones de tres placas con los conjugados seleccionados, y en cada
placa se ensay( la curva estdndar de lamezclade los tres analitos con un anticuerpo. De
este modo debian de hacerse evidentes aquellos casos no deseables en |os que pudieran
aparecer curvas competitivas asociadas a la combinacion de un determinado anticuerpo
con conjugados de ensayo distintos al de su correspondiente analito. Los resultados se
muestran en lafigura3.4.8. Como era de esperar, cada anticuerpo reconocio Unicamente
a su conjugado.

En la segunda experiencia se tapizaron tres placas, una con cada uno de los
conjugados seleccionados. En cada placa se ensayaron cuatro combinaciones posibles:
la curva estandar del analito correspondiente al tapizado con su anticuerpo (control), la
curvaestandar de ese analito con unamezcladelostres anticuerpos, lacurvaestandar de
una mezcla de los tres analitos con el anticuerpo correspondiente a tapizado y la curva
esténdar de una mezcla de los tres analitos con una mezcla de | os tres anticuerpos.
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Tabla3.4.5. Caracteristicas de los ensayos competitivos de car baryl, carbofuran y methiocarb
utilizando los inmunor reactivos compatiblesen el MELISA.

Inmunorreactivos (- g/ml) Pardmetros
Andlito conjugado anticuerpo A max I, (ng/ml) pendiente
carbaryl OVA-2NAH LIB-CNH45

0,5 0,07 0,82 0,22 1,28

01 1,45 0,28 1,43

04 2,88 05 1,36

2 0,07 2 0,3 1,19

01 31 0,41 1,24

04 4 1,25 1,57

carbofuran OVA-BFNH LIB-BFNB67

0,1 0,04 1,66 0,53 1,2

0,06 2,07 0,58 1,08

0,08 2,66 0,72 1,09

0,3 0,04 0,6 0,38 0,91

0,06 0,75 0,48 1,12

0,08 1 0,57 1,21

methiocarb OVA-MCNP LIB-MXNH14

01 0,05 0,17 0,07 1,45

0,1 0,32 0,07 1,22

0,22 07 0,14 1,41

04 1,12 0,23 1,99

0.2 0,05 04 0,04 1,17

0,1 0,74 0,08 1,13

0,2 1,59 0,15 1,33

04 2,47 03 2,08

4 0,05 0,58 0,07 1,41

01 1,17 0,11 1,21

02 2,33 0,18 1,44

04 344 0,37 2,19

Datos calculados a partir de curvas competitivas realizadas por triplicado.
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L osresultados de esta experienciase muestran en lafigura 3.4.9. En cadaunade
lasgréficas seobservaquelasabsorbancias delas curvas competitivas obtenidas con cada
anticuerpo especifico son iguales, aunque algo mayores que las obtenidas con lamezcla
de los tres anticuerpos. Donde més se acusa este efecto es en la placa tapizada con €
conjugado de carbaryl OV A-2NAH. Estadiferenciaen las absorbancias maximas podria
ser consecuenciade gue ladilucién de anticuerpo marcado que se empleaeslamismaen
todas las combinaciones. Por o tanto, en aguellas en las que se utiliza la mezcla de
anticuerpos especificos, habria una menor cantidad relativa de anticuerpo marcado
disponible paraunirse alos anticuerpos monoclonales, 1o que originariaunaabsorbancia
menor. No obstante, |as cuatro curvas coinciden bastante aproximadamente, lo cual indica
gue no se producen interferencias importantes como consecuencia de la mezcla de los
analitosy de los anticuerpos especificos.

25 T T T T
2ol LIB-CNH45 | LIB-BFNB67 | LIB-MXNH14 |

15—

1,0 —

ABSORBANCIA (490 nm)

05—

I I o i T L L
10 102 10* 10° 10* 102 10°® 102 10! 10° 10* 10® 10% 102 10! 10° 10! 10?

[CARBARYL] (ppb) [CARBOFURAN] (ppb) [METHIOCARB] (ppb)

Figura3.4.8. Estudios de reconocimiento cruzado delos conjugadosdetapizado ( )
OVA-2NAH,( )OVA-BFNH,y (=) OVA-MXNH, por losanticuer pos
monoclonales L1B-CNH45, LIB-BFNB67 y L1B-M XNH 14, en ensayos
competitivos. Las curvas se han obtenido por cuadruplicado.
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Figura3.4.9. Estudio de las posibles interferencias debidas a la utilizacion delas

mezclasde analitosy deanticuerpos. ( ) curvacontrol, realizada con un
analitoy su anticuerpo correspondiente, (—) curvarealizada con un anaito
y lamezcla de los tres anticuerpos, () curva correspondiente ala mezcla
delostresanalitosy un anticuerpo, (—) curvaresultante delautilizacion de
lamezclade los tres analitos y de los tres anticuerpos.
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5. APLICACION DEL ENSAYO MULTIANALITO.
ESTUDIOS DE RECUPERACION.

5.1. ANALISISDE MUESTRAS DE TAMPON FORTIFICADAS.

Esta experiencia se disefib paraevaluar la capacidad de anadlisisdel MELISA en
muestras sencillas, tales como las de tampdn de ensayo, fortificadas con carbaryl,
carbofuran y methiocarb en diferentes proporciones. L as cantidades recuperadas de cada
plaguicida se obtuvieron interpolando las absorbancias del ensayo sobre las respectivas
rectas de calibracion. Estas rectas estaban formadas por tres puntos, correspondientes a
la parte central de las curvas sigmoides del ensayo competitivo. En cada ensayo se
incluy6 ademas un blanco en ausencia de analito. En la figura 3.4.10 se muestran las
rectas se calibracién de carbaryl, carbofuran y methiocarb en e ELISA multianalito,
resultado de promediar 20 rectas estandar normalizadas. En latabla 3.4.6 se muestran las
recuperaciones de carbaryl, carbofuran y methiocarb obtenidas a partir de tres andlisis.
Si bien las concentraciones de carbaryl y methiocarb encontradas en las muestras en las
gue no habia ningun otro analito resultaron ser anormal mente bajas, |as recuperaciones
delostres compuestos en lagran mayoriadelas muestrasfueron muy préximasal 100%.
Por |o tanto, puede concluirse que el MELISA desarrollado es capaz de determinar cada
uno de los analitos en presencia de los otros dos, incluso cuando estos Ultimos se hallan
a concentraciones proporcional mente muy atas.
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Figura 3.4.10. Rectas estandar de carbaryl ( ), carbofuran
(=) y methiocarb ( ) en & ELISA
multianalito. Cada recta representa la media de
20 rectas de calibracion. Las barras de error
corresponden alas desviaciones estandar.
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Tabla 3.4.6. Determinacién de carbaryl, carbofuran y methiocarb, mediante el ELISA
multianalito, en muestras de tampo6n fortificadas con estos plaguicidas.
concentraciones fortificadas (ng/ml) concentraciones recuperadas (ng/ml)
carbary! carbofuran methiocarb carbaryl CV (%) recuperacion (%)
- 1000 1000 -
20 - - 14,9 14,9 74,5
20 100 20 19,3 6,7 96,5
20 1000 1000 21 11,3 100,5
20 - 1000 17,8 14,1 89
20 1000 - 20,1 11,5 100,5
1000 100 1000 998,1 44 99,8
1000 1000 20 1065,8 81 106,6
carbofuran CV (%) recuperacion (%)
1000 - 1000 -
- 100 - 105 74 105
20 100 20 103,1 10,9 103,1
1000 100 1000 108,7 6,8 108,7
- 100 1000 97,5 10,5 97,5
1000 100 - 99 53 99
20 1000 1000 839 18,8 83,9
1000 1000 20 845,7 15,3 84,6
methiocar b CV (%) recuperacion (%)
1000 1000 - -
- - 20 12,6 11,9 63
20 100 20 21,2 6,3 106
1000 1000 20 26,7 52 1335
1000 - 20 22 89 110
- 1000 20 25,2 7.1 126
20 1000 1000 867,2 31,6 86,7
1000 100 1000 9133 13,4 91,3

Las muestras se ensayaron ala dilucion apropiada en cada caso. Los datos se obtuvieron promediando |os resultados de
tresandlisis.
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5.2. ANALISISDE MUESTRASREALES.

El ELISA multianalito también se aplicé a la determinacién de carbaryl,
carbofuran y methiocarb en 45 muestras purificadasy no purificadas de fresdn, manzana
y pimiento, que previamente habian sido fortificadas con diferentes concentraciones
(desconocidas para los andlistas) de los tres plaguicidas. Estas muestras estaban
conservadas a- 20 °C y eran réplicas de las que se utilizaron en €l estudio de validacion
delosELISAsindividuales paracadaplaguicida. Losresultadosdel analisismultianalito
de las muestras purificadas se compararon con las concentraciones obtenidas en su dia
mediante HPLC. Finamente, y para evaluar la capacidad analitica del MELISA en
extractos crudos, las concentraciones que resultaron del andlisis de las muestras no
purificadas se compararon con los valores de fortificacion.

El andlisis de regresion lineal entre el MELISA y la HPLC sobre muestras
purificadas (figura 3.5.2) mostr6 unos buenos coeficientes de correlacién (0.961, 0.904
y 0.903 paralasdeterminacionesde carbaryl, carbofurany methiocarb, respectivamente).
No obstante, el MELISA de carbofuran proporcioné concentraciones significativamente
menores que laHPLC, y por lo tanto unabaja pendiente de larectade regresion (0.50).
Delas45 muestras analizadas, 21 dieron unaconcentraci 6n de carbofuran por debajo del
limite de cuantificacion (16 ppb), por lo que no se consideraron en € andlisis de
correlacion. Sin descartar laposibilidad de un error experimental en ladeterminacion de
carbofuran en estas muestras, 10s bajos valores obtenidos podrian también deberse ala
degradacion de carbofuran en estas réplicas que, aunque conservadas a -20 °C, se
analizaron mediante el ensayo multianalito varios meses después de su preparacion.

Los andlisis de regresién lineal mostraron también (figura 3.5.3) muy buena
correlacion entrel osresultados proporcionadospor el ensayo multianalito enlasmuestras
no purificadas y las concentraciones de fortificacion (r* = 0.973, 0.916 y 0.919 para
carbaryl, carbofuran y methiocarb, respectivamente). Por otra parte, la pendiente de la
recta de regresion es préacticamente 1 en los andlisis de carbaryl y carbofuran, aunque
disminuyeen el ensayo de methiocarb (0.71). En cualquier caso, estosresultadosindican
gue las concentraciones recuperadas y las de referencia son en promedio coincidentes.
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Figura3.5.2 Analisis de correlacién entre las concentraciones de carbaryl, carbofurany
methiocarb obtenidas mediante HPLC y & ensayo multianalito en muestras
purificadas. L os datos correspondientesal MELISA proceden deun Gnico andlisis.
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Figura3.5.3. Andlisis de correlacion entre las concentraciones de carbaryl, carbofurany

methiocarb obtenidas mediante el MELISA en muestras no purficadasy las
concentraciones de fortificacion. Los datos corresponden a un Unico andlisis.

Detodo o expuesto anteriormente puede deducirse queel MEL I SA desarrollado
es aplicable a la determinacion cuantitativa de carbaryl, carbofuran y methiocarb en
extractoscrudosde productoshortofruticol as, aungque paraconsolidar su aceptaci én como
método de rutina seria necesario llevar a cabo una evaluacion mas exhaustiva.
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Conclusiones

Sehaconfirmado laimportanciade utilizar un hapteno inmunizante que preserve
al maximo la estructura del analito, para obtener anticuerpos de alta afinidad
frente a plaguicidas.

