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1.1.Micotoxinas

CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. MICOTOXINAS

La gran diversidad del reino de los hongos esta asociada con la produccién de una
amplia gama de metabolitos secundarios generados por ciertos hongos filamentosos
como son ademas de las micotoxinas y las fitotoxinas, algunas especies de interés para
los humanos, como los antibidticos o ciertos productos utilizados en la actualidad
como farmacos. La produccién de un metabolito secundario en particular es a menudo
especifica de una especie o cepa determinada, y es normalmente sensible a
condiciones ambientales y nutricionales [1].

Las micotoxinas son un grupo grande y variado de metabolitos secundarios producidos
por diferentes hongos filamentosos y que tienen efectos téxicos contra los vertebrados
y contra otros organismos [2], y las mds importantes proceden de las especies de
hongos Aspergillus, Fusarium y Penicillium [3]. Las micotoxinas han existido desde
siempre, pero el reconocimiento de su naturaleza quimica no se produjo hasta hace
relativamente poco tiempo. Se han descrito mas de 300 micotoxinas diferentes, con
moléculas heterociclicas muy diversas, que afectan a una amplia gama de productos
agricolas como cereales, alimentos a base de cereales, frutos secos, vino, leche, granos
de café, cacao, pan o productos cdrnicos, los cuales son la base de la economia de
muchos paises en desarrollo [4].

La contaminacién de los alimentos por micotoxinas se ha convertido en un asunto de
gran preocupacién especialmente en la ultima década, ya que son responsables de
muchas enfermedades graves [5]. La determinacidn analitica de las micotoxinas en los
alimentos es realmente importante debido a su alta toxicidad en los seres humanos y
los animales, y muchos paises de todo el mundo han establecido controles muy
estrictos de aquellos alimentos que puedan estar contaminados durante la cosecha o
el almacenamiento. En los ultimos afios, con el aumento de la globalizacién y el
comercio mundial, el problema de las micotoxinas esta creciendo significativamente

[2].

La primera micotoxina descrita como tal fue la aflatoxina B1 (AFB1) (procedente de
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus) por primera vez en la década de los 60. Se
trata de un potente carcindgeno humano y el principal responsable de cancer de
higado en animales [6].

Las micotoxinas pueden clasificarse atendiendo al tipo de hongo que las produce
(Tabla 1):

1
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ALIMENTOS DONDE

HONGO MICOTOXINAS APARECEN
_ Maiz, arroz, trigo, olivo,
Aflatoxinas (AF) pimienta, almendro, higo
Aspergillus

Ocratoxinas (OTA y OTB) Uva, trigo, cebada, café, frutos

secos
o Arroz, trigo, cebada, maiz,
Citrinina (CIT) cacahuete, centeno, avena
Penicillium Manzana, albaricoque, uva,
Patulina (PAT) melocotdn, pera, aceitunas y
cereales
Tricotecenos A: . ,
. Cebada, avena, trigo, maiz,
Toxinas T-2 y HT-2
habas
Tricotecenos B : .
; ] Deoxinivalenol (DON) y Trigo, maiz, cebada, avena
usarium )
Nivalenol (NIV)
Fumonisinas (FB1, FB2) Maiz, arroz, esparragos,
cerveza, ajo
Zearalenonas (ZEA) Maiz, trigo, sorgo
Altertoxinas Trigo, maiz, cebada, girasol
Alternaria Alternariol Trigo, maiz, cebada, girasol
Acido ternuazoico Trigo, maiz, cebada, girasol

Tabla 1: Clasificacion de las micotoxinas mds importantes segun el hongo que la produce y
los alimentos que contamina

La importancia en el control y la determinacion de las micotoxinas se resume en tres
apartados relacionados entre si:

= Metabolismo y toxicologia
= Saludy productividad
= Valor econémico

La toxicidad de una micotoxina, tras la exposicion por ingesta, inhalacidon o contacto
con la piel, estd determinada por fendmenos relacionados con el metabolismo, que
comprenden la administracién, absorcién, transformacién, farmacocinética,
interacciones moleculares, distribucidn y excrecion de la toxina y sus metabolitos. A su
vez, la toxicidad de una micotoxina afecta en mayor o menor medida segun sus efectos
sobre la salud de las personas y los animales y la productividad de los cultivos, y por
consiguiente estos efectos influirdn en el valor econdmico de las actividades humanas
y los productos agricolas y pecuarios [7].



1.1.Micotoxinas

Dada su importancia, las micotoxinas fueron reguladas en paises de todo el mundo,
aunque que las regulaciones en un principio variaban de un pais a otro segun el tipo de
micotoxina, la matriz (tipo de alimento o pienso), asi como el nivel maximo de
concentracion permitido. Como resultado de la creacion de la Unidn Europea (UE) y
mas especialmente desde mediados de la década de los 2000, alrededor de 100 paises
(aproximadamente el 85% de los habitantes del mundo) tenian regulaciones
especificas o directrices detalladas para la presencia de micotoxinas en alimentos [8].
Con el fin de beneficiar y coordinar el mercado comun en la UE, se han elaborado
normativas relativas a determinados contaminantes comunes en todos los paises
miembros de la Comunidad Europea [9], fijando unos limites maximos permitidos que
dependen no sélo de la toxicidad, sino también del tipo de alimento y de su nivel de
procesado previo a la ingesta. El objetivo principal de los reglamentos comunes en la
UE es la proteccion de la salud del consumidor, junto a la descripcion de los
procedimientos para la disminucion de las cantidades de micotoxina en productos
alimenticios [2].

Una de las directivas mas importantes en este aspecto es la Comisién Reguladora
1881/2006 del 19 de Diciembre de 2006 [10] que establece los niveles maximos de
ciertos contaminantes en productos alimenticios, entre los que se encuentran las
micotoxinas. Ademads el Reglamento de la UE 401/2006 del 23 de septiembre de 2006
[11], que establece los métodos de muestreo y de analisis para el control oficial del
contenido de micotoxinas en productos alimentarios. Los métodos de muestreo seguln
el Reglamento 401/2006 se realizan en funcidn de la micotoxina, del tipo de alimento
(cereal, fruta, frutos secos, especias, leche, café...), de las toneladas de producto, del
tipo de lotes, etc. Ademds se exponen las caracteristicas analiticas de las
determinaciones tales como porcentaje de desviacién estandar relativa (%DSR),
porcentaje de recuperacién, etc. en funcién del tipo de micotoxina y de la cantidad de
muestra ensayada [11].

