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RESUMEN:

Hoy en dia los plaguicidas estan muy presentes en los alimentos, ya que se utilizan para
proteger a las plantas y animales de cualquier tipo de plaga y su presencia constituye una
fuente de contaminacién para los seres humanos, por lo que se establecen limites maximos de
residuos de estos plaguicidas para cada alimento. El objetivo de este trabajo es el estudio de la
influencia de distintos factores fisicoquimicos sobre una serie de inmunoensayos desarrollados
para la determinacion de los residuos del insecticida spirotetramat en alimentos. Debido a que
este insecticida se hidroliza a spirotetramat-enol tras la absorcidn por la planta, y que se ha
establecido un Unico limite maximo de residuos con la suma de ambos residuos, en este
trabajo se estudiara tanto spirotetramat como su metabolito. En concreto se ha evaluado la
influencia del pH, la fuerza iénica, el disolvente etanol, y dos matrices alimentarias (vino
blanco y vino tinto) sobre los principales pardmetros analiticos de cinco inmunoensayos
distintos, utilizando anticuerpos monoclonales y policlonales. Los resultados obtenidos
demuestran que los anticuerpos monoclonales funcionan mejor en las condiciones de ensayo
que los policlonales, y se observd que el formato indirecto fue el mds estable de todos,
manteniendo la sefial maxima (Amax) Yy sensibilidad del ensayo (ICso) alrededor del valor de
referencia en la mayoria de los estudios. De manera general se observé que el pH no influye
significativamente en la deteccién de los analitos. En cuanto al estudio de fuerza idnica, se
observa un aumento de Amax Y de la ICso a fuerzas idnicas altas para el formato directo y el
directo de captura, y una bajada de ambas al disminuir la fuerza idnica. En los formatos
indirectos ocurre el efecto contrario. El estudio del disolvente etanol muestra que
concentraciones altas producen una bajada de sefial, siendo esta pérdida mas destacable para
el formato directo y captura, y por el contrario la ICso aumenta considerablemente cuanto mas
etanol hay en el ensayo. Tras el estudio del efecto matriz, se observa que el vino blanco no
influye demasiado en la sefial, mientras que el vino tinto afecta en gran medida, disminuyendo
la Amax cuanta mas matriz hay en el ensayo. En cambio, la ICso en este estudio se mantiene
bastante estable en todos los formatos. Los tres inmunoensayos con anticuerpos
monoclonales son buenos candidatos para su aplicacion al andlisis de residuos de
spirotetramat en alimentos, particularmente el ensayo con anticuerpo de captura y el
indirecto.

Palabras clave: Plaguicida, insecticida, spirotetramat, spirotetramat-enol, limite maximo de
residuos, anticuerpos monoclonales, policlonales, inmunoensayos, ELISA competitivo, vino.
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RESUM:

Hui dia els plaguicides estan molt presents en els aliments, ja que s'utilitzen per a protegir a les
plantes i animals de qualsevol tipus de plaga i la seua presencia constitueix una font de
contaminacid per als éssers humans, per la qual cosa s'estableixen limits maxims de residus
d'aquests plaguicides per a cada aliment. L'objectiu d'aquest treball és I'estudi de la influencia
de diferents factors fisicoquimics sobre una série d'immunoassajos desenvolupats per a la
determinacié dels residus de l'insecticida spirotetramat en aliments. Pel fet que aquest
insecticida s'hidrolitza a spirotetramat-enol després de |'absorcid per la planta, i que s'ha
establit un Unic limit maxim de residus amb la suma de tots dos residus, en aquest treball
s'estudiara tant spirotetramat com el seu metabolit. En concret s'ha avaluat la influéncia del
pH, la forca idnica, el dissolvent etanol, i dues matrius alimentaries (vi blanc i vi negre) sobre
els principals parametres analitics de cinc immunoassajos diferents, utilitzant anticossos
monoclonals i policlonals. Els resultats obtinguts demostren que els anticossos monoclonals
funcionen millor en les condicions d'assaig que els policlonals, i es va observar que el format
indirecte va ser el més estable de tots, mantenint el senyal maxim (Amax) i sensibilitat de
|'assaig (ICso) al voltant del valor de referéencia en la majoria dels estudis. De manera general es
va observar que el pH no influeix significativament en la deteccié dels analits. Quant a I'estudi
de forga ionica, s'observa un augment de Ama i de la ICso a forces idniques altes per al format
directe i el directe de captura, i una baixada de totes dues en disminuir la forca ionica. En els
formats indirectes ocorre l|'efecte contrari. L'estudi del dissolvent etanol mostra que
concentracions altes produeixen una baixada de senyal, sent aquesta pérdua més destacable
per al format directe i captura, i per contra la ICsp augmenta considerablement com més etanol
hi ha en Il'assaig. Després de |'estudi de |'efecte matriu, s'observa que el vi blanc no influeix
massa en el senyal, mentre que el vi negre afecta en gran manera, disminuint la Amax quanta
més matriu hi ha en I'assaig. En canvi, la ICso en aquest estudi es manté prou estable en tots els
formats. Els tres immunoassajos amb anticossos monoclonals sén bons candidats per a la seua
aplicacio a I'analisi de residus de spirotetramat en aliments, particularment l'assaig amb
anticos de capturai l'indirecte.

Paraules clau: Plaguicida, insecticida, spirotetramat, spirotetramat-enol, limit maxim de
residus, anticossos monoclonals, policlonals, immunoassajos, ELISA competitiu, vi.
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ABSTRACT:

Nowadays, pesticides are really present in food, as they are used to protect plants and animals
from any type of pest. Their presence constitutes a source of contamination for human beings,
so that maximum residue limits of these pesticides on food are established. The aim of this
project is to study the influence of different physicochemical factors on a series of
immunoassays carried out in order to determine the residues of the spirotetramat insecticide
in food. Due to the fact that this insecticide is hydrolyzed to spirotetramat-enol after the
plant’s absorption, and that a single maximum residue limit has been established with the sum
of both residues, both spirotetramat and its metabolite will be studied in this investigation.
Specifically, the influence of pH, ionic strength, ethanol solvent, and two food matrices (white
wine and red wine) on the main analytical parameters of five different immunoassays will be
considered, using monoclonal and polyclonal antibodies. The results show that, under the
parameters of this study, monoclonal antibodies work better under test conditions than
polyclonal antibodies. It has also been observed that the indirect format was the most stable
of all, maintaining the maximum signal (Amax) and sensitivity of the assay (IC50) around the
reference value in most studies. In general, it was observed that pH does not significantly
influence the detection of analytes. As for the ionic strength study, an increase of Amax and
IC50 up to high ionic forces is observed for the direct and direct capture format; and a
decrease of both when the ionic strength decreases. In indirect formats occurs the opposite
effect. The study of the ethanol solvent shows that high concentrations of it reduce its signal.
This loss of signal is more remarkable for the direct format and capture. On the contrary, the
IC50 increases considerably as more ethanol is in the assay. After studying the matrix effect, it
is observed that white wine does not influence the signal that much, whereas red wine affects
it to a great extent, decreasing the Amax as more matrix there is in the assay. In contrast, in
this study, the IC50 remains quite stable in all formats. The three monoclonal antibody
immunoassays are good candidates for their application to the analysis of spirotetramat
residues in food, particularly the capture antibody assay and the indirect antibody assay.

