L. INTRODUGCCION. ... oeeeeeeeeeee e eeeeeeee s st eee s eseeeesesessesesesseseseess s esesessesesesessesassssssenseseeseensaneseeen 21

1.1. Residuos agroquimicos en alimentos................ccccoorieiiiceinice e 22
1.1.0. LOS NOIDICIAAS .....ceveeieeieeieeeeeee ettt st sttt st st st st e b ettt a e sae et st see e sensensasanes 24
1.1.2. LOS fUNGICIAAS ....cueuvevieviseiseeceeeeeesteste st ces et ettt st ssate st st st s st ss s et et essasesae et see seesessnntessasenes 25
1.0.3. LOS INSECLICIAAS .....ocveeeireeieseerieeee st ettt se ettt s ss st et st ass st ese ses s s asesessassstasestsssssssasesenns 25

1.2, SPIrOtetramat........ .ot et e sttt s et et see saesae et ene 27
1.2.0. DOSCIIPCION .....coeueeterierietiseeeeee e etestesteste e et ebe st ess s aseste st sae s s sentesaesaesansanesaeetesee seenssensesaasens 27
1.2.2. Caracteristicas fiSICOQUIMICAS..........cuuuureeveeveeesteeeeieciecereetestesseiesteste st e s esaesserassa s anssaeeees 27
20 T o) ¢ [ o o o SO TSR SRPP 28
1.2.4. Spirotetramat-enol y otros MetAbONLOS. .........ccceeeeeeeeeeeecieceietee et 29
1.2.5. USOS QQIrOQUIMICOS.......c.ccesueeeceirietintiesiseeie e eesteste s e esesaes et et ansassstestessesse s sessassesansensans 30
1.2.6. LOGISIACION ....ccooeeetetietieee et sttt e et ettt ettt e st e e e e b st st et aseane et ses seesesentessasenes 31

1.3. ANATOXINA-Q....cuiiiiitiriiriee et sttt ettt et et st e st e et b ettt eaeeae et see st e bentebbeb e st ane et 31
NG 20 R D T=X Yol ol Lo TR USRS 31
L1.3.2. INCIAENCI....c...cooceeeeietieiee ettt sttt et ettt ss et e ste st ste st st es e b e et e et eneasesas et st seesessansasaases 32

1.4. Métodos analiticos iNStrumMentales..............c.ccccveerireinine s st 34
1.4.1. Determinacion de spirotetramat en aliMentos.............cccccoeeeeeeecveeieinisreseeeeseeeesesneenas 34
1.4.2. Determinacion de anatoXinNG-a €N QQUAS............ccecueeeueveriseseeseeiesieseseesesssssessessesessassaneas 36

1.5. Métodos inmunoquimicos aplicados al analisis de pequefas moléculas organicas.....37
1.5.1. ANtECEACNTES NISTOIICOS. ...cuecvevereirerecterireise et seetes st sssaase st e sssesssteassssansseessssssanesesessnses 37
1.5.2. INMUNOITEACTIVOS.......ocueeierie ettt sttt et stesteste st st ess st ssa st ses e e e s st ste st sueeneansasassnesn 39
1.5.3. MEtodos iNMUNOANGITEICOS..........cceeuuerereeesirstirese sttt se st ereresse s esase s sesssessssssessssessaseses 46

1.6. El inmunoensayo enzimatico de adsorcion en microplaca..........c.cccccoceeeeeiniceececceennne. 48
1.6.1. El ELISA COMPELILIVO.....ccuocueeeerietistietieee st se st st ses s ses s et aeesesaeste e ses e s s serassaneaneas 49
J.6.2. FOIMOTOS. ...ttt ettt sttt e st ettt bt s et e e e st e e se saeeaeeat et eeb e s e sese e e eae 50
1.6.3. Etapas del desarrollo de un iNMUNOENSAYO...........c.oecevecereeeeceeieeeee e ce e eraerees s 54

1.7. La inmunocromatografia de flujo lateral.................ccooiiiininic e 57

2. OBJETIVIOS........ooiiieeieeirteie sttt sttt e st et st bbbt st s st b e sea bt eae st aes et eae st ses et ene steneasesas 61
3. MATERIALES Y METODOS............oovureeeeiseeeeesensaesssenssessess s ssasssesssessassssessess s sssssssssssssassssssssnssnssns 63