En el ensayo de methiocarb se hacomprobado quelarelacién entre laestructura
de un hapteno y su idoneidad como hapteno de ensayo depende del anticuerpo.
Para un anticuerpo dado, la utilizacion de haptenos heterdlogos es una buena
aproximacion para mejorar la sensibilidad. Sin embargo, esta mejoriano se ha
observado en e ensayo de carbofuran debido, tal vez, a que los haptenos
utilizados no son suficientemente diferentes en estructura de los haptenos
inmunizantes.

Los dos formatos de ELISA desarrollados y evaluados para cada analito
proporcionan curvas competitivas con caracteristicas similares. Sin embargo, €l
formato de conjugado inmovilizado admite més heterologia de hapteno que el
formato de anticuerpo inmovilizado.

L osinmunoensayosdesarrollados paramethiocarb son altamente especificos. Por
su parte, los de carbofuran reconocen algunos compuestos muy similares
estructuralmente. Estas caracteristicas son independientes del formato utilizado.

Los estudios de validacion frente a HPLC demuestran que tanto los ELISAs
individuales de carbofuran y methiocarb, desarrollados en estatesis, como el de
carbaryl, pueden ser incorporados en los programas de control de plaguicidas
N-metilcarbamatos como métodos aternativos o complementarios a los
establecidos.

Asimismo, se ha demostrado la capacidad de estos ELISAS para determinar
plagui cidasen extractos crudos, obteniéndoseincluso mejoresresul tados que por
HPLC. Lautilizacion delosELISAspermitiriareducir el tiempoy el costedelos
andlisis, asi como el consumo de disolventes orgéani cos.

Parael desarrollodel ELISA multianalito hasido necesario conseguir unamezcla
controlada de anticuerpos monoclonales especificos para cada plaguicida, que
Unicamente reconozcan a sus respectivos conjugados. Cada anaito es
identificado mediante la inmovilizacion previa de conjugados de ensayo
especificosen diferentes pocillosde unaplacaELISA. El ELISA multianalito se
hadesarrollado en unauni caetapamediantelaincubaci 6n simultaneadel analito,
el anticuerpo especifico y el anticuerpo marcado.
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Conclusiones

L Por ultimo, se ha demostrado la capacidad del ELISA multianalito para
determinar simultaneamente carbaryl, carbofuran y methiocarb en extractos
crudos de frutas y hortalizas conteniendo mezclas de los tres plaguicidas en
proporciones variables.
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APENDICE I.

ESPECTROS (UV, RMN Y MASAS) DE LOSHAPTENOS.
ESPECTROS (UV) DE LOS CONJUGADOS PROTEINA-HAPTENO.
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1. ESPECTROS DE LOS HAPTENOS Y DE LOS
CONJUGADOSHAPTENICOSDEL METHIOCARSB.
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Acido 4-[[1-(4(methiltio)-3,5-xililoxi)car bonilJamino]butanoico (M XNB).

CNHCH,CH,CH,COOH
CHj CH,
SCH,
25 25
20 b 201 BSA-MXNB
g <
2 15t O 15
Eg z
g2 5
3 10 § 0
Or 10+
2 o
<
05 05|
00 . . . ! ! " 00 . . . . . .
220 240 260 280 300 320 340 220 240 260 280 300 320 340
LONGITUD DE ONDA (nm) LONGITUD DE ONDA (nm)
25 ! ! ! ! ! ! 10
2ol OVA-MXNB 1 HRP-MXNB
<
< <
g 15t [}
< z
2 3 osf
8 o
® 10 §
< <
05F
0.0 : . . . I 00 . . . . .
220 240 260 280 300 320 340 ' 250 300 350 400 450 500
LONGITUD DE ONDA (nm) LONGITUD DE ONDA (nm)

174



Apéndice |

File:FABIG Ident:19_22-4_6 SMO(I1,7) AcC
rreannt BeT_G113705 mT

q:16-JUN-1997 14:12:30 +1:49 Cal:FABIG 1
a0ccaaa

pPlarboal 2
CMIS32
s N a smonszmurze
1 ] a sesoSsnsgey
expl pulse sequance: sZpui s 3 Grdddggaang®
H S ddgsddaddsag
ore. & Ve H
date 1-12-90 dfrq not used [
Solvant  acetons i
file om3: dpwr not used a
ACQUI! 'TON dof -450.0 8 8
IS 75.462 dm vy 2 ]
ta €13 dmm ] od = s
at C.B00 dmf 11600 1 R bl
np 30016 dseq undefined s e}
8w 18761.7 dres undef ined - 3 - o
s 11 homo n = 8 2
bs &4 PROCESSING o ,
P 1.0 1 1.00 I A g
d1 0 .vtfile -
tof 0 prog £t
nt 2048 fr 32768
et 2048 math i
rock
gain not used werr
e
i1 n wbs
in . * y wat
¥y
o
o
-1322.7
18761.7
vE 135
sc 0
we 250 A
. 5.0
s 100.00
rfl 1322.7
rip N
th
ine 1.000
na cde .
CMI832
WD
OBSERVE C13
FREQUENCY 75.462 Mz
SPECTRAL WIDTH 18761.7 Hz
ACQUISITION TIME 0.800 sec
ION Di 0.000 sec
PULSE WIDTH 11.0 usec
AMBIENT TRMP]
NO. RERPETITIONS 2048
DECOUPLE HL
HIGH POWER 1
DECOUPLER CONTINUOUBLY ON | 1
L nowsee seecisron
S : : . ‘ T e
LiKg EROMDENING 1. 250 200 1l pers 130 80 ) ) 20 5 ppem
TOTAL ACQUIHITION TIME 27 minutes N,
oE n P
m 298cE 1§
! i
i zek H
: LE TJ
BN
> .
.
e
[y .
e
PREaEY .47 W
MIDTH 4508.5 Hs
NITSITON TIFE £ 40 o
Lo SELAY 000 oou
UL GIOTY 200 same
ARMIENT TERPERTURE
0. RePeTITIONS 64
DOUBLE MRECKSIONM ACQUISITION —
DATA PROCESSING
FT SIX 3768
TOTAL ACAITSITION TIFE ¢ atauton
v T T T \ T ;
9 . L 13 4 a 1 e
X,
[E———— —_— -
39 ">
LY 1.8 ® LX)
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sz
WaNE

expl pulse sequence: sZpul

SAMPLE DRC. & VT
date 1-12-90 dfrq not. used
solvant  acetone dn HL
file cmjadz dpur not used

ACQUISITION dof -450.0
strq 5.462 dm vy
ta €13 dm ]
at 0.600 duf 11600
np 30016 dseq  undefined
v 18761.7 dre undef {ned
I 11250 homo X
bs &4 FROCRSS TG
pe 1.0 b 1
a1 0 .wtfile
tof 0 proc fr
ot 2048 fn 32768

2048 math i

alock
gain not used werr

vexp
i1 n wbs
.t y wit
dp y
hs on

DisPLAY
sp ~1322.7
wp 16761.7
ve
sc 0
we 250
hzem 75.05
is 100,00
rf1 1322.7
rfp 0
th 2
ins 1.000
na cde

cgsaz
B

OBSERVE €13

PREQUENCY 75.462 Miz

SPECTRAL WIDTH 16761.7 Hz

ACQUISITION TIME 0.800 sec
IOW DELAY 0.000 sec

PULSE WIDTH 1.0 usec

ANBIENT TEMPERATURI

HO. REPRTITIONS 2048

DECOUPLE HL

HIGH POWER 1

DFCOUPLER CONTINUOUSLY ON

DOURLE PRECISION

206.209

121,998
41.096
31,368
29.593

144.580
0.000

174.400
155,203
152.152

131.862

DATA PROCESS ING

LINE EROADRNING 1.0 Hr T zéo
FT SI25 32768
TOZAL ACQUIBITION TIME 27 minutes
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ABSORBANCIA

ABSORBANCIA

Acido 6-[[1-(4(methiltio)-3,5-xililoxi)car bonilJamino]hexanoico (M XNH).

25

(@]

CNHCH,CH,CH,CH,CH,COOH

CHg
SCH,

20

15

10

05

0.0
220

25

. . . . N N
240 260 280 300 320 340
LONGITUD DE ONDA (nm)

20 -

15F

10r

05

0.0

OVA-MXNH

220

L L L L
240 260 280 300 320 340

LONGITUD DE ONDA (nm)

CH,

ABSORBANCIA

ABSORBANCIA

25

20 -

15

10 |

05

BSA-MXNH

0.0
220

1.0

260 280 300 320 340

LONGITUD DE ONDA (nm)

05

0.0

HRP-MXNH

1
250

1 1 1 1
300 350 400 450 500

LONGITUD DE ONDA (nm)
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FiTe:FABI6 IdentI0_I7-2_5 SWO(I,7) Acq:18-JUN-1997 T471Z730 #1737 Cal:FABIE.T
|AutoSpecE FAB+ Magnet BpI:48710272 TIC:2820732416
1008 168 MUESTRA MXNH 4.8E7
953 4.6E7
E .4E7
903 325 4.4
853 -~ 4.1E7
so . 3.987
753 3.687
703 3.487
65] 3.187
603 2.987
553 2.7E7
50] 2.487
45] 2.2E7
40] 1.987
35] 1.787
303 1.587
25] 1.287
20] 9.786
153 347 649 7.3E6
10] 4.8E6
438
5]121 2.4E6
| 223 279 | 78 671
156 200 250 3bo - 350 42bo k0 sbo  shg sbo 50 | 7bo /7
2
-
et et s st
e v
Pt TRt S
Do Cote & = ]
e L
s 3
R e " b
I - ?
2 rom - .
> . By
R, e Bt N
n = .
2 o v .
. e i
b ey "
& Hali
u "t 1
% "
e ! e
qain »ot used  wexp
™
a ==
d [
g 3
PISPLAY
o s
3
2 g
= d
= .
htm 14,18
a1
-]
n
. .
e
s
-
ek 1t
ot
gyt
e e
o 500 oo
PLLSE WIDTH 20.0 usec
3
DUMLE. PRECLEION ACQUISETION -
T ST e '
T o 11 3 wiaten
n M N > H M H . 3 Y '
~.
) w5 e
L (2 3 1M
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cmas30
o

expl pulse sequence: 5Zpul

saMPLE DEC. & V3
date 1-12-90 dfrq ot uaed
solvent  acetone dn o
£ile m3s30  dpwr not_used

ACQUIBLTION dot -450.0
trq 162 ¥y

aus30
w0
ORSERVE CL
PREQUINCY 75.462 Miz
E WIDYH 18761.7 Hz
ACQUISTTION TIME 0.800 sec
10N DI 000 sec
& 11,0 usd
A1
RO, REPREITIONE 1216
i 1
HIGH POWER 1

DECOUFLER CORTINUOUSLY O

206.193
121.968

155,054
144,549

e AR 044

174.628

DOUHLE PRECIBION
DATA PROCRSSI

G
LINE BROADENING 1.0 Hz T30
FT 5IZE 32768

TOTAL ACUISTIION TINE 16 minutes

SES8R2382R3088
B53nTEELNERS
FRRSRRANARRNIG
% 4
Kr.
T T
40 20 pe
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180

ABSORBANCIA

Acido 3-[[1-(3,5-xililoxi)car bonil]Jamino] pr opanoico (DPNP).