Keywords: Pesticide, insecticide, spirotetramat, spirotetramat-enol, maximum residue limit,
monoclonal antibodies, polyclonals, immunoassays, competitive ELISA, wine.
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1. INTRODUCCION

Hoy en dia el uso de plaguicidas en las plantaciones agricolas estd muy normalizado. La gran
mayoria de las empresas agroalimentarias optan por utilizar estos compuestos fitosanitarios,
gue sirven para proteger las plantas y los animales de la accién de insectos, hongos, acaros o
roedores, entre otros, y de todo tipo de forma animal o vegetal que pueda constituir una
plaga. El primer plaguicida sintético fue el DDT; Paul Miller fue quien descubrid sus
propiedades insecticidas en 1939 (Ferrer, 2003; Ramirez & Lacasafia, 2001; Jaquez Matas,
2013). A partir de ahi, aparecieron otros analogos y se expandié masivamente al resto del
mundo. Hay plaguicidas de distintos tipos, y se pueden clasificar en funcién de su familia
quimica (pueden ser organoclorados, organofosforados, carbamatos, etc.), su accién especifica
(si son insecticidas, fungicidas, fitorreguladores, herbicidas, etc.), su toxicidad (por ejemplo,
segun la OMS se clasifican como extremadamente peligrosos (la), altamente peligrosos (Ib),
moderadamente peligrosos (ll) o ligeramente peligrosos (l1)), o su vida media y su persistencia
(pueden ser permanentes si no desaparecen, persistentes si aguantan 20 meses o mas, de
persistencia moderada entre 1 y 18 meses de vida media, o no persistentes si no permanecen
al pasar 12 semanas) (Ramirez & Lacasafia, 2001; del Puerto Rodriguez, Suarez & Palacio,
2014).

El uso de plaguicidas genera mayores rendimientos en los cultivares agricolas debido a que,
efectivamente, se logra prevenir del ataque de plagas, atenuando su efecto en los productos
de las cosechas. Pero ademas su uso tiene consecuencias indeseadas como puede ser su
efecto en el medio ambiente, ademds de observarse altos niveles de contaminacién por
residuos agroquimicos que acaban llegando al ser humano y asimismo a los alimentos. Los
plaguicidas son aplicados mediante diversos métodos en actividades de tipo forestal, cultivos
agricolas, granjas, habitats acuaticos, vias y carreteras, zonas urbanas y jardines, entre otros.
Su extensivo uso hace que el contacto con los plaguicidas por parte de personas y animales sea
inevitable (Badii & Landeros, 2017; Edda, Lepori, Mitre & Nassetta, 2017). Toda esta
contaminacidon por residuos de los productos fitosanitarios provoca enfermedades,
destruccién de la flora y de la fauna y también de los recursos naturales disponibles (Torres &
Capote, 2004).

Spirotetramat (SP) es el nombre comun del insecticida cis-4-(etoxicarboniloxi)-8-metoxi-3-
(2,5-xilil)-1-azaspiro [4.5]-dec-3-en-2-ona. Este es un biocida de nueva generacién que fue
descubierto como un derivado del antibiético natural thiolactomicina, y en 2013 fue incluido
en el Anexo | de la Regulacion (EC) nimero 1107/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo,
relativo a la comercializacion de productos fitosanitarios en el mercado (Cevallos-Cedefio,
Agulld, Abad-Somovilla, Abad-Fuentes & Mercader, 2018). Pertenece a la familia del acido
tetramico, y estructuralmente estd formado por un grupo espirociclico que contiene un grupo
dimetilfenil y un grupo etil carbonato como sustituyentes, como aparece en la Figura 1. Su
mecanismo de accion consiste en la inhibicion de la actividad carboxilasa del acetil CoA,
bloqueando asi la biosintesis de lipidos en una gran variedad de plagas de insectos (Cevallos-
Cedeio et al, 2018). Este insecticida es del tipo sistémico, se aplica a la planta y es absorbido
por las hojas, tallos, corteza y raices, repartiéndose asi por toda la planta y ofreciéndole
proteccién total, aunque no se aplique a toda la superficie. De esta manera los agentes activos
del insecticida circulan por la savia haciéndola toxica para los insectos que intentan succionarla



(Ponce, Cantu, Flores, Badii, Zapata, Lopez & Fernandez, 2006). Lo que ocurre tras la absorcion
por el organismo es que SP es transformado a una forma mads polar, llamada spirotetramat-
enol (SP-enol) (Figura 1), mediante la hidrdlisis del grupo etil carbonato. Esta hidrolisis también
ocurre en el medio ambiente debido a que SP es un compuesto termolabil que se degrada a
temperatura ambiente, y mds aln bajo condiciones alcalinas. SP-enol es el metabolito
principal de SP, pero no es el Unico, también se forman otros derivados menores como
spirotetramat-enol glucdsido (SP-glc), spirotetramat cetohidroxido (SP-keto), spirotetramat
monohidroxido (SP-mono), y spirotetramat desmetil-enol (Cevallos-Cedefio et al, 2018, Nauen,
Reckmann, Thomzik & Thielert, 2008; Planes, Catalan, Tena, Porcuna, Jacas, lzquierdo &
Urbaneja, 2013).

O_/

O OH
7 / 7 /
o NH o NH

Figura 1. Estructuras quimicas de spirotetramat (izquierda) y spirotetramat-enol
(derecha).

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha definido el residuo de SP para
fines analiticos en frutas y hortalizas como la suma de SP y SP-enol. Segun la Regulacién (EC)
822/2009, aprobada por la Comision Europea el 27 de agosto de 2009, se establece el limite
maximo de residuos para el SP en 2 mg/kg para la uva de mesa y de vinificacién (European
Commission, 2009).

El método mas utilizado actualmente para el andlisis de SP y SP-enol en alimentos es la
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), preferentemente acoplada a un espectrometro
de masas (LC-MS). Estos métodos son muy fiables, ya que tienen gran sensibilidad y resolucion
a la hora de identificar la presencia de SP y SP-enol, pero por el contrario tienen algunas
desventajas notables. El principal inconveniente de HPLC-MS es que son equipos muy
costosos. Este factor representa una limitacidon importante para muchos laboratorios. Por otra
parte, utilizar estos equipos requiere de personal cualificado que tenga de 6 a 12 meses de
experiencia para poder obtener el maximo rendimiento del equipo, por lo que dificulta todavia
mas el poder utilizar estos métodos. Por todo lo descrito anteriormente se puede concluir que
HPLC-MS es un método caro, complicado y no portatil.

El desarrollo de nuevos métodos de identificacion y cuantificacién de residuos de
plaguicidas como SP estd a la orden del dia. El presente trabajo ha consistido en el estudio de
una metodologia alternativa y/o complementaria a los métodos como el HPLC-MS. El ELISA (en
inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) es una técnica inmunoquimica mediante la cual
se logra detectar un antigeno que reacciona con un anticuerpo, y donde uno se los
inmunorreactivos estd inmovilizado sobre un soporte sélido y el otro lleva acoplada una
enzima capaz de generar un producto con color o algin otro método de deteccion (Guzman-



Vazquez, 2004; Céspedes, Glenny, Felices, Balda & Sudrez, 2002; Rodriguez Sanchez, Pupo
Antunez, lInait, Otero & Martinez Machin, 2005).

Las ventajas de este tipo de inmunoensayos son muchas, y hacen que sea una muy buena
alternativa para la deteccion de una gran variedad de antigenos. Para empezar, son métodos
mucho mds baratos que un LC-MS, ademas son mas rapidos y sencillos, por los que no se
necesita personal tan cualificado y con tanta experiencia para poder llevar a cabo el analisis. Es
un método muy versatil, permite utilizar muchos formatos diferentes para adaptarse a cada
situacion concreta y de esta manera tener diferentes aplicaciones. Por ejemplo, mediante tiras
reactivas, placas ELISA, analisis in situ (métodos portatiles), screening (para analizar muchas
muestras), etc.

(a) Immobilized antibody
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(hapten) analyte analyte

Figura 2. Formatos de ELISA: (a) formato directo o de anticuerpo inmovilizado y
(b) formato indirecto o de conjugado inmovilizado (Dankward, 2006).

Existen diferentes formatos de ELISA segun el reactivo que se inmoviliza (Figura 2). En este
trabajo se ha estudiado el método ELISA mediante tres formatos, el formato directo o de
anticuerpo inmovilizado (CD), el formato directo con anticuerpo de captura (CDC) que es una
variante del anterior, y el formato indirecto o de conjugado inmovilizado (Cl), que se
explicardn mas adelante. En todos los casos es necesario medir la absorbancia del producto de
la reaccién enzimatica asociada a la reaccién inmunoquimica entre el anticuerpo y el antigeno.
Para poder comprender correctamente los tipos de ensayos que se han evaluado durante los

distintos estudios de este proyecto, es necesario definir previamente algunos conceptos.