3.1. Reactivos @ iNSTrUMENTOS...........ccooiriiiiiiceee ettt et et sre s s e e 63
3.1.1. REACLIVOS GENEIAIES.........c.o.eoeeeeerietereeeee e ee et e et et et et etesaesbe st e e s st b et e s ansans 63
3.1.2. INSEIUMENTOS. ..ottt st e ettt se bt et st st b et sae et et e s eessensen e e s 64
3.1.3. DiSOIUCIONES Y LAIMPONES.......oeceeeeeiesesieesceseietietessessasssrestestesse e e sessesaesassansassssessessesssennen 65
3.1.4. Haptenos, bioconjugados Y QNEICUBIPOS..........cceeeeeeeeeeeereceeieieteseeeseesaestesteseessssssessesanns 65
3.1.5. Materiales para los inmunoensayos en Microplaca.............coeeeeeeeeeninceecvesieeseeseeseeens 66
3.1.6. Materiales para los inmunoensayos de flujo lateral.................cuuveeeeeeeveeieciesrcecennns 67
3.1.7. Muestras de QliMentos Y QQUAS...........cecceeceeeeeieeieseeeeeseessiesae e e sreseesaestestesresssesssssesssennean 67

3.2. Preparacion de bioconjugados del hapteno SPh................ccooovevveceie e 68
3.2.1. Preparacion del conjugado de BSA.......... e ceceieeceecececeestese st s sttt aese s aenes 68
3.2.2. Preparacion del conjugado de OVA...........eeeeeceeeeseeie e et se e e ress s s 68
3.2.3. Preparacion del conjugado A HRP..............ueivineeeeeeiesesecessessasssssess s sre e sae s sneneas 68

3.3. Procedimientos de ELISA compPetitiVo.............cccceeveieieiiesecccceee e s 69
3.3.1. Formato de anticuerpo inmovilizado con deteccion directa...............ccocoeuveeeecveveeveanen. 69

3.3.2. Formato de anticuerpo de captura con deteccion directa.............ccoeveeeeeevecveveenrenennns 69



3.3.3. Formato de conjugado inmovilizado con deteccion indirecta..............oueeeeeeeveeeeeenns 70

3.4. Caracterizacion de bioconjugados y antiCuerpos.............cccccecevevecerececeinrisrere e s 70
3.4.1. Determinacion de la carga hapténica de los bioconjugados................ccceuvencvneineennnne. 70
3.4.2. Isotipacion de anticuerpos MONOCIONGIES............c.cuueveeeeieieerieneieeiese e sre e seens 70
3.4.3. Evaluacion de la afinidad de [0S QNtiCUEIPOS.............cueeeueeeeceeveeie et e e 71
3.4.4. Evaluacion de la especificidad de 10S QNtiCUEIPOS...........cceeeeceeceeeeeeieiieceeeesiesese e e 72

3.5. Caracterizacidon de inmunoensayos en microplaca............ccoeeeeeeieresececccceeisece e 72
3.5.1. Optimizacion de inmunorreactivos y seleccion de inmunoensayos...............cccccveeueunn. 72
3.5.2. Determinacion de la sensibilidad y selectividad de los inmunoensayos....................... 72
3.5.3. Estudio de 1a influenCia el PH............cooeeeeeceeeeiesteeee et er s aes s st st st es 73
3.5.4. Estudio de la influencia de 10 fuerza iOniCa................cuuueeeeceieinineeceee e sese s ceceaesaesens 74
3.5.5. Tolerancia a diSOIVENLES OrGGANICOS........c..cccouvveueeerirceieinririestsse e e ae e 75

3.6. Procedimiento de hidrdlisis de spirotetramat................c..ccoeveeiceecnic e 75
3.6.1. Optimizacion de las condiciones de RidroliSis..............wcuuevveeeeceeveiveeeeeeeeceececeeeseeesnes 75
3.6.2. Evaluacion mediante HPLC-IMS/IMS........uueeeeeeeeeeeeeseeeseseeseseesssessssessssesesessesensesessenns 75

3.7. Validacién de inmunoensayos en microplaca para spirotetramat................cccccccccvnenees 76
3.7.1. EXtraccion de MUESELIAS AE UVQ..........ccceeeeeeieseseiinesesesissensseseisssessesessssessssessssesessssesessenes 76
3.7.2. EStUIO el EfECEO MOLTIZ...cueceeeeeieiierieeeeeee ettt ettt e st s b et e e anas 77
3.7.3. Andlisis de muestras fOrtifiCadas.............ouiminineieeeeeieeiesese e e esr e ae e saesae s 77
3.7.4. ANGIiSiS MEAIANTE HPLC-MS/MS...oeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteetteeesssessessessesstsssssaesaessessessessssssens 78