IO
OJNHCHZCHZCOOH
H,C CH,
25
20+
<
Q 15t
<
4
8 10}
<
05
00 . . . . . .
220 240 260 280 300 320 340
LONGITUD DE ONDA (nm)
25 10
OVA-DPNP HRP-DPNP
20+
<
(&}
15+ z
2 osf
1o} 3
<
05
00 . . . ) 00 . . . . .
220 240 260 280 300 320 340 250 300 350 400 450 500

LONGITUD DE ONDA (nm)

LONGITUD DE ONDA (nm)
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mst1
DPNP

oxpl pulse sequence: sZpul

DRC. & VT
date 1-01-90 dfrg not used
solvent  acetone dn
i mjstl dpwr not_used

ACQUISITION dof 450.8
&f; 300.075 dm
tn
at 2.489 amf 200
np 22400 dseq  undefined
sw 4500.5 dres  undefined
I 2250 R
bs 16 PROCESSING
pw 20.0 wtfile
a1 0 -proc £t
tof 0 fn not used
nt 64 math L
et
alock worr
gain not used wexp
i n ot
in y
dp y

m

DIsPLAY
sp -73.1
w 23030
ve 151
sc [l
ve 250
hzme 13.21
is 5012.96
rf1 1155.6
rfp 612.2
th
ins 100.000
na  ph

nsit

DRNE

OBBERVE KL

FREQUENCY 300.075 Miz
SPECTRAL WIDTH 4500.5 Hz
ACQUIBITION TIME 2.489 sec
RELAXATION DELAY 0.000 sec
PULSE WIDTH 20.0 usec
ANBTENT TEMPERAYURE
¥0. REFETITIONS 6
DOUBLR PRECIBION ACQUISITION
DATA PROCESEING
PT 812 32768
TOTAL ACQUISITION TIME 2 minutes

2.256
2.254

6.804
6.706
2:620

5.609
3,480
3.415

curt
DPNP
expl pulse sequence: s2pul
B ZC. & VT
1-01-90 dfeq not ysed
acetone dn Hi
dpwr not used
ACQUIBITION £ g
75.462 dm
tn ci3 dmm
at 0.900 duf 11
np 30016 dseq  undefiped
5w 18761.7 dres of
11250
bs ] PROCESBING
pv 1.0 1 1
a1 0.wfile
tof pro
nt 40% fn azree
0% math
alock n
gain not used werr
FLAGE woxp
i1 n we
in y wot
dp Y
he
DISPLAY
-392.1
16644.3
vs 1
sc
we 250
hzmm 66.56
s 100,00
1 35764
rfp 2248.8
th 6
ins 1.000
m ode
Bl
DERE
OBSERVE c1

3
FREQUENCY 75.462 iz
SPECTRAL WIDTH 18761.7 Hz
ACQUIBITION FIME 0.800 sec
RELAXATION DELAY 9.000 sec
FULSR WIDTH $1.0 usec
ENT TEMPERA1

NO. REFETITIONS 4096
o #]

HIGH PONER 1

DECOUPLER CONTINUOUSLY OR

06.264
—121.122
——120.066

139,460

173.120
155,334
152,329

DOUBLE PRECIBION

TOTAL ACQUISITION TIME 54 minutes
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182

ABSORBANCIA

Acido 4-[[1-(3,5-xililoxi)car bonilJamino]butanoico (DPNB).

I
OéNHCHZCHZCHZCOOH
H,C CH,

25

20 -

151

101

ABSORBANCIA

05

0.0 L L
220 240 260 280 300 320 340

LONGITUD DE ONDA (nm)

25

20

15

10

05

10

OVA-DPNB

05 -

ABSORBANCIA

0.0
220

0.0

HRP-DPNB

1 1 1 1 . L
240 260 280 300 320 340 250 300
LONGITUD DE ONDA (nm)

1
350

1 .
400 450

LONGITUD DE ONDA (nm)

500
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w12
DeNR o
a328
L
expl puise sequence: sZpul LR ]
™
SANPLE DEC .
date $-05-90 dfrg not used gr F]
solveat  acetome dn 61 3 G 8 R g
file w312 dpwr not_uged K E 1 2
TION dof @ Go T e
st 300.075 dm H o 2
tn Hi $ “
at 2.485 anf
np 22400 dseq
sv 4500.5 dres
3 2250 homo
bs
o 20.0 wefile
da -~ P
tof fn
at 64 math
ot 68
alock n werr
gain not used wexp
s
1 n st
n ¥
dp ¥
hs on
DIsPLAY
3 -169.4
33297
vs 16
s [ .
ve 250 -
bzam 13.32
1s 3160.27
1 1155.7
fp 612.2
ing 100.000
na
wsiz
PR
OBSERVE HL
PREQUENCY 300.075 Miz
SPECTRAL WIDTH 4500.5 Kz
AGUISITION TIXE 2.489 sec
RELAXATION DELAY 0.000 sec
PULSE WIDTR 20.0 vs.
AR TRE %
NO. REFETITIONS 64
DOUBLE PRECISION ACQUISITION
PROCESS ING
#1 BIZE 32768
TOTAL ACQUISITION TIME 2 minutes
T T T T T
1o 3 I] « i z 1 0 pm
[— [——
0.12 - 0.92
0.09 0.1
aws12
DeNE b 23 2CRREQERTES
& g = gnBaomingaz
expl pulse sequence: aZpul 3 -] SHO0 QOGO E SN
£ & 8 SERRRLRLANR
SAPLE DEC. & VT |\L|)
date 1-06-90 dfrg not used [
solvent  acetone dn
1le m)si2 dpwr not_used -
ACQUISTTION dof -450.0 3
1, 75.462 dm vy o 3
tn 13 dme H ] 8
at 0.800 dnf 11600 2 8 =
np 30016  dseq undefined - w
W 16761.7 dres undefined ] = S
b 11250 S
bs [ PROCESSING
1.0 1
at 0 ~wtfile
tof proc £t
nt 4096 o 22768
ot 3264 math i
alock n
gain not used werr
FLAGS vexp
11 n wa
in y wt
dp ¥
be m
DisFLAY
sp -1325.1
3 18761.7
vs
sc ] .
wo 250 -
hzme 47.36
is 100,00
rf1 3573.8
rep 22008
th 6
ins 1.000
na gk
cus12
OBBXRVE C13
FREQUENCY 75,462 Mz
s WIDTH 16761.7 He
ACQUISITION TINE 0.800 sec
RELAXATION DELAY 0.000 sec
PULSE WIDTH 11.0 usec
AMBIENT TEMPERATUR
WO. REPETITIONS 3264
DRCOUFLE K1
HIGH POWER
DECOUPLER CONTINUGUSLY ON | l
DOUBLE PRECISION
n:{:: BROADRNING 1.0 Hz T 3 T J T Py T P T 1 3 T T T T T T T v—d T
i faetob 220 200 180 160 140 120 60 40 20 pem
TOTAL ACQUISITION YIME 43 winutes .
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ABSORBANCIA

Acido 6-[[1-(3,5-xililoxi)car bonil]Jamino] hexanoico (DPNH).

I
OJNHCHZCHZCHZCHZCHZCOOH

H,C

CH,

ABSORBANCIA

05 |

0.0

DPNH

L
220 240

L ! !
260 280 300

LONGITUD DE ONDA

25

20 -

151

101

05

0.0

OVA-DPNH

ABSORBANCIA

220

L L L L
240 260 280 300 320

LONGITUD DE ONDA (nm)

I
320

(nm)

10
HRP-DPNH
05
00l ‘ ‘ ‘ ‘
250 300 350 400 450

LONGITUD DE ONDA (nm)

500
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FII6FABI6 Idént:26_29-2_ 7T Acq: 16-JUN-1997 T4:12:30 #2708 CaT FABI6_1
lAutoSpecE FAB+ Magnet BpI:15990064 TIC:1019475136
1008 279 _1.4E7
95 E1.4E7
901 MUESTRA DPNH F1.3E7
853 ~ % E1.287
80 R b1.187
753 E1.187
703 E1.0E7
65 £9.3E6
60 [8.686
551 E7.986
501 123 E7.2E6
451 £6.586
403 E5.7E6
35 £5.086
303 E4.386
253 E3.686
20 E2.926
E2.28
154 301 558 6
10 E1.4E6
53 l £7.2E5
368 432 580 661
PITVEN B 1 O L Ti SO N L & Fo.080
150 200 250 3bo  3bo  abo 450 sbe  s5a.  6bo 650 700 m/z
MIB13
oot 328588
EEEEED
oxpl  pulpe sequence: s2pul P e
DEC. & VI 28 w
date 1-06-90 dfrg not used S e o
solvent acetone dn H1 - IR
£t mjsl3  dpwr not used oo w
ACQUISITION dof -450.0 hied EwSe
sfs 300.075 dm nnn S [ A a8
tn ML cwm < e T
at 2.489  dmf 200 ® g
np 22400 dseq undefined .
ow 4500.5 dres undefined i
o 2250 .
bs 16 PROCESE KNG s,
o 20.0 wtfile
a1 0 proc ft
tof 0 not used
nt 64 math 1
ct L1
lock n verr
gain not used wexp
wbs
11 n wnt
in Y
dp Y
hi on
DIaPLAY
£ ~185.6
wp 3335.2
ve 160
e o .
we 250 >
ha: 13.34
is 3914.89
rfl 155.7
rfp 612.2
th 10
ing 1.000
e ph
MIB13
[0
OBSERVE H1
FREQUENCY 300.075 Miz
8] .5 Hx
ACQUISITION TIME 2.489 sec
DELAY 0.000 sec
PULSR WIDTH 20.0 usec
TEMPERATURR
MO. REPETITIONE 64
nm;m PRECIBION ACQUIBITION
¥T SIZE 32768
TOTAL ACQUISITION TIME 2 minutes
10 $ 3 A ¢ S 1 3 ) 1 5 prm
N
$3.39
10.44% 29.66
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cnets
DmH

o o = g
H g 3 S
expl pulee sequance: sZpui : 5§ 5
DEC. & ‘ | \ /
g
8
i o ™
tn -
at -
np =
v PN
o D
be
P
di
tof P £t
nt 4096 fn 32768
ot 2816 math 1
alock n
gain not used werr
1 verp
1 n wos
in y st
ap ¥
he
DIsPLAY
5 -1325.1
v 18761.7
vs 40
se []
vo 250 .
heme 47.38
is 100.00
rfl 15738
rfp 2248.9
th 13
ing 1.000
oo
cnm13
DPRH
OBSERVE C13
FREQURNCY 7 3
SPECTRAL WIDTH 16761.7 Hz
ACQUISTTION TIME 0.80T sec
TION DELAY 0.000 sec
PULSS WIDTH 11.0
21
0. REPETITIONS 2816
PLE HL
HIGH DOWRR 1
DECOUFLER CONTINUOUSLY O | L
DOUBLE PRECIZION
DATA PROCESET
NE_BROADENING 1.0 Hz ™ I T ] T T T T i I T T
T SIZE 32761 2§0 2&0 180 1&0 1*0 129 160 80 60 40 20

8
TOTAL ACQUISITION TIME 37 minutes
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ABSORBANCIA

Acido 3-[[1-(4-(metiltio)-3-cresiloxi)car bonilJamino]propanoico (M CNP).