Los anticuerpos policlonales son aquellos que no se purifican totalmente, sino
parcialmente a partir del suero del animal. No se obtiene una Unica molécula, sino un conjunto
de ellas, por lo que no se puede decir que tenga una concentracién determinada y se hablara
de diluciones. Los anticuerpos monoclonales, por otra parte, si que se purifican totalmente y
se obtiene un Unico tipo de molécula, por lo que se puede expresar su concentracion.

Se define como compuesto inmundgeno a las sustancias capaces de provocar una
respuesta inmunitaria especifica, ya sea una respuesta humoral o celular. El tamafio promedio
que debe tener un inmundgeno es de 1000-2000 Dalton en adelante. Los haptenos, en
cambio, son moléculas que no generan una respuesta inmune, ya que tienen un tamafo



mucho menor que los compuestos inmundgenos. Por otra parte, como se estan analizando
haptenos, estos al ser tan pequenos solamente tienen un sitio de unién al anticuerpo, este
lugar se denomina epitopo. Otras proteinas al ser mas grandes tienen varios epitopos, pero el
hapteno solo tiene uno. Es por esta razon por la que se realizan ensayos de competicién, en
los que el analito (SP o SP-enol) rivaliza con un hapteno sintético marcado con una proteina
(conjugado de ensayo) por unirse al Unico lugar de unién disponible del anticuerpo (Garcés,
2008).

La heterologia en un inmunoensayo supone que el hapteno sintético que participa en la
competicion es diferente al hapteno que se empled para generar el anticuerpo. Esto implica un
reconocimiento mas débil de los haptenos utilizados en los conjugados de ensayo, respecto al
analito (la molécula que queremos analizar). Asi se facilita la union del anticuerpo con el
analito, dando una mayor sensibilidad (Garcés, 2008).

Como se ha mencionado anteriormente, en los ensayos competitivos las moléculas de
analito compiten con moléculas de un conjugado proteina-hapteno por unirse al anticuerpo, y
posteriormente se generard mas o menos sefial dependiendo de la cantidad de conjugado que
haya interaccionado con el anticuerpo. Se utilizara una cantidad de conjugado suficiente para
gue haya una proporcién limitante y ocurra una competicion real. La seilial maxima del ensayo
se obtendra en ausencia del analito, por lo que se habra formado el complejo anticuerpo-
conjugado. Por otra parte, la sefial minima se obtendra cuando el analito se encuentre en
exceso, formandose el complejo anticuerpo-analito y desplazando al conjugado de la unidn
con el anticuerpo. Como consecuencia la seiial generada en los ensayos de ELISA competitivo
es inversamente proporcional a la concentracidn de analito (se puede observar este resultado
en la Figura 3, donde una concentracion de analito decreciente en sentido vertical implica mas
color, es decir, mas sefial) (Ceballos, Abad, Mercader, 2017).
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Figura 3. Inmunoensayo competitivo en microplaca de ELISA.

Generalmente, la sefial obtenida por la adicion del sustrato enzimatico puede medirse
mediante absorbancia o luminiscencia. En este proyecto se ha utilizado un lector para medir la
absorbancia a una longitud de onda de 492 nm. Al representar la sefial en funcién de la
concentracién de analito, utilizando una escala logaritmica, se obtiene una curva sigmoide.
Esta es la curva de inhibicion, que representa el grado de inhibicién del complejo anticuerpo-
conjugado a distintas concentraciones de analito. Esta curva consta de cuatro parametros, que
son los que se analizan para evaluar los resultados de un ensayo: la sefial maxima del ensayo
(Amax) corresponde a la asintota superior de la curva; la sefial minima, también llamada ruido



de fondo (Amin), que corresponde a la asintota inferior; la concentracidn en el punto donde la
curva pasa de convexa a céncava (ICso), y la pendiente de la curva en el punto de inflexion. El
concepto de ICso hace referencia al punto en el que la concentracién de analito provoca que la
sefial sea la mitad que Amax, ¥ por eso este punto se utiliza para estimar numéricamente la
sensibilidad del ensayo (Ceballos, Abad, Mercader, 2017), de tal modo que a menor ICso habra
mayor sensibilidad.

2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

El objetivo principal de este trabajo es la caracterizacién de la influencia de distintos
parametros fisicoquimicos sobre los parametros analiticos de inmunoensayos tipo ELISA
competitivo para el andlisis de SP y SP-enol.

Concretamente se han realizado los siguientes estudios:

- Estudiar la influencia del pH

- Estudiar la influencia de la fuerza idnica

- Estudiar la influencia del disolvente etanol

- Estudiar la influencia de distintas matrices alimentarias

Para realizar estos estudios de una manera completa, se ha empleado varios formatos
diferentes de ELISA, concretamente el formato Competitivo Directo (CD), el formato
Competitivo Directo de Captura (CDC), y el formato Competitivo Indirecto (Cl). Ademds, se han
realizado estudios con anticuerpos monoclonales y con anticuerpos policlonales para
determinar cuales son los dptimos para la deteccién de SP y SP-enol en alimentos.

El plan de trabajo ha consistido en una serie de etapas:

e Clases tedricas y practicas de formacién en la tecnologia ELISA

e Plan de Bienvenida y formacién sobre el uso de equipos de proteccion individual

e Preparacion de tampones y reactivos

e Familiarizacién con inmunoensayos en diferentes formatos con anticuerpos
policlonales y monoclonales

e Ensayos por triplicado con tampones a diferente pH y fuerza idénica en los cinco
inmunoensayos seleccionados

e Ensayos por triplicado en presencia de etanol con los cinco inmunoensayos
seleccionados

e Ensayos por triplicado del efecto del vino sobre los tres inmunoensayos que
emplean anticuerpos monoclonales

e Elaboracidn de fichas con los gréficos de los resultados de los inmunoensayos

e Construccién de tablas con los valores de Amax € ICso y los valores normalizados

e Representacidn grafica de los resultados y su interpretacion

e Consultas bibliograficas

e Escritura de la memoria del Trabajo Fin de Grado



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Instrumentos utilizados

Durante la preparacion de los experimentos, la realizacion de los ensayos y el tratamiento
de los datos obtenidos, se han utilizado una serie de instrumentos que han sido indispensables
para tales fines. Se describen a continuacidn:

- Pipetas volumétricas de laboratorio. Se han utilizado pipetas automaticas monocanal
de volumen variable. También se ha hecho mucho uso de pipetas multicanal, que son
muy Utiles para agilizar el pipeteo al trabajar con placas ELISA (Figura 4).

- Microplacas ELISA. Son las placas donde se han realizado los ensayos; placas de
poliestireno de la marca Costar, y consisten en 96 pocillos con una capacidad de 300
puL por pocillo aproximadamente, donde segin el tipo de formato aplicado, se
afiadieron distintos componentes (Figura 3).

- Reservorios. Son de tres tipos. Placas donde se han realizado las diluciones para hacer
las curvas y dopajes de los analitos. Constan de 96 pocillos con un volumen maximo de
3 mL aproximadamente, constituidas externamente de plastico con una cobertura
interna de vidrio. También se han empleado reservorios de pldstico de un solo canal
alargado de unos 50 mL de capacidad donde se colocan las diluciones para utilizar una
pipeta multicanal y poder pipetear en distintos pocillos a la vez. Por ultimo estan los
reservorios multicanal. Es un recipiente de plastico que tiene diversos compartimentos
para poder pipetear distintas diluciones con la pipeta multicanal.

- lavador. Es un instrumento de la marca Biotek, el modelo EIx405 Select Bio-Stack, que
se utiliza para lavar las placas ELISA después de cada reaccion.

- Lector de absorbancia. Es un equipo de la marca Biotek que mide la absorbancia de
cada pocillo de la placa ELISA a una longitud de onda de 492 nm.