3.8. Validacion de inmunoensayos en microplaca para (+)-anatoxina-a............ccccceeeveveeenene. 78
3.8.1. EStUAIO eI EfECEO MALIIZ.......ocueeveveeeieeeeee et e etette et et se e steste e s e tesaesassasssnsateeenns 78
3.8.2. Andlisis de muestras fOrtifiCadas.............ouimiiminineieieeeieeiese st e erass s e ere e sae s 79

3.9. Desarrollo de ensayos inmunocromatograficos............ccccoceeevievevieceneeeinisceeee e 79
3.9.1. Preparacion de Qs tirQs reACEIVAS...........uueceeceeveeeceeeeececeetesteseese e ete st st s e e e rees s ssanes 79
3.9.2. Preparacion del bioconjugados con oro coloidal....................eeueeneeceececieneceeececeeanas 80
3.9.3. Optimizacion de las condiciones de eNSAYO..........ccuuuveveeveeveeiesieseiesireisssassassessse e seees 80
3.9.4. Validacion de los ensayos inmunocromatografiCos............uueueveveeeeeeeeeieeiecereesesssesenss 81

4. RESULTADOS Y DISCUSION...........ooiuieieieies s es s teeiseee s st st st st see s sseseassessssssssssssssssasssssesnssens 83
PARTE |. DESARROLLO Y VALIDACION DE INMUNOENSAYOS PARA SPIROTETRAMAT............. 83

4.1. Evaluacion de la afinidad de los anticuerpos policlonales y la sensibilidad de los

iNMUNO0ENSsay0s SElECCIONAOS...............ccoecice et e r et e st et e 83
4.1.1. Formato de anticuerpo inmovilizado con deteccion directa...............cccoucuvvvvenveveeceeenn. 84
4.1.2. Formato de anticuerpo de captura con deteccion directa.............cooeveeceevceevecevreenennns 85
4.1.3. Formato de conjugado inmovilizado con deteccion indirecta................ccocceuereenne. 86

4.2. Evaluacion de la especificidad de los anticuerpos policlonales y la selectividad de los

iNMUNO0ENSaY0s SElECCIONAOS.............c.coveciee it et s et e 89

4.3. Caracterizacion de inmunoensayos tipo ELISA basados en anticuerpos policlonales..90
4.3.1. Estudio de 1a influenCia Al PH...........ocuoeeeeeceeeeieieteeee st saes s st sae st s 91
4.3.2. Estudio de la influencia de 1a fuerza iOnicCa.............ccoueeeeeeeeieininreceee e e se s cesesaesaesens 93
4.3.3. Tolerancia a diSOIVENTES OFGANICOS............cccceeeeeeeeceeeriereeeeeeeie e eeere e s e e ra s s s anas 95
4.3.4. Evaluacion del efecto matriz en zumos de UVA Y VINOS...........cucueueeveeeeeceeiesesesnsiesanans 97

4.4. Obtencidn de conjugados con el hapteno SPA................cccoovieeiviiiene e e 99



4.5. Evaluacion de la afinidad de los anticuerpos monoclonales y la sensibilidad de los

iNMUNOENSAY0Ss SEIECCIONAOS.............cooveeiiecece ettt st e e b er e s 100
4.5.1. Formato de anticuerpo inmovilizado con deteccion directa.............ccceveevevvevvvrvenenne. 101
4.5.2. Formato de anticuerpo de captura con deteccion directa.............ccoueeeeeevenvveivecnennnn. 102
4.5.3. Formato de conjugado inmovilizado con deteccidn indirecta.....................cc.uu........103

4.6. Evaluacion de la especificidad de los anticuerpos monoclonales y la selectividad de los

iNMUNOENSAY0Ss SEIECCIONAOS.............cooveeeiiieeece ettt st e e e b er et s 104

4.7. Caracterizacion de inmunoensayos tipo ELISA basados en anticuerpos

MONOCIONAIES.........ceeieiieiesie ettt et e e ettt e s e sbesee st e e e e s et ee e e eneaans 106
4.7.1. Estudio de 1a influenciQ del PH.............ooeeeeececeieiesteeee ettt er s s s s ste e snan 106
4.7.2. Estudio de la influencia de 1a fuerza iOnica................ccecveeeeeeneeneeceee e e ceereesens 107
4.7.3. Tolerancia a diSOIVENLES OrGANICOS. .........cccouvveeeceereierieiiniisiiseee e se st esasseeeeane s 109