I
O(lNHCH2CHZCOOH

CH,
SCH

25
20
<
g 1sf
<
o
o
@ 10f
o
<
05
00 ‘ ‘ ‘ ‘
220 240 260 280 300 320 340
LONGITUD DE ONDA (nm)
25 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 10
OVA-MCNP HRP-MCNP
20} 1
<
15} 2
3
g 05
10 2
<
05
00 s s s A 00— s s s ‘
20 240 260 280 300 320 340 250 300 350 400 450 500
LONGITUD DE ONDA (nm) LONGITUD DE ONDA (nm)
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188

File:FAB 6_1 Tdent:23_30-2_7 Acq: 6-JUL-2001 08:29:41 1339 Cal:FAB 6_1_1
|JAutoSpecE FAB+ Magnet BpI:13522343 TIC:796781760
File Text:muestras
100% 270 ~1.4E7
£1.387
953 MCNP £
90 E1.287
853 -~ E1.1E7
I E F1.1E7
753 E1.0m7
703 E9.5E6
TN
651 154 E 8.8E6
604 £8.1E6
554 F7.4E6
504 F6.8E6
454 £6.1E6
404 £5.4E6
354 .TE6
304 .1E6
253 .4E6
204 .7E6
153 .0E6
103 .4E6
53 224 232 292 .8E5
o e bl B ey B 080
130" 140 180 180 | 200 220 240 | 260 <280 n/z
MmIB1d
nap gf3z
oxpl  pulse sequeace: sZpul el s
DEC. & VT 2
date 1-19-90 dfrq not used 8
solvent acetone dn “
111 14 dpwr not used @ ~
ACQUISTYION dof. —~450.0 B
afs 300.075 dm <
tn dm <
at 2.4 dmf AN [
n 22400 dseq undef ined %
v 500.5 dres  undefined - i e
b 22 . >
bs PROCRBS NG ~,
bod 20.0 wtfile
a1 Q ~proc ft.
tof 0 fo not used
nt 64 math
64
alock n  warr
gain not used wexp
b
i1 & wnt
in Y
dp ¥
hs nn
DISPLAY
5 -110.6
w 3559.6
vs 169
sc [ R
w 250
hz: 14.24
is 5900. 00
rfl 1158.7
rfp 612.2 N
th 10
ins 100.000
o ph
WIBL4
Dl
ORSERVE H1
FREQUENCY 300.075 Miz
8 4500.5 Az
ACQUISITION TINE 2.489 sec -
RELAXATION DELAY 0.000 sec
PULEE WIDYH 20.0 usec
WO. REPRTITIONS 64
DOURLR PRECIBION ACQUISITION
PROCESS ING
¥T SIZK 32760
TOTAL ACQUISITION TIME 2 minutes
1 ) §TLTd 3 3 3 i |

al

i
0,16
0.100.08
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awrata
Har P
H
expl pulse sequence: s2pul g
] DEC. & VT T
date 1-19-90 dfrq not used
dn HL
dpwr not used
dof -450.0
dm oy
dm
anf 11600
dseq  undefined
dres  undefined
PROCESEING
not used
wtfile
proc
n 32768
Zath
werr
voxp
whe
wt

cusia
3
OBSERVE 13
FREQUENCY 75.462 Miz
SPECTRAL WIDTH 18761.7 Hr
ACQUISITION TINE 0.800 sec
RELAXATION DELAY 0.000 sec
PULSE WIDTH 11.0 usec

8
NO. REPETITIONS 2048
DECOUPLE KL
HIGH FOWER 1
DECOUPLER CONTINUOUSLY ON

173,100
155.203
149.805
—————137.391

134.584

126,738

123.869
120,652

29.537
29.204
29.036
19,930
15,545

DOURLE PRECISION

DATA 81
¥T SIZE 32768 30
TOYAL ACQUISITION ZIME 27 minutes’

260 o 1k 140
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Acido 4-[[1-(4-(metiltio)-3-cr esiloxi)car bonilJamino] butanoico (M CNB).

O]
Il
OCNHCHZCHZCHZCOOH
CH,
SCH3

25
20}
<
o 15t
zZ
<
s}
[iq
Q@ 10
o
<
05+
00 . . . ;
220 240 260 280 300 320 340
LONGITUD DE ONDA (nm)
25 : : : : : : 10
OVA-MCNB HRP-MCNB
20+ 1
< <
‘é 15 %
3 2 osr
8 1ol g
< <
05t
00 . . . . 00— . : .
220 240 260 280 300 320 340 250 300 350 400 450
LONGITUD DE ONDA (nm) LONGITUD DE ONDA (nm)
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w915
"B

ezpl  pulse sequence: s2pui
E DBC. & VT
1-20-90 not used
acatona AL

date
solvent
ot used
<450.0
sfrq 300,075 am nnn

<
at 2,489 dmf 200
undefined
undefined

ninLs
o
OBSERVE L

FREQUENCY 300.075 Mz
SPECTRAL WIDTH 4500.5 He
ACQUISITION TINK 2.469 sec
RITAXATION DELAY §.000 sec
PULSE WIDTH 20.0 usec

). RRPETITIONS 64
DOUBLE PRECIZION ACUISITION

DATA
PT SIZE 32768
TOTAL ACQUISITION TINR 2 minutes

2.456
2.43t

a7
2.302
2.266

\ .

cwrsts
=T

expt pulse sequence: sZpul
E DEC. & VT
1-20-90 dfrq not used
B

not used
-450.0
462 dn wy
53 3
at 0.800 duf 11600
undefined
undefined

£t
32768
i

n
gain not used werr
FLAGE ve:

uBLS
P

B

OBEERVE C13

FREQUENCY 75.462 Mz
SPECIRAL WIDTH 18761.7 Hz
ACQUISITION TIMR 0.800 sec
RELAXATION DELAY 0.000 sec
PULSE WIDTH 11.0 usec
AMBIRNT TEMPRRATURI

WO. REPETITIONS 1216
DECOUPLE

DOUBLE PRECTSIOR ACQUIBITION
DATA PROCESSING

174,374

155,420

149,914

137.391

134,477

——123.015

™-~120.698

——————126.768

41,088
31.328
30.569
30,311
30.053
29.795
29.537
29.279
29.036
25,904
19.930
15.575

i

LINS EROADENING 1.0 Hz T340
FT S1ZE 32768
TOTAL ACQUISITION TIME 16 minutes

Ty :
10 20 5 ppm
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192

ABSORBANCIA

Acido 6-[[1-(4-(metiltio)-3-cr esiloxi)car bonilJamino]hexanoico (M CNH).

I
OJNHCH2CH2CHZCH20H2COOH

CH,
SCH

25

20

15

10

ABSORBANCIA

05

0.0

. . . N
220 240 260 280 300 320

340

LONGITUD DE ONDA (nm)
25 1.0
a0l OVA-MCNH HRP-MCNH
<
15 (ZJ
3
§ 05
10 2
<
05 -
00 ‘ ‘ ‘ ‘ : 00 ‘ ‘ ‘ ‘
220 240 260 280 300 320 340 250 300 350 400 450

LONGITUD DE ONDA (nm)

LONGITUD DE ONDA (nm)

500
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100%
954
904
854
803
759
704
654
607
554
503
453
404
353
304
253

120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 m/z|

[File:FABI6 Ident:44_50-2_6 SMO(I,
|AutoSpecE FAB+ Magnet BplI:8816325 TIC:776490816

7 Acq:16-JUN-199

I14:12:30 +1:49 Cal:FABI6 1

311

MUESTRA MCNH 8. 0E6
£ 7.686

F7.2E6
F6.8E6
t.6.4E6
£6.0E6
L5.6E6
F5.2E6
£4.8E6
t4.4E6
t4.0E6
.3.6E6
F3.2E6
£2.8E6
£2.4E6
[2.0E6
E1.6E6
E1.2E6
£E8.0E5
F4.0E5
t 0.0E0

343 357371385399412

w16
HoH 28388835528
I8888883288
expl pulse sequence: sZpul T N NN N[N NN
|8
aamLE DEC. & VI e
date 1-20-90 afrg not used " 4
solvent  ucetone dn L 2% 5
file 2916 dpur not used @9 ~ - -
ACQUISTTION dof -450.0 ¢ o GxeE3s
2frq 300.075 dm nen -2 Lt
tn HL dem o B B
at 2.489 daf 200 ¢ RIS
np 22400 dseq  undefined .
v 4500.5 dres  undefined — X
m 2250 homo ‘<,
be 16 PROCESZING -
20.0 wifile
a1 0 “proc £t
tof 6 not used
ot 64 matn
et 6
alock rr
gain not used vexp
wbs
i1 n ot
in ¥
dp ¥
hs on
DISFLAY
op -101.3
w 2069
vs 166
s o N
v 250
hzmm 12.63
is 142863
rf1 539.5
rfp s
th
ing 100.000
=
w516
o
OBYERVE Hi
FREQUINCY 300,075 Mz
SPECTRAL WIDTH 4S00.5 Kz
ACQUISITIGN TIME 2.485 sec
R ToM DELAY 0.000 sec
PULSX WIDTH 20.0 usec
ANEIENT TEMD
HO. REPETITIONS 64
DOUBLE PRECIBION ACQUISITION
DATA PROCES
PT 9YEE 32768 L
TOTAL ACQUISITION TIME 2 minutes
T T T T
o § R § s i : pom
i e L aa
2,05 0.11 0.24 032
0.08 0,54 0.07
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194

auste
ot & 288 BRENSRRETBRYRR
mR3 REARREEANSANAR
oW1 pulse sequence: sZpul £ ERE] SRRERAARRRANLY
& DEC. & VT T
1-20-50 dfrq not used H
acetone dn HL
dpwr not used
ACQUISTTION dof -a50.0 &
D dm 3.,
tn €13 dmm ] . =}
at 0.800 cuf 11600 2 e 83
np 30016 dseq  undefined 3 2 & =
"W 16761.7 dres undefined . -& = ]| . -
b 11250 . b w3
bs 64 PROCESSING B o
1.0 1 0
a1 0 -wtfile
tof I3 1t
nt n 32768
ot math 1
alock
gain verr
xp
i1 wbe
in =
dp
hs
sp
w
vs
sc .
ve -
hamn
is
rr1
rfp
th
ins
o ode
urste
OBEERVE C11
FREQUENCY 75.462 100z
3 WIDTH 18761.7 He
MQUISITION TIMB 0.800 sec
RELAXATION DELAY 0.000 sec
PULER WIDTH 11.0 usec
AMET;
NO. REPETITIONS 2048
DECOUPLE HL
HIGH POWER 1
DECOUPLER CONTINUGUSLY ON 1 i
.
DOUELE PRECISION A
I
3T 8128 3976 220 200 180 160 140 120 100 a0 60 40 20 9 ppm

3
TOTAL AGQUISITION TINE 27 minutes
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Acido 3-[[1-(4-(metiltio)feniloxi)car bonil]amino] pr opanocico (M PNP).

ABSORBANCIA

ABSORBANCIA

25

0
OCNHCH,CH,COOH

CH,

20 -

101

05|

0.0

220

25

L L L T
240 260 280 300 320

LONGITUD DE ONDA (nm)

340

20

15

10

05

OVA-MPNP

0.0
220

L L L L T
240 260 280 300 320
LONGITUD DE ONDA (nm)

340
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wss
Tone b
expt pulss sequence: sZpul e
5e 5
AMPLE DEC, & VT 25 2
date 1-01-90 dfrqg not uged ~- o
Solvent  acetons i
file mjs8  dpwr not used
ACQUISITION f -450.9
sfeq 300.075 dam non
tn Hi  dom 3
at 2.489 200 AN
np 22400 dseq undefined i
o 4500.5 dres  undefined Ik
b 2250 homo
bs 16 PROCESSING. -, .
v 20.0 wtfile
a1 0. proc £t
tof n not used
nt, 64 wmath 1
ot 64
alock n werr
jain not used wezp
whs
i1 n wnt
in ¥
dp ¥
hs nn
DIsFLAY
s -143.0
w 3629.1
ve 159
sc 2 .
250 .
hems 14.52
is 7500.00
tft 1155.9
rip 612.2 N
th 2
ins 100.000
wrse
uPNp .
OBSERVE H1
PREQUENCY 300.075 MHx
BPECTRAL S00.5 Hx
ACQUISITION TIME 2.409 sec
RELAYATION DELAY 0.000 sec
PULEE WIDTH 20.0 usec
AMBIEN? YRNPERATURE
¥, REPETITIONS 64
DOUNLE PRECISION ACQUISITION
A 8
Fr BIZE 32768 L
TOTAL TIME 2 minutes ) 'y
T T T T T
11 10 T E k] £ i i 3 3 { opo
.
(S L e
0.28 B.11 0.25
To0.22 0.25 0.30
™58
mexe £ e FEE R LT
3 g8 FELEEEEEEE
orpt pulse sequence: szpul H gg dsncssagge
. &R
date 1-01-90 ‘ t
solvent  acetone
file
SoqursTTIon
£ 15.462 S
tn a3 5
at 0.800 u - 0 -
np 30016 e B b
aw 167617 4 28 @
b 112! v S 1
bs a o .
e 11.0
d1 9
tof 9 proc £t
nt 4096 fn 32768
ot 1152 math 1
alock n
gain not used werr
verp
11 n wbs
in y wnt
dp Y
hs nn
D18
sp ~1209.0
w 18761.7
v
e «
250 - N =
hzmm 47.38
is 106.00
efl 1289.0
rip H .
th 5 N
in= 1.000
na  edc .
o
MeNp
OBSERVE C13
FREQUENCY 75,462 MHz
BPECTRAL WIDTH 18761.7 Hz
ACQUISITION TIME 0.800 sec
RELAXATION DELAY D.000 sec
PULSE WIDTH 11.0 usec
57N TRDERATIRE
MO. REPERTITIONZ 1152
DBcouPLE Ai
HIGH POWER 1
DECOUPLER CORTINUGUSLY ON ! }
DOUBLE BRECISION o "
DATA PROCESSING
LINE BROADENING 1.0 Hz T 13 T T T T T T T T T T T T T T
Tt aore 220 280 1k pres pers 130 160 W a0 % ppm

TOTAL ACQUISITION TIME 15 minutes
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Acido 4-[[1-(4-(metiltio)feniloxi)car bonilJamino]butancico (M PNB).