- Programa informatico KCjunior, para la lectura de la absorbancia.

- Programa SoftMax Pro v4.7 para representar las curvas estandar y obtener los valores
de la Amax Y la ICso.

Figura 4. Pipeta volumétrica multicanal.



3.2 Reactivos utilizados

Se han utilizado una serie de reactivos especificos para este estudio, ya sean los analitos,
los anticuerpos, los trazadores y conjugados, sustratos enzimdticos, tampones, disolventes,
matrices, etc. Se concreta a continuacién los mas relevantes:

- Spirotetramat (SP). Es un estandar analitico grado pestanal de Sigma/Aldrich. Se
utilizaron disoluciones preparadas en N, N’-dimetilformamida (DMF) a distintas
concentraciones.

- Spirotetramat-enol (SPenol). Es otro estandar analitico grado pestanal de
Sigma/Aldrich. También se utilizaron disoluciones en DMF a distintas concentraciones.

- Anticuerpos monoclonales SPm#23 y SPo#237 y el anticuerpo policlonal SPo#1.

- Trazadores enzimaticos HRP-SPh y HRP-SPo de peroxidasa.

- Conjugados OVA-SPh, OVA-SPo y OVA-SPc de ovoalbumina.

-  GAM (Goat Anti-Mouse). Es un anticuerpo que sirve para el pretapizado con
monoclonales.

- GAR-HRP (Goat Anti-Rabbit). Es un anticuerpo secundario que sirve para la deteccion
de policlonales.

- RAM-HRP (Rabbit Anti-Mouse). Otro anticuerpo secundario usado para la deteccion de
monoclonales.

3.3 Tampones

- Tampdn de tapizado bdsico: 50 mM carbonato pH 9.6

- Tampdn de tapizado neutro. 20 mM fosfato pH 7.4

- Tampdn de ensayo: 20 mM fosfato pH 7.4, con 280 mM de NaCl + 0.05% Tween20
- PBS: 10 mM fosfato pH 7.4, con 140 mM de NaCl

- PBST: 10 mM fosfato pH 7.4, con 140 mM de NacCl + 0.05% Tween20

- Tampdn de revelado: 25 mM citrato, 62 mM fosfato, pH 5.4

- Disolucidn de lavado: 150 mM NaCl + 0.05% Tween20

3.4 Procedimientos

Se han estudiado tres formatos de ELISA competitivo que se describen a continuacién. Cada
dia se prepararon disoluciones de proteinas y patrones nuevas. Los patrones se prepararon por
dilucidn seriada en tubos de vidrio.

Formato Directo (CD): Consiste en la inmovilizacion del anticuerpo, seguido de Ia
competicion entre el analito y un conjugado enzima-hapteno, se puede observar el proceso en
la Figura 5. Las etapas de las que esta formado son las siguientes:

- Tapizado. En esta primera etapa es donde se inmoviliza el anticuerpo, se tapiza la placa
con tampon de tapizado basico dejandola toda la noche a 4°C.

- Competicidon: Es donde tiene lugar la union del analito o el conjugado con el
anticuerpo, se deja que ocurra la competicidon durante 1 hora a temperatura ambiente.
Se prepararon disoluciones patrén de SP y SP-enol a diferentes concentraciones en



agua MilliQ. El trazador enzimdtico se prepard en cada uno de los tampones
estudiados.

- Revelado. Se adiciona el sustrato de la enzima para que produzca la reaccién, y por
tanto la coloracion. Se deja 10 minutos reaccionar y se detiene con una disolucion de
H2S04 1 M. Se utiliza tampdn de revelado con 2 mg/mL de o-fenilendiamina (OPD) y
0.012% agua oxigenada (H20,).

- Lectura. En este punto, se lee la absorbancia de los 96 pocillos de la placa en el lector,
y posteriormente se utilizard un programa de tratamiento de datos Ilamado SoftMax
Pro.

- Entre etapa y etapa, excluyendo el revelado, siempre se lava la placa en el lavador con
disolucion de lavado.

Figura 5. Representacién de ELISA competitivo en formato directo (izquierda) e
Indirecto (derecha) (Ceballos, 2017).

Formato Directo de Captura (CDC): Este formato es una variante del Directo, en el que
inicialmente se tapiza la placa con un primer anticuerpo capaz de unirse al segundo
anticuerpo, para evitar la aleatoriedad en la fijacidn a la placa y la posibilidad de bloquear los
sitios de union e inutilizar el anticuerpo, y se utilizan las mismas condiciones que el tapizado
del formato Directo. Posteriormente se realiza la captura, donde se adiciona el anticuerpo
especifico, que se unird al anticuerpo ya fijado, utilizando tampdn PBST. Las demas etapas son
iguales que el formato Directo. La diferencia con el directo es que en el de captura se realiza
una etapa mas, se utilizan mas reactivos y el ensayo conlleva mas tiempo, pero tiene la gran
ventaja de que el ensayo es estandarizable, se puede utilizar para cualquier ensayo que vaya a
utilizar un anticuerpo monoclonal, por lo que es muy versatil.

Formato Indirecto (Cl): Consiste en la inmovilizacidn del conjugado proteina-hapteno, y se
tapiza con el tampdn de tapizado. A continuacion tiene lugar la competicién, donde se
adiciona el analito y el anticuerpo, por lo que puede formarse el complejo anticuerpo-analito



en disolucién, o formarse el anticuerpo-conjugado fijado a la placa. Las disoluciones patrén de
analito se preparan en agua MilliQ y el anticuerpo en los tampones estudiados. La siguiente
etapa se denomina deteccidn, y consiste en la adicién de un anticuerpo conjugado a una
enzima, utilizando el tampdn PBST. Por udltimo, se realiza el revelado igual que el formato
Directo (Ceballos, 2017). El proceso del formato Indirecto también aparece en la Figura 5.

3.5 Inmunoensayos estudiados

Para este trabajo se estudiaron 3 inmunoensayos con anticuerpos monoclonales y 2
inmunoensayos con anticuerpos policlonales.

Las condiciones particulares de los ensayos optimizados con anticuerpos monoclonales
fueron las siguientes:

- CD
o Se realizé el tapizado con el anticuerpo SPm#23 a 0.3 pug/mL en tampon de
tapizado basico.
o Se realizd la competicién utilizando HRP-SPh a 300 ng/mL y patrones de
analito desde 1000 nM con un factor de dilucién de 3 para SP y desde 30 nM
con un factor de dilucién de 3 para SP-enol.

- CDC
Se realiz6 el tapizado con GAM a 1 pug/mL en tampdn de tapizado basico.
Se realizd la captura utilizando SPm#23 a 0.1 pg/mL en tampdn PBST.
Se realizd la competicion utilizando HRP-SPh a 35 ng/mL y patrones de analito
desde 1000 nM con un factor de dilucién de 3 para SP y desde 30 nM con un
factor de dilucién de 3 para SP-enol.

-

o Se realizd el tapizado con el conjugado OVA-SPh a 0.1 pg/mL en tampédn de
tapizado neutro.

o Se realizd la competicidn utilizando SPo#237 a 30 ng/mL y patrones de analito
desde 1000 nM con un factor de dilucién de 3 para SP y desde 30 nM con un
factor de dilucién de 3 para SP-enol.

o Serealizé la deteccion utilizando RAM a una dilucién 1/2000 en tampdn PBST.

Hay que puntualizar que, para el estudio del efecto matriz, en la competicién de los tres
ensayos optimizados con anticuerpos monoclonales, los patrones de analito fueron desde 30
nM con un factor de dilucién de 3 tanto para SP como para SP-enol, debido a la etapa de
hidrdlisis realizada en este estudio.