La deteccidon temprana de las micotoxinas o de los hongos que las producen, es un
factor crucial para los paises donde se produce principalmente la contaminacién, con
el fin de cumplir con los requisitos comerciales y para tener un control fiable y
rentable, asi como para implantar estrategias de prevenciéon en el lugar de la
contaminacién [9].

1.1.1 Técnicas analiticas para la determinacidon de micotoxinas

La presencia de micotoxinas en alimentos y en piensos es un riesgo para la salud de los

animales y los seres humanos. Se pueden encontrar en una amplia gama de alimentos
y piensos contaminados por el deterioro invisible en el campo durante el crecimiento
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de las plantas, por la cosecha, el almacenamiento o el procesado. Varios estudios
anteriores reportan que alrededor del 25% de los productos alimenticios
(principalmente de origen vegetal) estdn contaminados por micotoxinas en el mundo
[9]. Entre estos, las aflatoxinas representan la principal amenaza en todo el mundo,
debido a su enorme toxicidad y amplia presencia.

Debido a la peligrosidad que entrafia ingerir alimentos contaminados por las diferentes
micotoxinas en concentraciones muy pequeiias (en algunos casos por debajo de los
ppb’s) se hace necesario buscar técnicas analiticas que permitan la determinacién
cuantitativa de estos compuestos en las matrices de alimentos. Ademas, dadas estas
concentraciones tan pequenas, es necesario utilizar métodos analiticos muy sensibles
y selectivos [12]. Los métodos analiticos convencionales se basan principalmente en
técnicas de separacién instrumentales como la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) con diferentes tipos de deteccién (principalmente UV-Vis, fluorescencia
molecular o espectrometria de masas) y los inmunoensayos enzimaticos por su gran
selectividad como los ensayos ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) [13].

Las técnicas analiticas mas utilizadas actualmente en los métodos oficiales son la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con columnas de fase reversa,
utilizando detectores de fluorescencia molecular [14], de absorciéon UV-Vis [15] o
detectores de espectrometria de masas [16], proporcionando limites de deteccidn en
un intervalo entre 0,01 y 5 ng ml. Estos métodos implican generalmente
procedimientos previos de preconcentracion y limpieza para la eliminacién de la matriz
y de las interferencias, por ejemplo usando columnas de inmunoafinidad (IAC) que
contienen anticuerpos anti-micotoxinas, o columnas de extraccién en fase sélida (SPE)
utilizando disolventes organicos. En ocasiones, es necesario realizar una derivatizacién
previa de la micotoxinas para su deteccion dptica, en el caso de que no sea activa
Opticamente, como en el caso de la FB1 (deteccién fluorescente, HPLC-FD) [17; 18].

La determinacion por ELISA espectrofotométrico se ha convertido en una de las
herramientas mas Utiles para un rapido control de las micotoxinas, consiguiendo en
ocasiones limites de deteccién tan bajos como 0,1 ng g * [19]. La tecnologia se basa en
la capacidad de los anticuerpos especificos para distinguir la estructura tridimensional
de una micotoxina durante la incubacién competitiva en tiempos aproximados de una
hora. A pesar de la alta dependencia de la matriz, las grandes ventajas del ELISA son la
velocidad de obtencién de resultados, la facilidad de operacién, la sensibilidad vy la
gran cantidad de muestras que se pueden determinar a la vez [20]. Otra de las técnicas
mas rapidas y sencillas basadas en los inmunoensayos son los dispositivos de flujo
lateral, que se presentan en general en un formato de una tira inmunocromatografica,
pero que sélo ofrecen informacion cualitativa generalmente relacionada con la
concentracion de corte legislada [21].
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Debido al control de la seguridad alimentaria y la gran demanda de métodos rapidos y
precisos para detectar micotoxinas, el desarrollo de biosensores es crucial, y se ha
incrementado significativamente en los ultimos 20 afios, y actualmente es una de las
areas mas activas de la investigacién analitica gracias a su sensibilidad, precisién, bajo
coste, eficacia y simplicidad, no sélo de la construccidn, sino también de la etapa de
pretratamiento de la muestra y la etapa de medida [22]. Los biosensores implican que
el elemento de reconocimiento bioldgico esté en contacto con un transductor [2].
Ademas son unas de las herramientas mas prometedoras para la deteccién de
micotoxinas en los alimentos ya que disminuyen el tiempo de andlisis y la exactitud se
mejora al eliminar interferencias de las matrices[2; 23].

Un biosensor es un dispositivo en el que materiales de origen biolégico, como
enzimas, tejidos animales o vegetales, antigenos, anticuerpos, acidos nucleicos, etc.
son usados como elementos de biorreconocimiento para dotar al dispositivo de la
selectividad y especificidad requeridas para la determinacién de analitos de origen
muy variado en el ambito clinico, toxicolégico, medioambiental, agroalimentario, etc
[24]. El mayor avance en los biosensores para la determinacion de micotoxinas en
matrices alimentarias ha sido el uso de inmunosensores, que aprovechan las
reacciones de afinidad entre un anticuerpo selectivo y el antigeno o analito
(micotoxina en este caso) correspondiente y basandose en el mismo procedimiento de
inmunoensayo de un ensayo ELISA permiten la determinacién cuantitativa de la
concentracion de micotoxina, en drdenes de magnitud de ppb.

Particularmente, los inmunosensores electroquimicos para la deteccién de
micotoxinas son cada vez mas utilizados como métodos cuantitativos de analisis de
alimentos debido a su sensibilidad (pueden medirse corrientes eléctricas muy
pequefias), selectividad, bajo coste, simplicidad, y en algunos casos la posibilidad de
miniaturizacién, la portabilidad y la integracién en dispositivos automatizados [25; 26;
27].