ABSORBANCIA

ABSORBANCIA

25

I
OJNHCHZCHZCHZCOOH

CH,

20

151

10

05

0.0

220

25

. . . T
240 260 280 300 320

LONGITUD DE ONDA (nm)

340

20+

15

05 -

OVA-MPNB

0.0
220

1 1 1 1
240 260 280 300 320

LONGITUD DE ONDA (nm)
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1389
MPNE,

oxpl pulse sequance: sZpul

B
1-01-90

date

wIs9

o

OBSERVE HL

FREQURNCY 300.075 e
WIDIH 4500.5 Hz

ACQUIEITION TIME 2.489 sec

0.000 sec

AMBTENT TRMP!
KO. REPETITIONS 64
DOUHLE PRECISION ACOUISITION

DAl
¥T 5128 32768
TOTAL ACQUISITION TIME 2 minutes

pulse sequence: s2pul

7.275

=

=—7.245
<—17.079

-

7.049

3.264
3.244
2.464
415
2.395
2.370
1.068
1.844
1.62t

-C
-

DEC. & VT

dfrg
dn

aus

P
OBEERVE C13

PRBQUENCY 75.462 Mz

PR WIDTH 18763.7 Hz
ACQUISITION TIME 0.B00 sec
RELAXATION DELAY 0.000 sec
FULBK WIDTH i1.0 usec
AMBIENT TEMPERATURE

MO, REPRTITIONS 4096
'DECOUPL

HIGH DOWER 1

DECOUPLER CONTINUGUSLY ON

not used
i

not_used

-450.0

06.777

174,907

155,831
150,717

135.845

—120.766
~123.644

w
ro]
o

PP

16.685

DOUELE PRECISION
DATA PROCESSING

LINE BROADENING 1.0 Hz
FT SIZE 32768
TOTAL ACQUISITION TIME 54 minutes
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Acido 6-[[1-(4-(metiltio)feniloxi)car bonilJamino] hexanoico (MPNH).

I
OJNHCHZCHZCHZCHZCHZCOOH

CH

25

20

15

10|

ABSORBANCIA

05

00 . . . I
220 240 260 280 300 320 340

LONGITUD DE ONDA (nm)

25

sol OVA-MPNH

15

ABSORBANCIA

101

0.5

00 . . . . : :
220 240 260 280 300 320 340
LONGITUD DE ONDA (nm)
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nsi0
b £338 S8BEER3EE
R sgiannioeni
expl pulse sequence: s2pul P LT
aanpLR DEC. & hEd
date 1-02-90 dfrq not used ~o8
solvent  acetone 2ng?
file m3s10 dpwr not_used PR
ACOUTSTFION dot -450.0 T
sfrq 200.075 dm
n Bl cma o
at © 2.4B9 dmf LA
np 22400 dseq  undefined ...
sw 4500.5 dres undefined — ~&
® 2250 . B
b 16 PROCESEING hd
I 20.0 wtfile
a1 0 -proc £t
tof 0 n not used
nt 64 math i
ot 64
alock n verr
gain not used vexp
FLAGH wos
i n ot
in y
dp ¥
hs an
DraFLAY
sp -169.7
w 38713
ve 235
sc 3 B -
250 -
hame 14,69
is 4126.02
rf1 1155.8
vfp 612.2 v
th i6
ins 100.000
ne odc ph
wste
OBSKRVE HL
FREQUENCY 300.075 Wiz
SPECTRAL WIDTH 4500.5 Ha
ACQUIAITION TIME 2.489 sec
RELARATION DELAY 0.000 sec
PULSE WIDTH 20.0 usec
AMBIENT TENPERATURR
RO. REPETITIONE 64
DOURLE PRECISION ACQUISITION
DAT: 818G
¥T 8128 32768
TOTAL ACQUIBITION TINK 2 minutes
T T T
1 10 § -4 E § « 3 ) 1 ppm
2,02 0.10 0.13 012" 0.25
0.10° 0.05 0.150.01  0.13
cmrsto
HPNH B ga SHECErTRRB888
2 83 SOEIRGSERGRER
expl puise sequence: sZpul g - Y SO00000aATS YW
oc. B
date 1-02-90 dfrq not used | |
solvent  acetome dn
file cajsl0 dper not_used
ACQUISITION dof -450.0
strq 75.462 dm 8
tn c13 dme M
at 0.800 duf 11601 w
np 016 dgeq  undefined = oy 2
Bw N R
b ig 8
o TP
a
tof
nt
ot
ax
gain
1
in
dp
hs
138
sp
w
vs
sc
v 250 - A
hama 75.05
18 100,00
rf1 1289.0
rfp 1
th ¢ N
tns 1.000
o ode
austo
OBSERVE 13
FREQURNCY 75.462 Mz
SPECTRAL WIDTH 18761.7 Hz
ACQUISITION TTME 0.800 sec
RELAKATION DELAY ©.000 sec
PULEE WIDTH 11.0 usec .
ANBIENT TEMPERATURI
RO. REPRTITIONS 192
DECOUFLE H1
BIGH POWER §
DECOUPLER CONTINUOUSLY OGN 1] l
DOUBLE FRECISION
i om0 7 A 7 5 VRIS A '
¥T BIZR 32768 220 120 100 80 60 40 20 ppn

TOTAL ACQUISITION TIME 2 minutas
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Acido 3-[[1-(feniloxi)car bonil]Jamino] propanoico (PNP).

I
OJNHCHZCHZCOOH

25

20+

101

ABSORBANCIA

05|

0.0 L L L . ! I
220 240 260 280 300 320 340

LONGITUD DE ONDA (nm)

25

OVA-PNP
20

15

ABSORBANCIA

10

05

0.0 1 1 1 1 N I
220 240 260 280 300 320 340
LONGITUD DE ONDA (nm)
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wB17
P

7.347
7.322
7,170

expt pulse sequence: sZpul

£
[_

sawLE L& vr
date 1-26-90 dfrq not used
solvant  acatone dn H
file wy9i7 dpwr not used
ACQUIBTTION dof -450.0
sfrq 300,075 dx nnn
ta cm o
at 2.489 dnf 200 -
np 22400 dseq  undefined .
v 4500.5 dres undefined  —~ &
3 2250 homo on .
bs 16 BISING ~
v 20.0 wifile
ai © ~proc e
tof o in not used
nt 64 math i
6
alock o verr
gain not used wexp
ws
i1 n st
in ¥
dp ¥
ns m
DIsPLAY
sp -110.8
w 3623.9
vs
sc
e
hrm
18
f1
rfp
th
ins
nn
wat?
o3
OBSKRVE H1

FREQUENCY 300.075 Mz
SPECTRAL WIDTR 4500.5 Ax
ACQUIBITION TIME 2.48% sec
RELAXATION DELAY 0.000 sec
PULEE WIDTH 20.0 usec
ANDINT TENPERATURI
0. REPETITIONS 64

DOUBLE PRECISION ACQUISITION

DAYA PROCRASING

¥ 8128 32768
TOTAL ACQUISITION TIME 2 minutes

3.473
3.453
3.431

cust?
e F3 zua gnangace
1 2338 BI8R3EIRY
expl pulse sequence: s2pul ¢ o bl i Jr
g A8 EERRBIRS
E DEC. & VT
1-26-90 dfrg not used | J
acetone L
517 dpwr not used b}
ACQUISTTION f -450.0 2
sfrg 75.462 dm vy -
tn c13 dem I ° e
at 0.600 dmf 11600 8 53
fp 30016 deeq  undefined = el 8%
sw 1B765.7 dres undefined | o ne
Y 11250 n - ™ =
bs 64 PROCESSING
P 11.0 1b 1.00
di 0 “wtfile
tof G proc £t
nt 4096 fn 32768
ot 4096 math i
alock n
qain not used werr
FLAGE voxp
i1 n wbs
in y wt
dp ¥
hs
sp
w
va
sc
ve
hzmm
is
rf1
rfp
th
ins
na ode
qus1?
e
OBSERVE €13
FREQUENCY 75.462 Miz
SPECTRAL WIDIR 18761.7 Hz
ACQUISITION TIME G.800 sec
(ON DELAY 0.000 sec
PULSX WIDTH 11.0 ugec
xmt
nC. REPETITIONS 4096
DECOUPLE HL
HIGH DOWER
DRCOUPLER CONTINUOUELY ON 1]

DOUBLE PRECISION
DATA PROCESSING

v ; e .
N o 1 220 200 180 6o

TOTAL ACQUIEITION TINE 54 minutes
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Acido 4-[[1-(feniloxi)car bonil]amino] butanoico (PNB).