4.8. Validacién de inmunoensayos tipo ELISA basados en anticuerpos monoclonales.....112
4.8.1. ODBLENCION AE MUESLIGS.....ccueeeeeeeeeeeteeeretisece st st se st eseetesassesess et sesesessasesesssssssasesensessnes 112
4.8.2. Estudios para la hidrdlisis controlada de spirotetramat..............cccceeeeeveeveevecvesesesnnnn 113
4.8.3. Evaluacion del efecto matriz de extractos de uva, zumos de uva y vinos ................... 116
4.8.4. Curvas estdndar y condiciones 0ptimas de eNSAYO............cceceeveeeeneeseeceereeresreseseneenns 118
4.8.5. Andlisis de muestras fortifiCadas............ounivirininineiieiesie st sre v s 120
4.8.6. Estudio comparativo con HPLC-MS usando muestras Ciegas............cecvevenvnveeennnns 123

4.9. Desarrollo de un inmunoensayo de flujo lateral...............c.ccoooonriirinecee e, 125
4.9.1. Preparacion de las tiras inmunorreactivas y del anticuerpo marcado con oro

ol ] (o] 1o Lo ] OO USSR 125
4.9.2. Optimizacion Al @NSAYO..........ouuecveceeerieeeeeee et se st ss s e steste st s e e e rees s 125
4.9.3. Validacion con MUESEIAS dE VINO...........ccuuveeeeeeeiriiessseiesisesiesessssessssssssssessseesessesesssseen 130

PARTE Il. DESARROLLO Y VALIDACION DE INMUNOENSAYOS PARA (+)-ANATOXINA-A.....138

4.10. Evaluacion de la afinidad de los anticuerpos monoclonales y la sensibilidad de los

iNMUNOENSaY0s SElECCIONAOS...............ocueviiiiece et er s 138
4.10.1. Formato de anticuerpo inmovilizado y anticuerpo de captura con deteccion
QIFECEA .ttt ettt sttt st et st st et et et e bbb st b et sbeses et eseabesenbeb et ebenentes 138

4.10.2. Formato de conjugado inmovilizado con deteccion indirecta................ccceeeveveeunen.. 139
4.11. Evaluacion de la especificidad de los anticuerpos monoclonales y la selectividad de
los INMUNO0ENsay0s SEIeCCIONAUOS.............cccceeeeieri et 140
4.12. Caracterizacion de inmunoensayos tipo ELISA.................ccooeeieiniececcece e e 140
4.12.1. Estudio de la influencia del pH y de la fuerza ionica.............ccceeveeevecesceceinreneennann. 141
4.12.2. Tolerancia a diSOIVENtes OFgaNICOS...........uueeeeveevesieseseeceeceseiesessessesseesestesaesresessensesens 143
4.13. Validacion de inmunoensayos tipo ELISA..............c.ccouioieiceie ettt 145
4.13.1. ODBLeNCION AE MUESEIGS.......c.ccuveiriie ettt sttt et st tsteae st ses st e ste s bebenesteneas 145
4.13.2. Evaluacion del efecto matriz de muestras de agua..............ccuveeeeeeeveeeciesiecesceseeinnns 146
4.13.3. Curva estandar y pardmetros QNAITICOS..........coccuumeeeeereeeieeeeeete e e ieeseeseereeeesseve e 147
4.13.4. Andlisis de muestras fOrtifiCadas............uuinimiiniieeeiieierieinress e ste e sresessesessesensens 149
4.14. Desarrollo de un inmunoensayo de flujo lateral..............ccccooeeeiviieie e, 151

4.14.1. Preparacion de las tiras y del anticuerpo marcado con oro coloidal........................151
4.14.2. Optimizacion del @NSAYO0............ceeeceeieeeseceiececeiereseereee e ee st s es s aes s s asanesre s 151
4.14.3. Validacion con diferentes tipos de QQuUQ..........ccc.cuveeeeceeiesieseseseceessaesessee e eesaees 154



5. CONCLUSIONES.............cooiiiiiiii it b b b s bbb bbb s ben s

6. REFERENCIAS