Las condiciones particulares de los ensayos optimizados con anticuerpos policlonales
fueron las siguientes:

- Clhomdlogo
o Se realizo el tapizado con el conjugado OVA-SPo a 0.01 ug/mL en tampdn de
tapizado basico.



o Se realizd la competicidén utilizando el anticuerpo SPo#l a una dilucién de
1/200000 y patrones de analito desde 10000 nM con un factor de dilucién de
10 tanto para SP como para SP-enol.

o Se realizd la deteccion utilizando GAR-HRP a una dilucién 1/10000 en tampon
PBST.

- Cl heterdlogo

o Se realizé el tapizado con el conjugado OVA-SPc a 3 pg/mL en tampdn de
tapizado neutro.

o Se realizd la competicidén utilizando el anticuerpo SPo#1 a una dilucién de
1/6000 y patrones de analito desde 10000 nM con un factor de dilucion de 10
tanto para SP como para SP-enol.

o Se realizé la deteccién utilizando GAR-HRP a una dilucién 1/10000 en tampon
PBST.

3.6 Procesamiento de datos

Tras el revelado de los ensayos realizados se midid la absorbancia de cada pocillo a 492 nm,
se pasaron los resultados a SoftMax Pro y este utilizé una férmula que ajustaba los valores
obtenidos con una ecuacidn de cuatro parametros que resulta en una curva de inhibicidn
sigmoide. La variable A corresponde a Amax, B corresponde a la pendiente, C es la ICso, y D es la
Anmin. Esta es la férmula utilizada:

A-D
y=———5+D

1+(z)

Como puede observarse en la Figura 6, se obtuvieron una serie de curvas de inhibicién con
sus valores de Amax, ICso, pendiente y Amin para cada parametro estudiado. Estos pardmetros
han sido tampones a distinto pH, las distintas concentraciones de NaCl para estudiar el efecto
de la fuerza idnica, la variaciéon de la concentraciéon de etanol para analizar el efecto del
disolvente y distintas concentraciones de las matrices de vino tinto y blanco.

sP
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Figura 6. Ejemplo de curvas de inhibicion obtenidas en SoftMax Pro.
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Los resultados obtenidos por el programa informdtico se utilizaron para analizar en
conjunto las multiples réplicas de cada ensayo. Se exportaron los valores de A (Ama) y de C
(ICs0) @ una tabla de Excel, donde se normalizaron los datos y se realizé la media de las réplicas.
A continuacidn, se representd en una grafica la variacion de la Amax Y en otra la de ICso para
cada analito en funciéon de la variacion del pH y la fuerza idnica, y en funcion de la
concentracién de matriz y de disolvente.

La representacidn de Amax € ICso sirve para observar su variacidon en funcién de las distintas
condiciones de ensayo. Cada valor se representa en funcién del valor obtenido en las
condiciones de referencia de cada estudio. A modo de ejemplo, si se observa un aumento de
Amax conforme aumenta el pH respecto al pH del tampdn PBS, se puede interpretar que el pH
ligeramente mas basico afecta positivamente al ensayo.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacidn, se mostraran los resultados obtenidos de cada estudio en los diferentes
formatos utilizados para los dos tipos de anticuerpos estudiados. Para cada ensayo se
adjuntara una grafica que muestre la evolucion de la Amax €n funcién de distintos parametros y
otra grafica para la ICso. Antes de las graficas se interpretaran estos resultados, comentando
finalmente cémo afectan cada uno de los pardmetros fisicoquimicos estudiados.

En las gréficas de Amax de cualquier estudio realizado se espera ver la superposicion de la
curva de SP y SP-enol. Esto es logico porque la Amax €s independiente del analito, como bien
dice su definicidon (la Amax €s la sefial en ausencia de analito). En cambio, la variacion de la ICso
si puede sufrir diferencias en funcién del analito ya que evalua la afinidad por el analito, por lo
gue habra mas diferencias entre las curvas de SP y SP-enol. En cada figura, las gréficas de la
evolucién de Amax estan colocadas a la izquierda, mientras que las de ICso estan en la derecha.

4.1 Estudio de la influencia del pH

Primeramente, se ha querido estudiar la influencia del pH en la deteccidn de los analitos
SP y SP-enol, ya que el pH es un parametro fisicoquimico que se puede modificar a la hora
de llevar a cabo un ensayo, y si se observa que a un pH ligeramente acido, por poner un
ejemplo, se obtiene una mayor sefial, quizd sea conveniente acidificar la solucién sobre la
cual se realizara la deteccidn de los analitos. Ademds, la matriz alimentaria puede modificar
el pH del ensayo por lo que es necesario saber cdmo se comporta.

Se ha estudiado el efecto del pH preparando distintos tampones fosfato 20 mM a pH
6.0, 6.5, 7.0, 7.4, 8.0 y 8.5. En todos los tampones se ajustd la fuerza idnica a una
concentracién de 332 mM para que fuera constante en todos ellos y no afectara al ensayo,
provocando que cualquier variacion de Anax € ICso sea debida al pH. El valor de referencia en
este estudio es el de pH 7.4, debido a que ese es el pH del tampdn PBS, y siempre tendra un
valor de 1 en las graficas.

Se estudid un rango de pH entre 6.0 y 8.5 porque es un rango que esta alrededor de la
neutralidad. El pKa es el pH al cual la mitad de los grupos de la molécula estan protonados y
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la otra mitad no lo est3, e indica cdmo se van a protonar los grupos de la molécula. En caso del
SP, su pKa es 10.7, es bastante bdsico. El pKa del SP-enol es 4.9, mas dacido. Si se hubiera
estudiado un rango de pH mas amplio para cubrir esos pKa, seguramente se hubieran
observado mas diferencias en las curvas de ambos analitos.

El problema de estudiar pH tan acidos o bdsicos es que los inmunoensayos no funcionarian
debido a que a esos pH las proteinas se desnaturalizarian (a pH muy basicos) o estarian muy
protonadas (a pH muy acido) y perderian su actividad. Lo mismo ocurriria para los anticuerpos,
la estabilidad del anticuerpo depende de su solvatacién y un pH alejado de la neutralidad
afectaria negativamente, ademds de que la interaccidn anticuerpo-antigeno se establece
muchas veces mediante puentes de hidrégeno, interacciones idnicas, fuerzas de Van der
Waals, etc, donde el pH influye en gran medida y un pH extremo disminuiria la interaccion
pudiendo llegar incluso a desnaturalizarse.

Ensayos con anticuerpos monoclonales
e Formato Directo (CD)

La Amax Se mantiene relativamente constante ante la variacion del pH, a ningln pH la seiial
varia mas de un 20% del punto de referencia (Figura 7).

En cuanto a la ICs, es curioso que se observa una bajada de la ICsg para el analito SP al subir
el pH, mientras que ocurre lo contrario en la curva del SP-enol, pudiéndose apreciar una ligera
subida de la ICso al aumentar el pH. Esto se puede explicar debido a que a pH alcalino el SP se
transforma en SP-enol provocando el mejor reconocimiento de SP-enol que a SP.
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Figura 7. Efecto del pH en el formato CD con anticuerpos monoclonales: variacion de la
Anmax (izquierda) y variacion de la ICso (derecha).

e Formato Directo de Captura (CDC)

Este formato ha demostrado ser mas robusto en cuanto al pH, y no se observan variaciones
notables de la Amax ni de la ICso (Figura 8).
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Figura 8. Efecto del pH en el formato CDC con anticuerpos monoclonales: variacién de
la Amax (izquierda) y variacién de la ICso (derecha).

e Formato Indirecto (Cl)

Al igual que el formato directo de captura, en el formato indirecto también se observa que
la Amax ¥ |3 I1Cso son muy estables frente a la variacion del pH (Figura 9).
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Figura 9. Efecto del pH en el formato Cl con anticuerpos monoclonales: variacion de la
Anmax (izquierda) y variacion de la ICso (derecha).

Ensayos con anticuerpos policlonales
e Formato Indirecto homélogo

En lo referente a la Amax, Se observa un descenso de la sefial hasta la mitad cuando el pH
llega a 6.0, manteniendo la estabilidad a pH mas alcalinos hasta llegar a 8.5 (Figura 10).