ABSORBANCIA

ABSORBANCIA

25

I
OJNHCHZCHZCHZCOOH

20

15

10

05

0.0

220

25

240 260 280 300 320 340

LONGITUD DE ONDA (nm)

20+

15

101

05

OVA-PNB

0.0
220

1 1 1 1
240 260 280 300 320 340

LONGITUD DE ONDA (nm)
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we18
o

expt pulse cequence: sZpul

AMPLE DEC. & VT
1-27-90 dfrq not used
dn

3,229
2.424
2.375
1.876

<

1.853
1.829

acatone H
1le wjsll  dpwr not used
ACQUIBITION dof -450.0
sfrq 300.075 dm non.
tn d-
at 2.469  dmf 200 s
np 22400 dseq undefined
™ 4500.5 dres undefined — &
Y 2250 . .,
bs 16 PROCESS ING s
v 20.0 wtfile
at o ~proc £t
tof 0 fn not uged i
at 64 math 1
o &
atock n verr
gain not used werp
wbs
11 n vt
in Y
dp Y
hs
piseLaY
« -543.7
v 4500.5
vs 7
s [ .
we 250
hxzom 18.00
is 4378.13
rfl 1155.8
rfp 612.2
th 38
ins 100.000
aa  ph
w818
bl
OBSERVE H1
FREQURNCY 300.075 Mz
8l WIDTR 4500.5 Hr
ACQUISITION TIME 2.489 sec
RI 'ION DELAY [1.000 sec
PULSR WIDTH 20.0 usec
AMBIENT TEMPERATURE
MNO. REPETITIONS 64
DOUEKLE PRECISION ACQUIBITION
DATA PROCEEEING
PT BIZE 32768
TOTAL ACUTSITION TDMX 2 minutas N \J i .
y T T T
13 12 11 10 S B i « H 1 1 3 -1 ppm
PR
9 0.19 0.20
0.13 0.97 0.18
CMIB18
e z g8z 2358320782
8 28a sahkaseadss
expl pulse sequence: s2pul 3 §48 sR88884%88
SAMPLE
date 1-27-90 \ l‘ ’
solvent acetone
file cmysl
ACQUISITION P
sfrq 75.462 e “
tn ct. = =8
at 0.0 K 9
30016 i w@
v 16761.7 = ar
Y 11280 )
be &
o 1.0
d1
tof
nt 409
t 1408
atock n
gain not used werr
vexp
i1 n wbs
in y wnt
dp ¥
hs m
DISFLAY
p -1326.9
w 18761.7
v
sc a ~
we 250
hzmm 47.38
18 100.00
rfl 3575.7
rip 2248.8
th
ins 1.000
=
ONIB18
PN
OBSERVE €13
FREQUENCY 75.462 Wiz
SPRCTRAL WIDTR 18761.7 Hz
ACQUISITIOR TIME 0.600 mec
RELAXATION DELAY 0.000 sec
LR WIDTH 11.0 usec
AMBIENT TEMPERATURR
NO. REPETITIONS 1408
DRCOUPLE H1
HIGR POWER 1
EEN— |
DOUBLE PRECIEION "
O e Ies 1.0 K AAaxpusasa T T T T T RRRAZaZaZA; T
LNz mosDENL 230 200 180 180 140 120 160 B 60 9 20 ppm
TOTAL ACQUISITION TIME 18 minutes )
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Acido 6-[[1-(feniloxi)car bonil]Jamino]hexanoico (PNH).

I
OJNHCHZCHZCHZCHZCHZCOOH

1.0

PNH

05 -

ABSORBANCIA

0.0 L L S —

L
220 240 260 280 300 320 340
LONGITUD DE ONDA (nm)

25

OVA-PNH
20 1

15

10

ABSORBANCIA

05 -

0.0 . . . )
220 240 260 280 300 320 340

LONGITUD DE ONDA (nm)
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wisi9
U

3.196
3.177
3.172
2.329
2.304
2.279
2.076
2,073

653
1.627
1.610
1.602
1.566
1.578
1.563
1.444
1.433

411

expl pulse sequence: sZpul

- - 1
date 1-27-90 dfrg not used
solvent  acetone dn H
file =is13 dpwr Bot used

ACQUISITION dof -as0.9
sfrq 300.075 du non
0 Hi cem <
at 2.489 cmf 00
np 22400 dseq  undefined
v 4500.5 dres undefined -~ &
n

» 2250 homo
bs 16 PROCBES ING
20.0 wifile
d1 ~proc 1t
tof c m not used
nt 64 math s
ot &
aloc werr
gain not used werp
wos
i1 n ot
in y
ap ¥
he an
DrapLAY
s -137.7
w 638.6
ve 57
sc [} -
250
Bz 14.79
is 396684
rf1 115
rfp 612.2 .
th
ing 100.000
ws19
P
OBSERVE HL
FREQUENCY 300.075 Mix
SPRCIRAL WIDTH 4500.5 Hr
MDOISITION TIME 2.489 sac | 2
RELAXATION DELAY 0.000 sec %
PULSE NIDTH 20.0 usec
AMBIENT TRMPERATUR =
%0. REPETITIONS 64 -
DOUBLE PRECISION ACQUISITION — -1 1]
DATA PROCESSING
¥T SIZE 32768 b u
TOTAL ACQUISITION TIME 2 minutes _J n
T T T T T T 1 T T
11 10 7078 L) 3 5 3 2z 1 ppm
.
Ty e
0.12 0.08
a.i1 0.35
cwIsLy
i = Py} seaaymoNge oy
3 REE 3n2z38283808
o o caunaganNean
e1pl puise sequence: sZpul g EER FIREARIRIITER
sxpLe DEC. & VI irr
date 1-27-90 dfrg not used ! H J
solvent tone dn Ht
file dpur t used
ACQUISITION dof -450.0
&f 5. an ~
tn . i 3
at 11600 $
np 30016 dseq  underined 5 5
v 18761.7 dres  undefined 8
11250 homo n =
bs 61 PROCESEING K
pw 11.0 _ib 1.00
di 0 “wtfile
tof proc £t
nt 40% o 32768
102¢ math 1
alock n
gain not used verr
verp
1 n vba
in y wat
dp ¥
hs nn
DIsPLAY
sp -1326.9
w 16761.7
ve 152
sc o . -
250
hamm 47.38
100,00
rf1 3575.7
rtp 22688
th
ins 1.000
na
auazts
o)
OBSEAVE Ci
FREQUENCY 75.462 ML
BPECTRAL WIDTH 18761.7 Kz
ACQUIBITION TINE 0.80D sec
RELAXATION 0.000 sec
PULSE WIDTH 1.0 usec
ASIENT
NC. REPRTITIONS 1024
DECOUPLE H{
HIGH POWER 1
DECOUPLER CONTINUOUSLY ON N 1
bovsLE smEcIs LGN " » v m
DATA 81
e MRCALENTRG 1.0 Ht T 4 An T A RS RS AL AL AL AR AR T
PT SIZK 32768 220 260 1&0 léﬂ 140 120 160 8C ~. 60 40 20 6 ppm
TOTAL ACQUISITIOR TIME 13 minutes
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ABSORBANCIA

Acido 2-[1-(4-metiltio)-3,5-xililoxi)acético (M XOA).

OCH,COOH

CHg CH,
SCH,

25
20
<
O 15f
z
<
o
['4
@ 10f
[51]
<
05
00 . . .
220 240 260 280 300 320 340
LONGITUD DE ONDA (nm)
25 1.0
a0l OVA-MXOA | HRP-MXOA
<
15 Q
3
§ 05F
10 F 2
<
05
00 . . . , : 00 . . . . .
220 240 260 280 300 320 340 250 300 350 400 450
LONGITUD DE ONDA (nm) LONGITUD DE ONDA (nm)

500
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nss
neoa
5 2 =
g 28
axpl  pulse Bequence: s2pul - - -
- P
aaPLE DEC. & VI ’ 1
date 1-05-90 dfrq not used
solvent  acetone dn i
file dpwr not used e
ACQUISTTION dof ~450.0 2
sfrq 300075 du non .
o Hi o
at 89 200
np 22400 dser  underined .
5w .5 dres  undefined
o 2250 howo i
bs -
Fed 20.0 wifile -
a1 0 -proc £t
tof 0 m not used
nt, 64 wach 1
ot 6
alock o weer
gatn oot used werp
e
i1 n wnt
in-* ¥
% ¥
ns o
DIsPLAY
w “176.1
w 52816
ve 118
s o
w 250 - -
hrmm 13.13 B
is 746531
rf1 53
rip
th 21
ins 100.000
na
uiss
=
ossanve 1 .
TREQUENCY 300.075 vetx
SPECIRAL WIDTH 4500.5 Hx
ACOUISITION TIME 2.489 sec
RELAXATION DELAY 0.000 xec
PULSX WIDTH 20.0 usec
i
MO, REPETITIONS 64
DOURLE PRECISION ACDUIBITION
PROCESS
FT SIR 32768
TOTAL ACQUISITION TINE 2 minutes .
A
T
1o ] I3 5 i 3 { 3 pem
—_ [
055
0.16 0.21
auIss
roa B 3 8 EEEEREE-H
R 3 ~HB2ERERR
expl pulse sequence: sZpul o < 3 Eoadda <
2 4 8 "RRRAIJIRD
DEC. & VT g \\HJ)
date 1-05-90 dfrq not uged .
solvent  acetcne dn L 2
file 85 dpur ot used 5
ACQUISITION dof -450.0 3
sf 75.462 dm ¥y 2
n Ci3 dmm 5 g
at 0.800 dmf L S u
n 30016 dseq ofined | 58 s
= 18761.7 dres undef tned B ! S
™ 112! n 3 =
bs 64 PROCESBING, = 8
I 11.0 -1 1.00
a1 0 werile
tof 9 proc o
nt 10240 fn a3z7e8
ot 1472 math i
alock n
gain not used verr
vexp
1 n wbs
in § ot
dp i
hs m
DrsELAY
sp -1326.7
wp 187617
ve 161
sc o -
wo 250
hzmm 4730
is 100.00
rf1 3575.5
rfp 2248.8
th 5
ins 1.000
™
awes
MKCA
OBSERVE 13
FREQUENCE 5. 46:
GPECTRAL WIDTH 16761.7 Hz
ACQUISITION TIME 0.800 sec
ON DELAY 0.000 56C
FULGE WIDTH 13.0 usec
AMBIENT TEWPERATURE
No, REFETITIONS 1472
DBOOUFLE H:
HIGH EOWER 1
DECOUPLER CONTINUOUSLY ON
souszs meczszon acgursirion RN
P metG 1.1 2 T | BAREERRAS" RARALARAR) sARAERRRRS} 0 Aaas i AR S
FT SI1ZE 32768 220 200 180 60 140 120 100 8¢ N 60 40 20 ppm

TOTAL ACQUIBITION TIME 19 minutes
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ABSORBANCIA

Acido 4-[1-(4-metiltio)-3,5-xililoxi)butanoico (M XOB).

OCH,CH,CH,COOH
CHj CH,
SCH,
25
20
<
] 15
=4
<
2
@ 10f
[s]
<
05
00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
220 240 260 300 320 340
LONGITUD DE ONDA (nm)
25 1.0
20 OVA-MXOB HRP-MXOB
<
15+ %
<
3 o5f
10 §
<
05
00 ‘ ‘ ‘ ‘ 00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
220 240 260 280 300 320 340 250 300 350 400 450

LONGITUD DE ONDA (nm)

LONGITUD DE ONDA (nm)

500
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210

nI36
on 388
A
expl pulse sequence: s2pul PP
DEC. & VI - H
date 1-05-90 dfrq Dot used 8
solvent  acetone dn it e ©
file 2jsE  dpwr t us: " = ]
AcguIsITION dof -450.0 a 2| o ? "
wfrq 300.075 dm " S8 h a
tn - < ° <] = e
a 2.480 cmf “ I o
ap 22400 dseg  undefined s
g SR
© )
s 4 .
o
at
tot
nt
at
alock
gain
1
in
dp
he
v 147
I [] R .
ve 250 K
hzem 1319
is 8122.22
rfl 539.5
rfp .
th 10
ins 100.000 .
na
a6
mon
oRERRVE L
FREQUENCY 300.075 Mz
BPECTRAL WIDTH 4500.5 B2
ACQUISITION TINB 2.489 sec
RELAXATION DELAY 0.000 sec
PULAR WIDTR 20.0 usee
AMBIENT TENPERATURR
3O, REPRTITIONS 64
DOUBLE PRECIBION ACQUISITION
DaTA 21N
T SIEE 32750
TOTAL ACQUISITION TINE 2 minutes .
T
10 ) 4 M) 1 3 2 { -0 ppm
.
fa— [ [
0.13 .73
0.10 0.38
ause
s £ & g FEEEREE E LR
oxpl pulse sequance: s2pul s - I~ SoSSasadnag
g ;M < R3R8ZIIIM e
saPLE DEC. & VI o w
date 1-05-90 af) not used g
solvent  acetone dn Hi 5
file cajsé dpwr not used 3
AGQUISITION dof <450.0 "
fra 75.462 dm vy 5
tn €13 dmm H " &
at 0.6800 daf 11600 s 5 -
np 30016 dseq  undefined 5 & H
aw 16761.7 dres undefined 4 4 =
o™ 11250 homo n - K
bs 64 PROCESEING. - o
Y 11.0 1 1.00
d1 0-wtfile
tof proc o
nt 10240 1n 32768
1984 math 1
alock n
gain not used werr
vexp
11 n wbs
in y wat
dp v
ns nn
D1sFLAY
3 -1326.7
wp 18761
ve 161
sc - S
we 250
heam 47,38
is 10000
rf1 3575.5
cfp 2248.8
o™ 7
ins 1.000 )
Quse
M0n
OBSERVE €13
FREQUENCY 75.462 Mz
SPECTRAL WIDTH 18761.7 hx
ACQUIGITION TINE 0.600 sec
RELAXATION DELAY 0.000 sec
PULSE WIDTH 11.0 usec
AMETENT TEMPERATURE
0. REPETITIONS 1984
DECOUPLE
HIGH POWER 1
DECOUPLER CONTINUGUSLY ON
DOUBLE PRECISION ACQUISITION
NG GADENING 1.0 He T e
T sros aores - 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 5 ppm
AN
TOTAL ACQUISITION TIME 26 minutes .
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ABSORBANCIA

Acido 6-[1-(4-metiltio)-3,5-xililoxi)hexanoico (M XOH).