Uno de los campos mads interesantes para la mejora de los biosensores para la
deteccién y determinacidn de micotoxinas, es el desarrollo y sintesis de nuevos
ligandos de afinidad. Sin lugar a dudas, los nuevos anticuerpos recombinantes y la
sintesis de nuevos aptdmeros inexistentes hoy en dia ampliardn estas oportunidades.

Los aptameros son secuencias cortas de oligonucleétidos de cadena sencilla, que
tienen una gran capacidad de reconocimiento selectivo hacia moléculas para las que se
han seleccionado por un procedimiento denominado SELEX (Systematic Evolution of
Ligands by Exponential Enrichment). Los cambios conformacionales de los aptameros
marcados para su unién especifica con la micotoxina pueden usarse para modular la
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distancia de las etiquetas electroactivas al electrodo, alterando de este modo las
corrientes redox en el disefio de nuevos aptasensores [28].

En el campo de las micotoxinas, hasta el momento se ha seleccionado un Unico
aptamero de OTA en el afio 2008 [29], y posteriormente para FB1 [30] y para ZEA [31].
Debido al selectivo reconocimiento que producen los aptameros se han desarrollado
aptasensores, biosensores que utilizan aptameros para el reconocimiento selectivo de
la micotoxina. Nuestro grupo de investigacién ha desarrollado uno de los primeros
aptasensores electroquimicos competitivos para la determinacidn de ocratoxina A,
utilizando un aptamero ssDNA biotinilado muy selectivo, con 36 oligonucledtidos que
se inmovilizd sobre particulas paramagnéticas funcionalizadas con estreptavidina, y
realizando la etapa competitiva por la unién al aptdmero entre OTA y OTA-HRP. El
aptasensor presenta limites de deteccion de 0,07 + 0,01 ng ml™ de OTA (muy inferior a
los LODs habituales de inmunosensores de OTA) y posee un intervalo de trabajo entre
0,78 y 8,74 ng ml™. El aptdmero utilizado presentd una baja reactividad cruzada con
OTB (micotoxina muy similar a OTA), obteniéndose una reactividad de la OTB 100
veces inferior que para el caso de la OTA. El aptasensor de OTA se aplicd en muestras
de trigo contaminadas realizando medidas con gran reproducibilidad (DSR < 8 %) [2;
32]. Ademas en nuestro grupo de investigacidon se ha caracterizado un aptasensor
electroquimico de FB1, utilizando un aptamero compuesto por una secuencia de 39
oligonucledtidos y particulas magnéticas funcionalizadas con el grupo tosilo como
soporte de inmovilizacion y de incubacién del aptasensor. Se realizaron estudios
previos de afinidad y competitividad para el desarrollo futuro de un aptasensor [33].
Por el contrario, en la actualidad no existen aptdmeros disefiados para el
reconocimiento del DON. Los aptameros y aptasensores de DON no se mencionan en
las bases de datos mundiales como The Aptamer Database [34] ni en trabajos
publicados, hasta donde llega nuestro conocimiento.

Si bien se han desarrollado biosensores enzimaticos de inhibicion, basados en la
inhibicién de la actividad de un enzima producida por las micotoxinas, este tipo de
biosensores cataliticos carecen de la selectividad necesaria (otras moléculas podrian
inhibir igualmente a enzimas)[35; 36]. Por ésta razdén, lo habitual es utilizar biosensores
con ligandos de afinidad, sobre todo con anticuerpos (inmunosensores) [23] y
recientemente también con aptdmeros [28; 32].

En la actualidad se han desarrollado ligandos artificiales para su uso como elementos
de reconocimiento de micotoxinas, los llamados polimeros de impronta molecular
(MIPs, Molecularly Imprinted Polymers) obtenidos por sintesis combinatoria. Los MIPs
son polimeros sintéticos funcionales hechos en presencia de la micotoxina de interés.
Después de su polimerizacion térmica o bajo luz UV, se elimina la molécula de analito
utilizada como “plantilla”, formando asi una cavidad complementaria a la molécula
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diana en la que sélo el analito de interés se puede introducir de forma muy selectiva,
actuando de un modo similar a los anticuerpos sintéticos [2; 37]. Sin embargo, a pesar
de algunas aplicaciones en analitos fluorescentes [38; 39], los MIPs sélo han sido
aplicados a la extraccion selectiva para la OTA [40; 41] y para la extraccién conjunta de
ZEA + DON [42], o en columnas de fase sdlida [43], donde el problema principal es la
selectividad de micotoxinas en una matriz alimentaria compleja. En este tipo de
materiales se puede incluir ademas de los MIPs otros nanomateriales y estructuras de
membrana, aptameros [32; 44; 45], proteinas de unidn y péptidos sintéticos, asi como
algunos 6xidos metdlicos [46; 47; 48], aunque en términos generales los elementos de
biorreconocimiento mds utilizados son los anticuerpos [49].

Los biosensores utilizados para la determinaciéon de micotoxinas, en cuanto al tipo de
transduccion, pueden clasificarse en cuatro grandes grupos:

= Sensores luminiscentes/colorimétricos [27]
= Resonancia de Plasmon Superficial (SPR) [21]
= Sensores piezoeléctricos (QCM) [50]

= Sensores electroquimicos [28; 51; 52]

Los biosensores electroquimicos para la determinacion de micotoxinas ocupan un
lugar destacado debido a su sensibilidad, selectividad, bajo coste, simplicidad, y en
algunos casos la miniaturizacion, portabilidad e integracion en dispositivos
automatizados. Para transformar la interaccion de la toxina en una sefial analitica, se
han utilizado una gran variedad de técnicas electroquimicas (amperométrica,
potenciométrica, conductimétrica, impedancia electroquimica) [51; 53; 54]. De entre
todas ellas, destacan la transduccién amperométrica y de espectroscopia de
impedancia electroquimica por su gran sensibilidad.