La ICso, al igual que la Amax,, €s mas baja cuando el pH es mas acido y aumenta para ambos
analitos a pH 8.0, especialmente para el SP donde aumenta un 50%. Es curioso que el pico de
aumento de ICso parece ser a pH 8.0, mientras que al subir el pH hasta 8.5, esta se vuelve a
estabilizar.
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Figura 10. Efecto del pH en el formato Cl homdlogo con anticuerpos policlonales:
variacion de la Amax (izquierda) y variacién de la ICso (derecha).

e Formato Indirecto heterdlogo

El formato Indirecto heterélogo mantiene mds constantes los valores de Anax y de ICso que
el formato indirecto homologo. La variacién en la ICsq a pH 7.0 del analito SP puede deberse a
algun fallo de pipeteo que haya provocado algln valor erréneo, ya que se observa una
desviacién estandar mucho mayor a lo habitual (Figura 11).
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Figura 11. Efecto del pH en el formato Cl heterdlogo con anticuerpos policlonales:
variacion de la Amax (izquierda) y variacidn de la I1Cso (derecha).

Este estudio del pH nos indica que los ensayos donde se han utilizado anticuerpos
monoclonales funcionan ligeramente mejor que los anticuerpos policlonales, pero en general
se puede observar que el pH no influye destacablemente en la variacion de Anax y de ICso de
ambos analitos.

4.2 Estudio de la fuerza idnica

El estudio del efecto de la fuerza idnica en la deteccidon de los analitos SP y SP-enol se
realiza con el mismo fin que el estudio del pH, para averiguar de qué manera influye en la
sefial obtenida y en la ICso y asi intentar optimizar las condiciones de ensayo y prever las
variaciones provocadas por la matriz alimentaria.

Para el estudio se prepararon seis tampones fosfato 20 mM a diferentes fuerzas idnicas,
pero manteniendo el pH constante a 7.4 en todos ellos, para que no influyese en los
resultados. Se prepard cada tampdn a una concentracion de cloruro sdédico determinada para
que alcanzara una fuerza idnica concreta, y es necesario puntualizar que se prepararon los
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tampones al doble de la concentracidon de NaCl deseada en ensayo, debido a que en la etapa
de competicién de todos los formatos utilizados la concentracion de los tampones iba a
reducirse al 50% al afiadir el analito.

- Tampodn 1: Concentracidon de NaCl a 50 mM, para tener una fuerza idnica de 49.9 mM

- Tampodn 2: Concentracion de NaCl a 100 mM, para tener una fuerza iénica de 75.3 mM
- Tampodn 3: Concentracion de NaCl a 200 mM, para tener una fuerza idénica de 125.7 mM
- Tampodn 4: Concentracion de NaCl a 280 mM, para tener una fuerza iénica de 166.0 mM
- Tampodn 5: Concentracion de NaCl a 400 mM, para tener una fuerza iénica de 226.2 mM
- Tampodn 6: Concentracién de NaCl a 500 mM, para tener una fuerza iénica de 276.3 mM

Es importante decir que, en este estudio, el punto de referencia es el tampdn 4, que tiene
una concentracion de NaCl de 280 mM, y corresponde a la fuerza idnica en ensayo equivalente
a la del tampdn PBS, que es 166.0 mM y que al normalizar en la grafica tiene un valor de 1.

Ensayos con anticuerpos monoclonales
e Formato Directo (CD)

Se puede observar en la Figura 12 cdmo la bajada de fuerza idnica afecta fatalmente a la
sefial de los analitos, reduciéndola hasta practicamente 0 cuando la concentracion de cloruro
sodico es de 25 mM. Por otro lado, el aumento de la fuerza idnica provoca el aumento de la
sefial, llegando a una sefial del 150% cuando la concentracién de cloruro sédico es de 250 mM.

La ICso se comporta de forma distinta para cada analito. Para el analito SP, fuerzas idnicas
elevadas no le afectan y a SP-enol si, debido a que ésta es una molécula mas facilmente
ionizable, por lo que a una concentracion de cloruro sédico de 250 mM la ICsp supera el 150%.
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Figura 12. Efecto de la fuerza idnica en el formato CD con anticuerpos monoclonales:
variacion de la Amax (izquierda) y variacién de la 1Cso (derecha).

e Formato Directo de Captura (CDC)

La evolucién de la Amax del formato directo de captura es muy similar a la del formato
directo, sigue el mismo comportamiento y es ldgico, ya que se trata del mismo anticuerpo y los
mismos conjugados.

Se observa como la ICsp se mantiene mas estable que en el formato directo, observandose
una ligera bajada cuando se disminuye la fuerza idénica (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de la fuerza idnica en el formato CDC con anticuerpos monoclonales:
variacion de la Amax (izquierda) y variacién de la ICso (derecha).

e Formato Indirecto (Cl)

El comportamiento es diferente, debido a que se utiliza un anticuerpo diferente. La Amax se
mantiene estable, no se observan variaciones de la sefial superiores al 10% (Figura 14).

En cambio, hablando de la ICso, a los dos analitos les afecta mucho la bajada de la fuerza
ionica, llegando a superar el 200% a una concentracién de cloruro sédico de 50 mM para el SP-
enol, y un poco por debajo del 200% para el SP. Por otra parte, |la subida de la fuerza idnica
desde una concentracién de cloruro sédico por encima de los 140 mM, provoca la bajada de la
ICso de hasta casi el 50% para ambos analitos.
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Figura 14. Efecto de la fuerza idnica en el formato Cl con anticuerpos monoclonales:
variacion de la Amax (izquierda) y variacién de la ICso (derecha).

Ensayos con anticuerpos policlonales
e Formato Indirecto heterdlogo

En cuanto a la evolucién de la Anax, en la Figura 15 se observa que, si aumenta la
concentracién de cloruro sédico y en consecuencia aumenta la fuerza idnica, se produce una
bajada de la sefial hasta el 50%, exactamente a una concentracién de NaCl de 250 mM. En
cambio, si baja la concentracién de NaCl, bajando asi la fuerza idnica, la sefial se dispara hasta
alcanzar el 300%, concretamente a una concentracién de NaCl de 25 mM. El resultado de este
estudio es bastante positivo, ya que, si necesitamos una sefial alta, se puede variar la fuerza
idnica para obtenerla. Por ejemplo, si se realiza un ensayo que se obtiene una sefial muy baja,
se podria reducir la fuerza idnica de los tampones utilizados para conseguir un aumento de la
sefal.
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La ICso no varia si aumenta la fuerza idnica, pero si esta disminuye, la ICso aumenta
considerablemente, hasta valores superiores a 2,75 veces en SP-enol y hasta 3,5 veces en SP.
Esto es un problema, ya que se si se busca aumentar la seial disminuyendo la fuerza idnica,
ademas de conseguir una sefial mas alta, se obtendran valores de ICso superiores. Habrd que
buscar un punto intermedio para que el ensayo obtenga suficiente sefial sin perder
sensibilidad.
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Figura 15. Efecto de la fuerza idnica en el formato Cl heterdlogo con anticuerpos
policlonales: variacidn de la Amax (izquierda) y variacion de la ICso (derecha).

e Formato Indirecto homdlogo

En cuanto a la Ama, €l comportamiento es menos drastico que el Cl heterdlogo. Al bajar la
concentracién de cloruro sddico aumenta la seial, pero no tanto, llegando al 150%. Si
aumenta la fuerza idnica se reduce ligeramente la Amax. Este ensayo es mas resistente a
cambios de fuerza idnica, pero la tendencia a disminuir la Amax Si sS&@ aumenta la fuerza idnica es
clara. La ICso evoluciona de la misma forma que el formato indirecto heterdlogo (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la fuerza idnica en el formato Cl homdlogo con anticuerpos
policlonales: variacién de la Anax (izquierda) y variacién de la ICso (derecha).

En resumen, se observan diferencias muy drasticas al utilizar anticuerpos monoclonales o
policlonales en los ensayos, observdndose que con anticuerpos policlonales aumenta la Amax al
bajar la fuerza idnica, y viceversa, ésta disminuye al aumentar la fuerza idnica, mientras que
con anticuerpos monoclonales se observa el efecto contrario.