25

OCH,CH,CH,CH,CH,COOH

CH CH,

SCH,

25

20

15

10 |

ABSORBANCIA

05

0.0

LONGITUD DE ONDA (nm)

20 -

15

10|

05 -

OVA-MXOH

0.0
220

. . . . . .
240 260 280 300 320 340

LONGITUD DE ONDA (nm)

1 1 1
220 240 260 280

I
300

ABSORBANCIA

10

05|

0.0

T T
320 340

HRP-MXOH

1 1 1 1 1
250 300 350 400 450
LONGITUD DE ONDA (nm)

500
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mn7
]

2,491
2.353
2.329
2.304
2.146
1.799
776
750
694

expl pulse sequence: sZpul

SANPLE DBC. & VT - m \
date 1-05-90 dfrq not used &
solvent acetone dn H1 -
file =js7 dpwr not used ° 2| e .
ACQUISITION dof ~450.0 ol 3 oNg
£rq 300.075 dm non o o sagan
to Kl e o gesir
at 2.489 dmf 200 . -
np 23400 deeq  undafined
v 4500.5 dres  undefined
b 2250 o on -
bs 16 PROCESS 1M -,
20.0 wtfile
at 0 -proc £t
tof 0 fn not used
nt 64 math i
et 64
atock n verr
gain not used werp
rLac8 woa
1 a wnt
in ¥
dp ¥
he nn
DISPLAY
ap -165.4
wp 3431.3
ve 3
o .
we 250 v
ha 13.73
is 6120,490
el 53,5
rfp o .
th 9
ins 100.000
o ph .
w87
MXOH .
OBSERVE H1
FRECUENCT 300.075 MHx
SPECTRAL WIDTH 4500.5 Hr
ACQUISITION TIME 2.485 mec
RELAXATION DELAY 0,000 sec
PULSE WIDTH 20.0 usec
AMBIENT TEMPERATURE
WO. REPETITIONS 64
DOUBLE PRRCISION ACQUISITION
DATA PROCESSING
FT SIZR 32768 J
TOTAL ACQUISITION TIME 2 minutes
T T T T T Y
10 3 PN 3 ¢ I i H 1 1 8 ppm
.
0.0 2.38 0,09
0.4 0.5 035
CHIBT
HHOH & 3 S SEZBRESRINRG
5 2 b SL5825388%80 8
%! pulse sequence: sipul g b H AEERARLRALERY
BAMPLE DEC. & YT v I ‘ 2
date 1-05-50 dfrq rot used w
solvent  acetone H1 B
file cmjs? dper not used -
ACQUISITION dof -450.0 b4
frq 75.462 dm ¥y
n 13 dmm ] 8 -
at 0.800 dmf 11600 - - e
np 30016 dseq  undefined E - -
v 18761.7 dres undefined | & o a ®
b 11250  homo n - - "
ba 64 PROCESE ING. . 4
pv 11.0 1 -
di 0 -wtfile
tof proc £t
nt 10240 fn 32768
<t 2240 matn 1
alock n
gain not used werr
Fiacs vexp
11 n wbs
tn v wnt
dp ¥
hs an
DISPLAY
sp -1326.7
w 18761,7
ve 137
sc 0 R
we 250 -
hzmn 47.38
1 100.00
rfl 3575.5
rip 2248.8 .
th 4
ing 1.000
m o ph .
ous?
MROH
OBSERVE C13
FREQUENCY 75.462 Miz
SPECTRAL WIDTH 18761.7
ACQUISITION TIMR 0.800
ELAXATJION DELAY 0.000 sec
FULSR WIDTH 11.G us:
AMBIERT T
MO. REPETITIONS 2240
DECOUPLE H1
HICH 1
DECOUPLER CONTINUOUBLY ON
DOUBLE PRECISION ACQUISITION m
DATA PROCESSING T T T T T T T T T T T T T T T T T T
LINE BROADENING 1.0 H2 230 280 180 . 160 Tio et 100 §0 ) 40 20 5 ppm
TOTAL ACQUISITION TIME 29 uinutes A
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2. ESPECTROS DE LOS HAPTENOS Y DE LOS
CONJUGADOSHAPTENICOS DEL CARBOFURAN.

Acido

amino]propanoico (BFNP).

ABSORBANCIA

ABSORBANCIA

25

0O=0

20 -

151

10

05 |

0.0

220

25

L L L L I I
240 260 280 300 320 340

LONGITUD DE ONDA (nm)

20

151

101

05

0.0

OVA-BFNP

220

L L L L L !
240 260 280 300 320 340
LONGITUD DE ONDA (nm)

O

ABSORBANCIA

ABSORBANCIA

CH,

25

NHCH,CH,COOH
CH,

3-[[(2,3-Dihidro-2,2-dimetil-7benzofuraniloxi)carbonil]-

20 -

151

10

05|

BSA-BFNP

0.0
220

1.0

1 1 1 1 N
240 260 280 300 320

LONGITUD DE ONDA (nm)

05

0.0

HRP-BFNP

1 1 1 1 1
250 300 350 400 450

LONGITUD DE ONDA (nm)

500
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File;FAB_b_1 ldent:31_39-2_6 Acq: 6-0UL-2001 08:29:41 +1:
AutoSpecE FAB+ Magnet Bpl:53650068 TIC:3214992128

File Text:muestras

100% 280
954
904
853
804
754
703
653
603
553
503
454
404
353
304
253
203
154
104

BFNP . '«

1 262

5 Cal:FAB_6_1 1

"

L

53 23 136 149
177 220 234
O_J.,_’-.gnlhu.plll: .nl,..!, ;.JIIL. o . . I.. . ?w
120 140 180 180 200 220 240 260 286G

ado

330

3ko

S.4E7
S.1E7
4_8E7
4.6E7
4.3E7
4.0E7
3.8E7
3.5E7
3.2E7
3.0E7
2.7E7
2.4E7
2.1E7
1.9E7
1.6E7
1.3E7
1.1E7
8.0EE
5.4E6
2.7E€

0.0EQ
m/z

w31l eene: alpul
. b

w
s Pl ]
welveat  nekove dn W
e it ol ol b
WHTATIION  del = -
an amat w - F
u Mo e .
“ 2T i om
- BB dowg  undelined -
- [ firwdiienc ot <
n = o = i
e 16 Paousing
~ ®e ant
I & Jroc "
ot # s ot el
M o mw s
ey 5
ok »
Fun et el e
v
e o
Iy v
@ v
I+ -
e
- -2
- s
- )
- .
- ] - «
e i
I nn.
it [=X)
He »
[y 1 .
i .00
LI
e
arn
g i
FAEIENCY 00878
FECTIAL VIBTH #0085 e
ACWILATTION TTE 2.830 aec
RELNTION DELAT 3- W0 34c.
PULEE UIDTH 10,0 asc
NOTERE TEWERATEE j’ j
W, RPETIITONG 64
FOUMLE PAECTIION ADBUTBITION
7R TEOCERAING
1 2z v
O ARSI TINE € wiautes
T T T T T r T T T T
w s 4 - * [ 5 3 z o e
=,
—— [ e i
[ “e e
an “n .

214




Apéndice |

gvEy €V

EER
tasn 7

19Gr B8

89€" 087 —
£58'G02
2b6.G02. ./
xZ 057902
=

507902

¢

-0.0234

180 160 140 120 100 80 80 40 20 PPM
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Acido

amino]butanoico (BFNB).

216

ABSORBANCIA

ABSORBANCIA

25

0=0

O

20

15

10|

05

0.0

220

. . . N T
240 260 280 300 320 340

LONGITUD DE ONDA (nm)

25

20+

15

05 -

OVA-BFNB

0.0
220

1 1 1 1
240 260 280 300 320 340

LONGITUD DE ONDA (nm)

4-[[(2,3-Dihidro-2,2-dimetil-7benzofuraniloxi)car bonil]-

NHCH,CH,CH,COOH

CH,

CH,

25

BSA-BFNB

20

15

ABSORBANCIA

10

05

0.0 1 1 1 1 N T
220 240 260 280 300 320 340

LONGITUD DE ONDA (nm)

10

HRP-BFNB

05

ABSORBANCIA

0.0 1 1 1 1 1
250 300 350 400 450 500

LONGITUD DE ONDA (nm)
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iTe:FAB_6_1 Tdent 1 Z0_44=2_5 Acq: 6-JUL-200T 08:29:41 +171Z CaliFAB 6_1_T
lAutoSpecE FAB+ Magnet BpI:13356398 TIC:768538624
File Text:muestras
100% 294 _1.3E7
954 E1.3E7
90] E1.287
853 ~ E1.1E7
80 BENB ) £1.1E7
754 ’ 1ed F1.0E7
703 Eo.386
| 653 Es.7E6
60 Es.oE6
554 F7.3E6
503 E6.7E6
453 E6.0E6
403 : E5.386
353 Ea.786
303 E4.0E6
253 £3.3E6
203 E2.7E6
153 E2.0E6
103 316 E1.3E6
51112 123 149 276
03 e i 1t . oo WY T Fo.0E0
150 1do | 160 | 180 2006 | 230 240 260 280 <300 320 340 360 m/z

s
)

x5l pulse saqueace: s2pul

[
ante 14308 dirg  not usad
solvest  acetoss dn Wi
tite S e net uewd
ACOUISITIN - dpi 4508
atrg W0 -~
n o den «
" eam oo [T gedd as
"» 2809 dses  undefined & kg8ia9 E,.
w GG dres  undelined = 3
I 250 hoso » .
N 16 2T
» 0.8 wrste
@ o pisc I
ol 8 tn ok used
s “ om t
o “
ok » e
WO net used varp
ube
n 2 unt
" ¥
@ v
e "
sIsay
” -S24:3
w a1
v -
I . .
w ) -
ane 13,02
o we4.00
i sm.0
iy .
h & v
ine 108000
"
s
”
oaswvE Wy
FRCOLENCY 309.975 s
SPECTRAL LIOTH 450.5 He
ACOUISLTION TIVE 2,480 snc.
0N DELAY 0,000 snc
PRSE KIDTH 10.9 usec
TEPERATRE
MO, EEPETITIONS 84
DQILE PRECIHION MRUISITION 4
FT S1zE s N
TOTAL ASGUISITION YINE 2 minutes
T T T T T T T T
» s [ 7 s 5 + <, 3 1 . -
s bt e —_—
[N o.20 e e
.1 [EUR*Y (]
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e wsoe’

0

-0.01
-0.0062

I RRAR R R R AR Ry LS RS B
180 160 140 120 100 80 60 40 20 PPM
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Acido 6-[[(2,3-Dihidro-2,2-dimetil-7benzofuraniloxi)car bonil]-
amino]hexanoico (BFNH).