1.2 DEOXINIVALENOL

Los tricotecenos son un grupo de micotoxinas de gran importancia agricola, que se
generan principalmente por especies de hongos pertenecientes al género Fusarium
(Fusarium graminearum, Fusarium culmorum, Fusarium crookwellense y Fusarium
poae) [55].

Los tricotecenos se dividen en cuatro grupos (tipos A-D), de acuerdo con sus grupos
funcionales caracteristicos (tipo A grupo funcional distinto de una cetona en el
carbono 8; tipo B grupo carbonilo en el carbono 8; tipo C grupo epodxido en carbonos 7,
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8 o carbonos 9, 10; tipo D sistema de anillos macrociclicos entre carbonos 4 y 15 con
dos enlaces éster)[56]. En el tipo A se encuentran las toxinas T-2 y HT-2, y en el tipo B
que es el mas frecuente contiene el deoxinivalenol (DON), 3-acetil-DON, 15-acetil DON,
nivalenol y fusarenon [55; 57].

En la tabla siguiente (Tabla 2) se han representado los tricotecenos mas importantes
del tipo Ay B segln los grupos funcionales de cada uno [58]:

Figura 1: Estructuras quimicas de los tricotecenos Ay B

TRICOTECENOS TIPO A

NOMBRE PM.|R1 R2 R3 R4 R5
Neosolaniol 382 |OH OAc OAc H OH
Toxina HT2 424 |OH OH OAc H OCOCH,CH(CHs),
Toxina T2 466 |OH OAc OAc H OCOCH,CH(CH3);
15-Monoacetoxiscirpenol 324 |OH OH OAc H H
4,15-Diacetoxiscirpenol 366 |OH OAc OAc H H

Tabla 2: Estructuras quimicas de los tricotecenos tipo A

TRICOTECENOS TIPO B

NOMBRE P.M.|R1 R2 R3 R4
Deoxinivalenol 296 |OH H OH OH
3-AcetilDON 338 |OAc H OH OH
15-AcetilDON 338 |OH H OAc OH
Nivalenol 312 |OH OH OH OH
3-Acetilnivalenol | 354 |OH OAc OH OH

Tabla 3: Estructuras quimicas de los tricotecenos tipo B

El deoxinivalenol (DON) pertenece a la familia de los tricotecenos de tipo B (posee un
grupo carbonilo en el carbono 8). EIl DON se produce a través del metabolismo
secundario del hongo Fusarium graminearum que suele desarrollarse en los suelos,
preferentemente en temperaturas ambientales templadas, de entre 24 y 26 °C, y que
contamina especialmente cereales como el trigo y el maiz, y otros como la cebada, la
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avena, y el centeno. Ademas puede aparecer en sus granos procesados como la malta,
la cerveza o el pan [59].

La formula empirica del DON o 4-Deoxinivalenol es CisH,00g (12,13-epoxi-3,4,15-
trihidroxitricotec-9-en-8-ona), y su peso molecular es 296,32 Da. La estructura quimica
se representa en la Figura 2:

Figura 2: Estructura quimica del deoxinivalenol (DON)

El DON es altamente estable a 120 °C, moderadamente estable a 180 °C y parcialmente
estable a 210 °C. Ademas posee gran estabilidad bajo condiciones débilmente acidas,
pero aparece inestabilidad en medios altamente alcalinos [60]. Se trata de un
compuesto muy estable tanto en el almacenaje y la molienda como durante su
procesamiento o su cocinado, lo que afecta a su poder contaminante y por lo que se
han encontrado intoxicaciones de personas y de animales ocurridas después del
consumo de alimentos contaminados con tricotecenos aun después de su procesado

[2].

El DON aparece especialmente en cereales cultivados en regiones templadas de
Europa, América y Asia [2]. Las infecciones de cereales y la contaminaciéon con
deoxinivalenol puede deberse a varios factores como el clima, la rotacion de cultivos,
las variedades de cereal, los suelos, la manipulacidon de los cultivos y las aplicaciones de
fungicidas. Incluso con buenas practicas no se pueden controlar todos estos factores,
como las condiciones meteoroldgicas de cada época del afio o de cada regién [6]. A
pesar de realizar unas “buenas prdcticas agricolas” (GAP) que constituyen la primera
linea de defensa para el control de la contaminacién de los cereales, seguido de la
aplicacion de “buenas practicas de fabricaciéon” (GMP) durante la manipulacién,
almacenamiento, elaboracién y distribucidon de cereales para alimentacion humana vy
animal, es necesaria la deteccidn y prevencion temprana del DON en los productos
agricolas dado que sigue siendo posible su contaminacién [61].
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Los métodos analiticos disponibles para la determinacion de DON y sus derivados se
basan principalmente en los principios de inmunoensayo, cromatografia, vy
espectrometria de masas, con los que se obtienen resultados tanto cualitativos como
cuantitativos [62]. Los métodos tradicionalmente mds utilizados incluyen la
cromatografia de gases (GC), la cromatografia de gases-espectrometria de masas
(GC/MS), la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), y la cromatografia en capa
fina (TLC), los cuales implican preparacidon de la muestra, largos tiempos de analisis y
conocimientos técnicos [63; 64; 65]. Existen también numerosos métodos de analisis
para las micotoxinas del grupo Fusarium rapidos, sencillos y de bajo coste, que
permiten obtener de modo semicuantitativo la presencia o ausencia de los niveles
maximos permitidos (legislados) de la micotoxina en diversos tipos de alimentos
(métodos de screening)[66].

Ademads de los métodos semicuantitativos, para la determinacién de la concentracién
de deoxinivalenol se utilizan diversos métodos analiticos cuantitativos basados en
separaciones cromatograficas (GC-ECD, HPLC-UV, LC-MS/MS) [61; 67] y en métodos
inmunoquimicos por sus buenas prestaciones analiticas (alta sensibilidad vy
especificidad) [68] o en nuevas tecnologias como los inmunoensayos de fluorescencia
de polarizacién, el uso de polimeros de impronta molecular (MIPs) [42], la
espectroscopia UV [15] o infrarroja [69] o los sensores épticos como la Resonancia de
Plasmon Supericial (SPR) [70].