Estos resultados son interesantes porque en estos ensayos se refleja la influencia de la
especificidad de cada anticuerpo, el sitio de unién de cada anticuerpo al analito es diferente,
también ocurren distintos tipos de reacciones para la interaccion con el anticuerpo segun qué
anticuerpo se utiliza.
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También es entendible que el comportamiento de SP y SP-enol sea ligeramente diferente
en cuanto a la evolucidn de la ICso, debido a que uno es mas polar que el otro, y eso hace que
la fuerza idnica les afecte de distinta manera.

Se podrian hacer estudios para comprobar si compensa aumentar la fuerza idnica en los
ensayos, ya que, a concentraciones de cloruro sédico de 250 mM, la ICso disminuye y esto es
positivo, pero por el contrario la Anax también disminuye, aunque es minimamente, llegando a
perder un 20% de seiial.

4.3 Estudio de la influencia del disolvente etanol

El estudio de la influencia de los disolventes para la deteccion de SP y SP-enol en los
alimentos es muy importante debido a que estos alimentos pueden contener estos
componentes en su composicidn, ya sea de manera natural o por los diferentes tratamientos
que recibe el producto durante su elaboraciéon y procesado. Se estudid concretamente el
disolvente etanol, que estd presente de manera natural en productos como el vino, por lo que
es muy interesante estudiar cémo afectan distintas concentraciones de etanol en la detecciéon
de los analitos. Para realizar los ensayos, se prepararon diluciones a distinta concentracién de
etanol, desde 0%, 0.5%, 1%, 2.5%, 5% y 10%. El valor de referencia fue la dilucién de 0% de
etanol, ya que se considerd el blanco, y tiene un valor de 1 en todas las gréficas de este
estudio.

Ensayos con anticuerpos monoclonales
e Formato Directo (CD)

Sobre la Amax, €n la Figura 17 se ve claramente la tendencia de disminuir la Amax cuanto mas
alta es la concentracion de etanol. Ya a una concentracién de etanol del 1% se observa como la
sefial disminuye un 20%, llegando a perderse el 80% de la sefal cuando se alcanzan
concentraciones de etanol del 10%. Esto es negativo para el ensayo, ya que significa que la
presencia de este disolvente en las muestras (por ejemplo, en vino) afecta significativamente a
la sefal obtenida en este ensayo, dificultando la deteccién de los analitos si hay etanol.

En cuanto a la ICso, en el ensayo directo afecta bastante, ya que conforme aumenta la
concentracién de etanol se observa un crecimiento de la ICso para ambos analitos, pero mas
destacable en el caso de SP, donde llega a valores de entre 10 y 14 veces superior. Este
resultado ha provocado que se tenga que aumentar la escala de las graficas de ICso en este
estudio, para poder comparar el resultado en todos los formatos al estar la grafica en la misma
escala.
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Figura 17. Efecto del etanol en el formato CD con anticuerpos monoclonales: variacién
de la Amax (izquierda) y variacidn de la ICso (derecha).

e Formato Directo de Captura (CDC)

Los resultados son analogos a los del formato Directo, lo que es légico ya que es una
variante del formato Directo, observdndose un comportamiento parecido tanto de la Amax
como de la ICs frente a las distintas concentraciones de etanol para los dos analitos (Figura
18).
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Figura 18. Efecto del etanol en el formato CDC con anticuerpos monoclonales:
variacion de la Amax (izquierda) y variacidn de la I1Cso (derecha).

e Formato Indirecto (Cl)

Este ensayo es bastante robusto, ya que los resultados obtenidos no varian tanto como en
Sobre la Anmax,
concentracidn de etanol, observdndose que llega a perder el 20% de sefial ya cuando hay un
10% de etanol (Figura 19).

los formatos anteriores.

no varia significativamente al aumentar la

En cambio, se observa que la evolucidn de la ICso en funcién de la concentracion de etanol
varia para los dos analitos. En el caso de SP, no hay variacién. En el caso de SP-enol, la curva
tiende a aumentar, y esto significa que el ensayo pierde sensibilidad por el analito.
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Figura 19. Efecto del etanol en el formato Cl con anticuerpos monoclonales: variacidn
de la Amax (izquierda) y variacion de la I1Cso (derecha).

Se puede explicar que la variacion de Amax sea mayor en el CD y CDC que en Cl debido a que
el etanol puede afectar al grupo hemo del trazador, ya que se encuentran en contacto en
ambos formatos. En cambio, en el Cl la enzima no estd en contacto con el etanol porque se
realiza un lavado intermedio; lo que estd en contacto con el etanol es el anticuerpo y el
conjugado inmovilizado, que son mas resistentes.

Ensayos con anticuerpos policlonales
e Formato Indirecto homdlogo

La Amax €s bastante estable ya que no llega a variar ni un 20% a una concentracién de 10%
de etanol, lo que es bueno para el ensayo. En cambio, la ICsp aumenta para ambos analitos al
aumentar la concentracion de etanol, siendo la subida de ICsp muy leve para el SP y bastante
mas destacada para SP-enol. El pico observado en el valor de ICso de SP a 5% de etanol podria
tratarse de un error experimental (Figura 20).
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Figura 20. Efecto del etanol en el formato Cl homdlogo con anticuerpos policlonales:
variacion de la Amax (izquierda) y variacién de la ICso (derecha).

e Formato Indirecto heterdlogo

La evolucidon de Amax se parece considerablemente al ensayo del formato homdlogo,
manteniéndose muy estable a pesar de variar la concentracidon de etanol. En la Figura 21 se
aprecia una ligera disminucion de la seial a concentraciones de etanol altas.

La evolucion de la ICso también se parece al resultado del formato homélogo, pero en el
caso del SP-enol, la ICsp aumenta pero no tanto, llegando a duplicarse aproximadamente a una
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concentracién de etanol de 10%. Los valores de ICso para el SP se mantienen cercanos a los
obtenidos sin etanol, mostrando que el etanol no perjudica al analito SP, sino que le favorece.
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Figura 21. Efecto del etanol en el formato Cl heterdlogo con anticuerpos policlonales:
variacion de la Amax (izquierda) y variacién de la ICso (derecha).

4.4 Estudio del efecto matriz de vino blanco y vino tinto

El dltimo estudio se realizd para evaluar la influencia de dos matrices alimentarias en la
deteccion del SP y SP-enol. El estudio de una matriz alimentaria es mucho mdas complejo que el
estudio de otro parametro fisicoquimico como puede ser el pH o la fuerza idnica, ya que
pueden influir mds factores en los resultados obtenidos. Se estudié el vino blanco y el vino
tinto, para ver el efecto de los distintos componentes de su composicién en la deteccion del SP
y SP-enol.

Se prepararon distintas diluciones de cada matriz en agua MilliQ, a 75510 25 50 Y 0. El
valor de referencia, al igual que en el estudio del etanol, es la muestra sin matriz, que se

considera el blanco, y que tiene un valor de 1 en todas las graficas del estudio.

Se prepararon las disoluciones patron de SP y SP-enol en la matriz diluida mientras que el
trazador enzimatico en los ensayos CD y CDC o el anticuerpo en los ensayos Cl se prepararon
en tampon de ensayo.

Los anticuerpos estudiados reconocen mejor a SP-enol que a SP. Esto se debe a que cuando
se obtuvo los anticuerpos, probablemente se hidrolizd el grupo carbonato del SP al ser muy
labil y los anticuerpos se formaron contra SP-enol, o sea, el hidrolizado de SP. Dado que es
necesario realizar un ensayo que pueda medir ambos analitos a la vez, dando un unico valor
final, los vinos reciben algunos tratamientos para transformar todo el SP en SP-enol. Este
tratamiento es una hidrélisis, donde el SP se transforma en SP-enol permitiendo realizar una
Unica medida de la cantidad de plaguicida presente en el alimento. Por esta razén, los ensayos
realizados para este estudio han incluido una etapa de hidrdlisis de los analitos, replicando el
tratamiento que reciben los alimentos para su andlisis.