I
CONHCH,CH,CH,CH,CH,COOH
O. CH,
CH,

25 25
BSA-BFNH
20r 20F
<
5 2 15
o 15f 51
z 3
< 4
o
= ?
@ 10f o 10F
o <
<
05 05l
00 . . . | ! ! 0.0 . . . ! :
220 240 260 280 300 320 340 220 240 260 280 300 320 340
LONGITUD DE ONDA (nm) LONGITUD DE ONDA (nm)
25 ! ! ! ! ! ! 10
OVA-BFNH HRP-BFNH
20+ 1
< <
% 15 g
<
g g o5
@ tor g
<< <
05
00 . . . ) 00 . . . . .
220 240 260 280 300 320 340 250 300 350 400 450 500
LONGITUD DE ONDA (nm) LONGITUD DE ONDA (nm)
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220

100%
954
903

803
753
704
651
603
553
503
453
403

853 BFNH

164

S

177 220

bbb,

304

25]5 276 2?9

L

iTe:FAB_6_1 Ident:49_50-2_5 Acq: 6-JUL-2001 08:25:41 +1:12 Cal:FAB_6_1_T
|AutoSpecE FAB+ Magnet BpI:1732488 TIC:105625912
File Text:muestras

322

_1.7E6
E1.6E6

£1.6E6
E1.5E6

180 200 FYTIRETS

260 280 300

g
)

wpl pulss soquancer s2pul
Dec.

ante 14390 dfrg
solvmt  acatsre é2
tie P
AUITITION  del
afrg L07 dn
- W dnr
“ 2,480 daf
" 22408 doey
w M5 dres
n 258 owo
b 16
o 208 wile
@ * prec
Yot o I
" B ath
' “
atecx n werr
@in  not vesd verp
i vbs
T 2t
o v
o u
n -
s
» 5.1
or 8898
“ “r
- 3
w 250
huss 14,36
ts 543776
el 8.
tp »
[ 5
ine 109.500
»
i
we
o )
TREQUENO? 308,475 s
IDTH 45085 be
ACOUIITTION TINE 2.489 sec
.

TOTAL ACUISITION TINE B minctes

ege o
A8 Ay
de a
- |
o uand
"
ol used
4580
eee
undatined -
undatined
e 3
n
ot uond
i
—
-
T T T T T T T T 1 T
1 " L | 1’ . s . 3 e s
. -
—— et bt et et s
[ e

013
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Acido

(BDNH).

ABSORBANCIA

25

CONHCH,CH,CH,CH,CH,COOH

O cH
X
(@] CH3

25

20

15

10|

ABSORBANCIA

05

0.0

.
220 240

.
260

300

LONGITUD DE ONDA (nm)

20

15

10

05

OVA-BDNH

0.0
220

1 1 1 .
240 260 280 300 320

LONGITUD DE ONDA (nm)

340

ABSORBANCIA

10

05 |

0.0

320 340

6-[[(2,2-dimetil-1,3-benzodioxol-4-oxi)car bonil]-amino]hexanoico

HRP-BDNH

1 1 1 1 1
250 300 350 400 450

LONGITUD DE ONDA (nm)

500
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822
5o 552 " s
28 NEE g 33
expl  pulse sequence: s2pul -m o8N 8 b3
i0e N « o]
AMPLE DEC. & VT onlt e ‘
date 1-06-90 dfrq ot used 8 2
solvent acetons dn HL o ]
file =3922  dpur not used e i
TION dof ~450.0
strq 300.075 dn mn
tn Rl dmn
at 2.489 :
op 23400 dseq  undefined
v 4500.5 dres  undefined
b 2250 .
bs 16 - PROCEEEING
w 20.0 wtfile
a o proc 1t
tof o not used
nt 64 math
64
aloex n werr
gain -  not used wesp
wbs
11 n wat
in b
y
an
DISFLAY
b4 274.8
w 833.2
e 869 .
L4 1 -
v 200 .
ha 4.17
is 6375, 80
1 118! .
fp 612.2
th
ins 1060.000
nis2z
CBEERVE Kl
FREQUENCY 300,075 Mz
SPECTRAL WIDTH 4500.5 Hx
AOQUIBITION TIMB 2.489 sec
ELANATION DELAY 0,000 sec
PULSE WIDTH 20.0 usec
AMBI TEMPERATURE
#O. REPNTITIONS 64
TOUHLE PRECISION ACQUISITION
DATA PROCESS.
¥T BIZE 32768
TOTAL ACQUISITION TIME 2 minutes
D e P R Trer Trere
. 2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 ~.1.8 16 s ) Tom
0.06
0.13 0.82
822
i g 32 ¢ =32283388E8%
8 Ras 3 EhRLE8ANCRRY
expl pulee soquences 42 g 28 ¢ L EEEEEEE
] ek}

SAMPLE DEC. & VT - ge |\ /)
date 1-06-90 dfrg not used 2=
solvent  acetone dn L R
file cujs22 dpvr not. used

ACQUISITION dof -450.0
afrq 5.462 dn vy
tn €3 dem i
a 0.800 dmf 11600
np 30016 dseq  undefined o
W 18761.7 dres undesinedh ® 58
™ 11250 homo n- s |5
bs 64 PROCESH ING. - 1A - q
Fod . 11,0 b 1.00 n -
di o wifile
tof 0 proc £t
nt 2048 fn 32768
ot 2048 matn i
alocx n
guin ot used werr

FLAGS wexp
11 n wbe
in y e
@ ¥

nn
DISPLAY
-458.5
wp 17892.5
ve 140
sc 0
250
hanm 71,57 .
is 100.00
rEL 3575.3
fp 224 )
ins 1.000
nm cde
ausez
OBBERVE C13
FRRQUENCY 75,462 Miz
BPECTRAL WIDTH 18761.7 Hz
ACOUISITION TIME 0.800 sec
RELAXATION DELAY 0.000 sec
PULSE WIDTH 11.0 useo
AMBIENT TEMPERATURE
NO, REPETITIONE 2048
DECOUFLE KL
HIOH POWER 1
DECOUPLKR CONTINUOUSLE O l Ll
DOUELE FRECISION ACQUISITION
180
LINE BROADENING 1.0 Hz 0 Py
¥1 BIZE 32768 220 200 180 160 140 120 100 80 60
TOTAL ACQUIBTTICH TIME 27 minutes N
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ABSORBANCIA

Acido 6-(2,3-dihidr 0-2,2-dimetil-7benzofur aniloxi)hexanoico (BFOH).

CH,CH,CH,CH,CH,COOH

25

20

15

ABSORBANCIA

10

05

0.0 . . . . . .
220 240 260 280 300 320 340

LONGITUD DE ONDA (nm)

25 T T T T T T 10

20 OVA-BFOH HRP-BFOH

15
05

ABSORBANCIA

05 -

0.0 1 1 1 1 0.0 1 1 1 1 1
220 240 260 280 300 320 340 250 300 350 400 450 500

LONGITUD DE ONDA (nm) LONGITUD DE ONDA (nm)
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nsy
- §33 GRPBRRERESRET
w5l pulas sequencer sZput 117 71111 )
0. 8 T > L\\\\L\\\
aate 100 dfrg et uesd o |
st acetene dn [C
i 3 ke ot used
dot .8
ors. . WA i »
WL s <
“ 2,489 daf
» 22408 dang  wrafined
M 55 dres  undelined
M e
» 16 ™
w 20 wiile
& » prec [
tor ° et
" ¢ math s
Y s
alock » e
s nobused vemp
uha
1 "o
i «
@ v
» » .
nsPLAY
" -154.6 N
- X
- 174
- ]
e 258
oo 149 .t .
is us.®
=1 1448
i stz
S
i 190,008
e
nss
o
caseRUE KL -
FREQUEICY 200.875 s
SPECTRAL UTDTH 4606.5 He
OURSITION TINE 2.4%5 aac -
RELARATION ELAV 1090 sec
FULSE UIFTH 20,9 neec -
o | -
0. REPETITIONG — L
01 ACTUISTYICN —_ — ] —] = —
DATH PROCESSING N
k)
TOTAL ACCTSTTION TIRE 2 winutes
T T 2 T T 7 T T T T T
n 18 s s 7 ] s ‘. 3 1 [
J— [ U S — -
00 X s e
2.0 o0 X 0.00

0E— 454

Fe 2
LER 5
3
g . g
K & -
hd [=-% @
| N }
l
L) J J A
. N A
180 160 140 120 100 a0 60 40 20 PPN L}

T -0 u:?
s 80
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ABSORBANCIA

Acido 6-(2,2-dimetil-1,3-benzodioxol-4-oxi)hexanoico (BDOH).

25

CH,CH,CH,CH,CH,COOH

25

)
><CH
3
CH
O 3

20

15

ABSORBANCIA

10|

05

0.0

BDOH

.
220 240

. L .
260 280 300

LONGITUD DE ONDA (nm)

20

15

10

05

OVA-BDOH

ABSORBANCIA

0.0
220

1 1 1 h
240 260 280 300
LONGITUD DE ONDA (nm)

320

1.0

05

0.0

320 340

HRP-BDOH

1 1 1 1 1
250 300 350 400 450

LONGITUD DE ONDA (nm)

500
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226

mIe2s
Boot 85
'™ 33
axpZ pulse sequence: sZpul $5838 ] p]
DEC. ¢ VT gssf¥enionag 1L 38
1-02-90 dfrq not used " BRSS83 8%
acetone H1 w ePfleve Phel
23525 dpwr not used
dof ~450.0
300.075 dm ron
H1 .
2.
22400 dseq  undefined 4
4500.5 dres  undeft N
6 PROCESS ING
20.0 v
|2
n not used
nt 64 math
ot
alock T
gain not used wexp
vos
11 n Wt
in v
dp ¥
s m
DISPLAY
- -94.9
w 3522.2
ve 21 .
ec ]
we 250
bz 14.09
iz 4868, 60
1 11559
p 612,
th
ins 100.000
o
Hr82s
BOOH
oBaEAVE HL
JREQUENCY 300.075 Mis
SPECTRAL WIDTH 4500,
ACQUISITION TIME 2.489 sec -
RELAXATION DELAY 0.000 sec - -
WIDTH 20.0 usec
aMpTENT T u
0. ‘REVETITIONS 64
DOUBLE_PRECISION ACQUISITION —_ 1 ~1
DATA PROCEES ING
¥T 8128 32768
TOTAL ACQUISITION TIME 2 minutes J -
T T T T T A r M T T T
11 10 s 3 } ) IS 3 3 i ppm
R— — N
o 011 064
0.12 0.09
~ &
g Mo .
2 -
wosk _on
3 )
S oo go& ~
& 2% S: PR
-
=3 /
B
oo ~
21
. 9 S8 - 5
P 2 ) 4
& g 58 &
g @
@ s = ? \
8 bog
S =]
o {
|
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Apéndice
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A. Development of two Enzyme Assay for the Insecticide Methiocarb and

Application to the Analysisin Fruits and Vegetables without Sample Cleanup.
(En preparacion)

DESARROLLOS

Merece la pena destacar que partiendo de los ELISAs individuales de carbaryl,
carbofuran y methiocarb, y del ELISA multirresiduo, se han desarrollado en este
laboratorio kits de ELISA rdpidos, sencillos y féciles de mangar por personal
minimamente entrenado, que permiten ladeterminacién individual o simultédneade estos
plaguicidas. Estos kits estéan disponibles a través del Laboratorio Integrado de
Bioingenieriay del CTT (Centro de Transferencia de Tecnologia) de laUPV.
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