El método de referencia segin la AOAC (Association of Official Analytical Chemists)
para la determinacién de DON es la cromatografia liquida de alta resolucién con
deteccion ultravioleta (HPLC-UV-Vis) ya que el DON carece de propiedades
fluorescentes (propiedades fluorescentes limitadas) [71], y por ser un método robusto
y exacto. Por contra, el HPLC-UV-Vis necesita largos tiempos de analisis, y es un
método poco econdmico y ecolégico debido al elevado consumo de reactivos vy
disolventes orgdnicos que se precisan [72], necesita instrumentacién sofisticada y poco
econdémica, asi como una alta cualificacion del personal técnico en las operaciones
analiticas y en el manejo de la instrumentacion [73].

Por las razones anteriores, los métodos alternativos mas comunes y con mayores
ventajas para la determinacién de DON y de otras micotoxinas son los basados en
inmunoensayos, [74; 75] sobre todo los ensayos ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) convencionales que utilizan un anticuerpo (monoclonal o policlonal) selectivo al
deoxinivalenol como elemento de biorreconocimiento y llevan a cabo una deteccién
espectrofotométrica. Ademas aprovechando las reacciones de afinidad entre un
anticuerpo y un antigeno y basandose en el procedimiento que ocurre en un ensayo
ELISA, actualmente se estdn desarrollando diferentes inmunosensores electroquimicos
y 6pticos.
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Los inmunosensores para la determinacién de DON no han sido muy desarrollados
hasta el momento, a diferencia de los muy diversos y numerosos ensayos ELISA. Se han
desarrollado diferentes sensores que utilizan técnicas electroquimicas, como la
voltametria ciclica (VC) [76] o la cronoamperometria (CRA) [77] para llevar a cabo las
determinaciones de DON y otros inmunosensores basados en una deteccién éptica
qgue aprovecha las propiedades de absorcién de la etiqueta que se conjuga con el DON
para obtener la sefial analitica, los cudles se describen mas adelante.

Los resultados obtenidos con los sensores electroquimicos existentes, en muestras de
alimentos (maiz, trigo o alimentos preparados de origen cereal) demuestran que son
unas potentes y novedosas herramientas analiticas para la determinacién de DON,
manteniendo una alta correlaciéon con los resultados obtenidos con la metodologia
oficial (HPLC-UV-Vis). Debido a los buenos resultados observados en los
inmunosensores encontrados y a los escasos dispositivos desarrollados se decidié
comenzar la optimizacién de un inmunosensor directo para la determinacién de DON
para su aplicacién sobre muestras de cereales. El inmunosensor desarrollado en el
trabajo de esta memoria tiene como principal objetivo disponer de un dispositivo
pionero en la determinacidn cuantitativa y sensible de DON en muestras
contaminadas de cereales y con las mejores propiedades analiticas, ademas de
proporcionar sencillez y portabilidad. Su desarrollo se ha plasmado finalmente en una
patente (Anexo |) que actualmente se encuentra en tramitacion en la OEPM (Oficina
Espafiola de Patentes y Marcas).

1.2.1 Toxicidad del deoxinivalenol

Como sucede con el resto de las micotoxinas, es muy importante tener en cuenta los
efectos adversos que el DON puede tener sobre la salud humana y animal. Los peligros
asociados con tricotecenos fueron reconocidos por primera vez en intoxicaciones
producidas sobre el ganado, causadas por la ingestién de alimentos contaminados. Por
lo tanto se comenzaron con estudios en animales vivos y con estudios in vitro, a través
de los cuales han identificado posteriormente otros nuevos efectos téxicos de este
grupo de micotoxinas [6]. La ingestion de DON ha ocasionado brotes de micotoxicosis
agudas en la poblacién de la India, China y zonas rurales de Japdn. Un grave brote
surgido en China entre los afios 1984-1985 debido al consumo de maiz y trigo mohosos
provocd que en un plazo de entre cinco y treinta minutos aparecieran entre otros
sintomas no conocidos como nauseas y vomitos, de ahi que al DON se le conozca
vulgarmente con el nombre de vomitoxina. Ademas aparecieron dolores abdominales,
diarrea, mareos y cefaleas [78; 79].

11
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La toxicidad que presenta el DON (y en general del resto de tricotecenos) en alta dosis
se caracteriza por efectos tales como toxicidad hematoldgica, toxicidad cardiovascular
y toxicidad gdstrica produciendo diferentes efectos como diarreas, vomitos,
leucocitosis, apoptosis, hemorragias, e incluso la muerte, mientras que la toxicidad
aparecida en dosis bajas se caracteriza por la disminucidn del apetitito llegando incluso
a producir anorexia, reduccién de la ganancia de peso, disminucién de la eficiencia
nutricional, cambios neuroendocrinos y efectos perjudiciales sobre el sistema
inmunoldgico [6; 80].

Basicamente, los tricotecenos se unen a los ribosomas eucariotas e inhiben la sintesis
de DNA y RNA y de proteinas ribosémicas mediante el bloqueo de la traduccién y la
inhibicidon de la elongacién de las cadenas peptidicas, ademas de la aparicién de un
efecto hemolitico en los eritrocitos. El efecto de los tricotecenos sobre el sistema
inmune, paraddjicamente puede ser a la vez estimulante y supresor. La
hematotoxicidad es un sintoma importante comidn que se observa en los seres
humanos después del consumo de alimentos contaminados con tricotecenos, que se
ha observado para las toxinas T-2 y HT-2, pero que no aparece tras el consumo de
alimentos contaminados por DON [81]. Del mismo modo puede descartarse la
actividad carcinogénica y genotdxica del DON segun los datos de la Agencia
Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) [82]. El DON no ha mostrado efectos
teratogénicos con las pruebas realizadas sobre ratones, ratas y conejos, pero si se ha
observado que dependiendo de la concentracién administrada produce descensos en
la fertilidad.

Por todos los efectos detallados y con los datos de los que se dispone, se ha estimado
la toxicidad en humanos en un valor NOAEL (Non Observed Adverse Effects Level) de
100 pg Kg™ de peso corporal por dia [80; 81].