Se realizaron ensayos de los tres formatos con anticuerpos monoclonales, tanto para la
matriz de vino blanco como para la de vino tinto.
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Ensayos con anticuerpos monoclonales

1. Vino blanco
e Formato Directo (CD)

Sobre la variacion de la Amax, €n la Figura 22 se observa como baja ligeramente la sefial

conforme la dilucién de vino es mds pequeiia, o sea, cuanta mas matriz hay. Cuando la dilucién

1 Y
es de oY la variacion de la Amax llega a ser del 20%.

Respecto a la ICso, se puede ver que para ambos analitos se mantiene relativamente
constante hasta una dilucion de matriz de 1/10, mientras que a diluciones menores la ICso
aumenta hasta multiplicarse por mas de 1.5 en el caso del SP, manteniéndose mas estable
para el SP-enol. No es un aumento demasiado grande de la ICsq, por lo que es interesante para

los ensayos.
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Figura 22. Efecto de la matriz vino blanco en el formato CD con anticuerpos
monoclonales: variacion de la Amax (izquierda) y variacion de la ICso (derecha).

e Formato Directo de Captura (CDC)

Se puede observar cémo en este formato la Amax varia como en el anterior, perdiendo

o g . 1
solamente hasta un 20% de sefial cuando la dilucién de matriz es 7o

y

Para la ICso ocurre lo mismo, para ambos analitos se mantienen los valores constantes a

cualquier dilucidn de vino blanco, aumentando ligeramente a partir de diluciones de S Y menos

diluidas (Figura 23).
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Figura 23. Efecto de la matriz vino blanco en el formato CDC con anticuerpos
monoclonales: variacion de la Amax (izquierda) y variacidn de la ICsq (derecha).
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e Formato Indirecto (Cl)

La Amax NO varia practicamente nada con las distintas diluciones de matriz, demostrando
mucha robustez, e incluso aumentando un poco la sefial si hay mas matriz, cosa que es
beneficiosa para el ensayo (Figura 24).

La ICso tiene un comportamiento distinto para los dos analitos. La de SP-enol es mayor en
presencia de matriz mientras que la de SP varia poco.
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Figura 24. Efecto de la matriz vino blanco en el formato Cl con anticuerpos
monoclonales: variacion de la Amax (izquierda) y variacidn de la ICso (derecha).
2. Vinotinto

e Formato Directo (CD)

Por una parte, la variacion de Amax €s mas grande en el vino tinto que en vino blanco, como
se puede apreciar en la Figura 25, llegando a bajar la sefial al 50% cuando se llega a la muestra
con mas matriz. Esto es muy negativo para el estudio, ya que se demuestra que la matriz
analizada afecta significativamente a la obtencidn de sefial, y habra que tenerlo en cuenta a la
hora de realizar la deteccién de SP y SP-enol en esta matriz.

Por otra parte, la ICso se ve afectada cuando la dilucidn es baja. Si que se puede observar un
aumento de casi el 50% en ambos analitos cuando se llega a una dilucién mas pequeiia de

matriz, la de Y La desviacion en las medidas de la ICso de SP hace dificil determinar la dilucidn

)

Optima.
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Figura 25. Efecto de la matriz vino tinto en el formato CD con anticuerpos
monoclonales: variacion de la Amax (izquierda) y variacidn de la ICsq (derecha).
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e Formato Directo de Captura (CDC)

La variacién de la Amax en el vino tinto es abrumadora, hay un efecto muy notable de la

. - S 1 - . _—

matriz sobre la sefial, ya que desde diluciones de Ty la sefial de ambos analitos ya disminuye
~ . . 1

un 60%, llegando a perderse un 80% de sefial cuando la dilucién es o Esto da que pensar que

al menos, en el vino tinto, serd complicada la deteccion de SP y SP-enol mediante la utilizacién
de estos formatos, y quiza haya que buscar una alternativa mas eficiente.

En cuanto a la ICso, en la Figura 26 se ve cdmo el SP-enol aumenta poco a poco hasta
alcanzar el 160% en la dilucion menor de vino tinto. En cambio, para SP la ICso se mantiene

relativamente constante, experimentando una bajada minima al llegar a dilucién de matriz de
1
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Figura 26. Efecto de la matriz vino tinto en el formato CDC con anticuerpos
monoclonales: variacion de la Amax (izquierda) y variacion de la ICso (derecha).

e Formato Indirecto (Cl)

I . 1
Respecto a la Amax, Se observa un aumento de hasta un 40% a la dilucién de matriz de s

Esto es positivo para el ensayo, en algunos casos donde el ensayo dé poca seiial, se podria
utilizar el formato indirecto para aumentarla (Figura 27).

En cuanto a la ICso, el SP-enol aumenta ligeramente hasta un valor de 1,2 veces al llegar a la

| . 0.1 . .
dilucién oY baja de nuevo hasta un valor de 1,1 veces en la dilucidn s En cambio, el analito

y

SP se comporta de manera distinta, reduciéndose mas la ICso, ya que a una dilucion de 75 llega

a bajar hasta valores de 0,8 veces.
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Figura 27. Efecto de la matriz vino tinto en el formato ClI con anticuerpos
monoclonales: variacion de la Amax (izquierda) y variacion de la ICso (derecha).

Finalmente, se puede resumir diciendo que el vino tinto tiene mayor influencia sobre Ila
Amax ¥ también la ICso que el vino blanco, el cual se mantiene bastante firme y robusto con
valores cercanos al de referencia. También se puede apreciar que el formato indirecto ha
demostrado ser el mas estable para ambas matrices, donde en ningln ensayo se producen
variaciones de mas del 50%.

5. CONCLUSIONES

Tras acabar todos los estudios, se pueden sacar una serie de conclusiones analizando los
resultados obtenidos en cada ensayo, comparando los formatos y teniendo una visién mas
global de cada estudio realizado.

La influencia del pH sobre la deteccion del plaguicida SP y su derivado SP-enol ha resultado
ser minima tanto en los ensayos con monoclonales como con policlonales. La variacién del pH
en los ensayos no ha afectado significativamente a la sefial y a la ICso para ninguno de los dos
analitos.

Los cambios de la fuerza iénica modifican los parametros analiticos de los ensayos en los
formatos CD y CDC mientras que el ensayo en formato Cl es mas resistente. Los resultados con
los ensayos en formato Cl fueron semejantes tanto con anticuerpos monoclonales como con
policlonales.

El estudio de la influencia del etanol se puede concluir remarcando que este disolvente
ejerce una influencia muy negativa en la deteccién de los analitos SP y SP-enol. Al aumentar la
concentracién de etanol, a partir de 2% de etanol, disminuye la seial obtenida en todos los
formatos, especialmente en CD y CDC. Por el contrario, la ICsp aumenta notablemente,
demostrando que la presencia del etanol en el ensayo perjudica los resultados obtenidos.

Tras realizar los estudios con tampones, se llegd a la conclusion de que los anticuerpos
monoclonales daban mejores resultados que los policlonales.

El ultimo estudio realizado, el de la influencia de dos matrices alimentarias en la deteccién
del SP y SP-enol, dio los resultados esperados tanto para vino blanco como para tinto. Se
esperaba que el vino tinto fuera mas problematico, ya que estd compuesto por una matriz mas
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compleja, lleva muchos taninos que pueden interferir con el anticuerpo y por eso se producen
variaciones importantes en esta matriz, bastante mayores que en el vino blanco. Mientras que
la presencia del vino blanco en el ensayo produjo una ligera pérdida de sefial y variaciones no
significativas en la ICso, la presencia de vino tinto en el ensayo produjo una caida mas notable
de la sefial, y mayores variaciones de la ICso. Se puede finalizar este estudio diciendo que para
el vino tinto el Unico formato aceptable para la deteccion de SP y SP-enol ha sido el indirecto.
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