Los productos alimenticios infectados por hongos en el campo o durante la cosecha o
el almacenamiento pueden contener de forma concomitante otros grupos de
micotoxinas (no solo tricotecenos ) [83]. Esta co-existencia de micotoxinas puede ser el
resultado de la produccion de varias micotoxinas por una especie de hongo en
particular o incluso resultar de varias especies de hongos productores de micotoxinas
diferentes que crecen al mismo tiempo o con posterioridad uno del otro. En un estudio
sobre la induccion potencial de una enfermedad renal se probd si un consumo
combinado de diferentes micotoxinas podria representar un posible riesgo mayor que
la ingesta de una Unica micotoxina. Se ha demostrado que distintos factores que
actlan juntos a través de mecanismos similares o diferentes podrian contribuir
tedricamente al desarrollo de la enfermedad. Los factores mencionados fueron las
micotoxinas (DON, fumonisinas, ocratoxina A), ademds de otros agentes infecciosos,
endotoxinas y estrés oxidativo [6].



1.2. Deoxinivalenol | 13

1.2.2 Legislacion

El trigo junto con los productos derivados del trigo es seguramente el cereal mas
consumido en el mundo y ocupa el segundo lugar en la produccién total de cereales de
cultivo detras del maiz. Estudios realizados sobre 35.000 muestras para evaluar la
presencia de las toxinas de la familia de los tricotecenos en alimentos de todo el
mundo pusieron de manifiesto la presencia de DON en el 57% de las muestras
analizadas y principalmente en los cereales como el trigo [84] de las cuales el 6% del
producto era superior a 500 pg Kg'y el 7% de cereales y harinas fueron superiores a
750 pg Kg™ [6].

Debido a la gran importancia de las micotoxinas en la contaminacién de alimentos, y a
los efectos toxicos intrinsecos del deoxinivalenol en este caso, la legislacién espafiola y
europea, han establecido limites muy estrictos para las concentraciones maximas
permitidas de DON en diversos productos alimentarios [10; 85; 86], tanto para la
produccién propia de cada pais como de alimentos importados desde otros paises.

La FAO/WHO (Food and Agricultural Organization/World Health Organization) sugiere
instalar las normas recopiladas en los APPCC (Analisis de Peligros y Puntos Criticos de
Control) en lo relativo a la evaluacion del origen de la contaminacién, asi como
establecer acciones preventivas y correctivas para el control de las micotoxinas
Fusarium en los alimentos [7; 87]. En lo que se refiere a las toxinas de Fusarium, la
Comisién Reguladora 1881/2006, de 19 de Diciembre de 2006, que fija el contenido
maximo de determinados contaminantes en los productos alimenticios, establece una
ingesta diaria tolerable (TDI) de 1 pg Kg* de peso corporal [10]. Ademds el
Reglamento 1126/2007 de 28 de Septiembre de 2007 fija el contenido maximo de
contaminantes en los alimentos para las toxinas Fusarium en maiz y en productos de
maiz entre 50 y 2000 pg kg ' [85].

Las concentraciones maximas permitidas de deoxinivalenol en el Reglamento de la UE
1126/2007 de 28 de Septiembre de 2007 para diferentes alimentos, oscilan entre 200
y 1750 pg kg™ dependiendo del tipo de producto (cereal o alimento procesado) [85].

En la Tabla 3 se han recogido las concentraciones de DON permitidas segun el tipo de
cereal y su nivel de procesado:
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PRODUCTOS [DON] pg kg™
Cereales no elaborados (excepto trigo, maiz y avena) 1250
Trigo y avena no elaborados 1750
Maiz no elaborado 1750
Harina y pasta seca 750
Pan, cereales desayuno, galletas... 500
Alimentos para lactantes y nifios 200

Tabla 4: Resumen Reglamento 1126/2007, de 28 de Septiembre de 2007 [85]

La normativa aplicable a DON (y micotoxinas en general) incluye el Reglamento
401/2006, de 23 Febrero de 2006 [11] que sustituye a la Directiva 2005/38/CE, de 6
Junio de 2005 [88] por el que se establecen los métodos de muestreo y de analisis para
el control oficial del contenido de micotoxinas en los productos alimentarios,
incluyendo el DON en los productos cereales y sus derivados.

Ademas de las normativas mencionadas, el deoxinivalenol y el resto de tricotecenos se
regulan para los alimentos destinados a animales con la Comisién Reguladora
2006/576/EC de 17 Agosto de 2006 [89].

Las concentraciones de DON permitidas para la alimentaciéon animal se recogen en la
Tabla 5:

PRODUCTOS [DON] pg kg™
Cereales y productos de origen cereal (excepto maiz) 8000
Subproductos de maiz 12000
Piensos complementarios 5000
Piensos complementarios para cerdos 900
Piensos complementarios para terneros, corderos... 2000

Tabla 5: Comisién reguladora 2006/576/EC de 17 Agosto de 2006 [89]

Puede observarse que las concentraciones maximas permitidas para animales (entre
900 y 12000 pg kg*) son mucho mayores que las permitidas en humanos (entre 200 y
1750 ug kg™).

El creciente nimero de micotoxinas que la legislacién europea, basada en los informes
de comités cientificos como la EFSA (European Food Safety Authority), obliga a
controlar y el hecho de que los limites permitidos sean cada vez mas estrictos,
requiere la aparicion de nuevos métodos analiticos cada vez mas sensibles para la
evaluacién de riesgos [90], la gestion de alimentos y piensos y para la proteccién y
prevencion de fraudes en la industria alimentaria [13]. Para la deteccion de las
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micotoxinas conocidas y legisladas, los métodos de andlisis estdn bastante avanzados
lo que permite detectar directamente las propias toxinas en base a sus caracteristicas
fisicas, oindirectamente a través de los inmunoensayos [91].

Si bien los métodos analiticos actuales se basan en técnicas instrumentales muy
sensibles, cada vez hay una mayor demanda de procedimientos mas simplificados y
rapidos, que resuelvan retos y nuevos problemas, y en este sentido los biosensores
tienen un papel preponderante. Algunos de los nuevos problemas que se detectan
actualmente es el de las micotoxinas enmascaradas, que en la UE se les define como
aquellas que escapan a la metodologia analitica utilizada [2].

Otras micotoxinas se incluyen dentro de la legislacion comentada, por ejemplo H2 y
HT-2, debido a su alta toxicidad, aunque todavia no se dan en esta legislacidn
concentraciones limite permitidas a la espera de metodologia analitica capaz de dar
respuesta adecuada para su determinacidn en niveles de concentracion muy pequeios
[10; 92].

1.2.3 Determinacion de deoxinivalenol mediante inmunoensayo

La deteccién cuantitativa y eficiente de patdgenos bioldgicos y quimicos, asi como de
diferentes contaminantes y otros analitos importantes desempefa un papel crucial en
la prevencion de la propagacién de enfermedades, infecciones y patologias [93]. Con el
fin de garantizar determinaciones rdpidas y apropiadas en caso de contaminacién y
para mejorar el control de los alimentos, se necesita desarrollar con urgencia
herramientas simples, de bajo coste, y cuantitativas para la deteccion de estos
contaminantes como es el caso de los inmunoensayos [94].

Como resultado de los efectos nocivos del DON sobre la salud humana y animal, y por
consiguiente, el aumento de la rigurosidad en la determinacion de los niveles de
contaminacién de los alimentos, muchos investigadores han centrado sus esfuerzos en
el desarrollo de nuevos dispositivos para la deteccidon de estos compuestos [23].

A pesar de la alta sensibilidad y fiabilidad de los métodos tradicionales de deteccién
tales como las técnicas cromatograficas, debido al alto coste de la instrumentacion y
los protocolos largos y laboriosos, no son demasiado Utiles para los analisis de rutina,
por lo que desde hace ya algunos afios se busca el modo de disefiar nuevos métodos
de andlisis sencillos y rentables capaces de evaluar de forma cuantitativa y fiable la
presencia de micotoxinas tanto individuales como multiples (con el problema adicional
de los efectos sinérgicos), acortando el tiempo de andlisis [23].
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Los biosensores son los dispositivos mdas demandados en la actualidad para
determinaciones répidas y exactas de DON, evitando los inconvenientes de las técnicas
oficiales. El requisito mas importante de un inmunoensayo es la especificidad del
anticuerpo por el antigeno correspondiente [66]. Los avances en la obtencién de
anticuerpos monoclonales y policlonales ha provocado inmunosensores mucho mas
eficientes, de mayor sensibilidad (afinidad del anticuerpo) y especificidad [20]. Existen
numerosas referencias de trabajos cientificos que describen el uso de anticuerpos
monoclonales o policlonales especificos para el DON pero generalmente existe
reactividad cruzada con moléculas de estructura quimica similar que el anticuerpo es
capaz de reconocer, lo que generalmente conduce a errores por exceso o falsos
positivos, y alta incertidumbre en la determinacion [59; 95]. En el caso del DON puede
aparecer una fuerte reactividad cruzada con dos derivados: 3-acetildeoxinivalenol y
15-acetildeoxinivalenol (Figura 1) dada la similitud de sus estructuras quimicas y
similares epitopos [96].

La dificultad inicial de los procedimientos de inmunoensayo, es la de la inmovilizacion
de los anticuerpos, que realizada de forma incorrecta o no adecuada puede hacer
disminuir enormemente su afinidad hacia el antigeno o los antigenos etiquetados. Los
procedimientos de inmovilizacién no deben de modificar la estructura terciaria del
anticuerpo (o lo minimo posible) que provocaria su desnaturalizaciéon, no deben de
hacer variar su afinidad y en lo posible deberia de controlarse la mejor orientacion de
la parte F,, de reconocimiento expuesto hacia el antigeno.

Por estos motivos, es necesario inmovilizar los anticuerpos en su forma bioldgicamente
activa y preferiblemente en una Unica orientacidn sobre la region F., dejando la regién
Fao (donde tiene lugar el biorreconocimiento del antigeno) libre y alejada de la
superficie de inmovilizacidn para facilitar la union de los antigenos.

NHZ NHZ

NH 5 Cadenas L HH
2
./\ I Fah

Region
constante

(bominio efector) {Dominio de unién)

Cadena H Cadena H

HOOC COOH

Figura 3: Representacion grdfica de un anticuerpo [97]

Los inmunoensayos ya sean mediante ensayos tipo ELISA [75; 98] o con deteccién
electroquimica [25] u dptica [99] son los procedimientos mas adecuados para la
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determinacién de micotoxinas (moléculas de bajo peso molecular) en muestras de
alimentos [20], por su especificidad y sensibilidad.

1.2.3.1 Determinacion de DON mediante métodos ELISA

Desde su introduccion hace mas de 30 afos, los métodos ELISA se han convertido en |la
técnica de inmunoensayo mas utilizada por la disponibilidad de anticuerpos dirigidos
potencialmente hacia moléculas antigénicas, por su alta sensibilidad y por la facilidad
de uso. Por otra parte, el formato de placa de 96 pocillos utilizado se ha estandarizado
de forma universal en todo lo relacionado con inmunoensayo [100].

Debido a la toxicidad de las micotoxinas combinado con su prevalencia en alimentos,
se han utilizado varios métodos para su deteccién incluyendo PCR, GC, GC-MS, HPLC y
cromatografia en capa fina sin embargo, estos métodos consumen mucho tiempo y
requieren altos conocimientos técnicos. Por estos inconvenientes, los métodos ELISA
surgen como la mejor alternativa para los analisis de rutina frente a los métodos
analiticos tradicionales [101; 102] que suponen un mayor gasto en instrumentacién y
en personal especializado y entrenado asi como una mayor dificultad de manipulacién
junto con largos tiempos de analisis [27; 103]. Los ELISAs descritos para la
determinacién de micotoxinas en muestras de alimentos, muestran una gran
correlacién con los obtenidos por los métodos oficiales HPLC o GC incrementando asi
el desarrollo de nuevos inmunoensayos basados en los métodos ELISA dadas sus
ventajas [20; 104].

Los métodos ELISA espectrofotométricos se utilizan sobre todo como un método de
screening o de cribado aunque también son utiles como método de optimizacion de
condiciones previas al desarrollo de un inmunosensor que siempre deberan ser
validadas por el método oficial de determinacidon de cada micotoxina (generalmente
HPLC o GC). Los ELISAs proporcionan diagndsticos rapidos y generales en la deteccion
de micotoxinas, por su sensibilidad, sencillez, facilidad de operacién incluso para
personal no especializado, y especialmente por la rapida interpretacién de los
resultados, obteniendo limites de deteccién en el rango de los ppb y el rango de
concentraciones para la cuantificacion por lo general es superior a dos escalas
logaritmicas, por lo que permite la deteccidn sensible de la toxina en muestras diluidas
y extractos no purificados [102; 105]. Los métodos ELISA se utilizan tanto para la
determinacién de antigenos (proteinas o moléculas de pequefio tamafio como las
micotoxinas) como para la determinacion de anticuerpos [100] siendo el Unico
requisito inicial la disponibilidad de anticuerpos especificos, que posean la suficiente
afinidad y escasa reactividad cruzada, que se obtienen mediante la inmunizacién de
animales (con conjugados de las micotoxinas con otras proteinas, debido al pequefio
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tamafio molecular y escaso efecto inmunogénico de las micotoxinas) y por los
procedimientos correspondientes a anticuerpos policlonales o mediante hibridomas
para la obtencién de anticuerpos monoclonales [59; 106].

El esquema competitivo directo es el mas utilizado frente a los ensayos indirectos
(inmovilizacién del antigeno) o los ensayos tipo sdndwich (utilizando anticuerpos
secundarios etiquetados para la obtencion de la sefial analitica) estos ultimos muy
escasos para micotoxinas debidos a la escasez (a veces uno sélo) de epitopos por su
pequeiio peso molecular y los pocos grupos funcionales disponibles [107].
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Figura 4: Inmovilizacion eficiente de los anticuerpos sobre los pocillos de poliestireno (ensayo
directo) [108]

Casi la totalidad de ensayos ELISA utilizados para la determinacion cuantitativa de DON
se basan en una reaccién de competicion directa entre el antigeno conjugado con un
enzima capaz de provocar la sefal espectrofotométrica (por si misma o tras una
reaccion, generalmente enzimatica) para su deteccién, con el analito libre por la unién
de ambos a un anticuerpo especifico inmovilizado sobre la superficie de los pocillos de
la placa, por la tanto, la medida final de la absorbancia esta inversamente relacionada
con la concentracion de analito diana en la muestra (ensayo competitivo) [68].

Para el caso del DON es importante la comprobacién de la reactividad cruzada que un
anticuerpo posee en relacion a otras micotoxinas de estructura similar, por ejemplo los
derivados acetilados del DON (3-Acetil-DON y el 15-Acetil-DON) o el Nivalenol (NIV)
antes de comenzar con la determinacion del DON [109; 110]. En algunos casos, la
especificidad de un anticuerpo policlonal selectivo al 15-acetil-DON fue verificada en
funcidon de las sefiales para el 50% de inhibicidn. La reactividad cruzada encontrada
para 15-AcDON, diacetil-DON, triacetil-DON, 3-AcDON y DON fue del 100%, 602%,
0,85%, 0,18%, y 0,01%, respectivamente [110]. Por ello, en la actualidad los mayores
esfuerzos antes del desarrollo de un inmunoensayo se centran en la obtencion de
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anticuerpos selectivos a un solo analito, con bajas reactividades cruzadas con
productos de naturaleza semejantes [111; 112].

Por todas las caracteristicas descritas, los métodos ELISA espectrofotométricos
aparecen como la principal alternativa a los métodos de determinacion de DON
oficiales como el HPLC-UV-Vis por sus ventajas en los analisis rutinarios, lo que hace
gue numerosas casas comerciales hayan desarrollado diferentes kits ELISA que
permiten la determinacién cuantitativa de la concentracion de DON en muestras
contaminadas con diferentes prestaciones analiticas [113]. La mayoria de ELISAs
utilizan medidas de absorcion molecular de productos generados tras la reaccién
enzimatica realizada por la etiqueta (en muchos casos HRP o alcalino-fosfatasa),
aunque también es posible medidas de fluorescencia molecular [114; 115].

Los primeros ELISAs espectrofotométricos de DON se describen en el afio 1988,
utilizando calibrados competitivos directos e indirectos sobre un anticuerpo
monoclonal entre la micotoxina libre y la marcada con albimina sérica humana (DON-
HSA). Se obtuvo un mayor rango de concentraciones de trabajo con el inmunosensor
directo (0,2 a 5,0 ug ml™') que con el inmunosensor indirecto (0,2 a 2,0 pg ml™?) [116].
Otros de los primeros ensayos ELISA para la determinacion de DON fueron descritos en
los afios 1990 [117] y en 1991 [74] basados en ambos casos en inmunoensayos
competitivos de DON y DON marcado con albumina sérica bovina (BSA) y con
peroxidasa (HRP) respectivamente, utilizando como elemento de biorreconocimiento
un anticuerpo policlonal [74; 117].

Una de las principales dificultades en el inmunoensayo del DON es la forma de realizar
la uniéon de la micotoxina al enzima u otra proteina para sintetizar conjugados
competitivos, y también en esta unién para crear moléculas de gran tamafio
inmunogénicas capaces de crear anticuerpos en el organismo animal correspondiente.
lgualmente, esta conjugacion puede modificar las propiedades quimicas de Ia
micotoxina, modificar la afinidad de los anticuerpos utilizados, o incluso hacer
desaparecer su capacidad de biorreconocimiento, si por ejemplo un grupo funcional de
la molécula es el grupo reactivo de enlace covalente y a la vez constituye un epitopo
reconocido por el anticuerpo, por lo que ha de haber una coincidencia de grupos
funcionales utilizados en la sintesis del inmundgeno y en el conjugado competitivo
utilizado en el inmunoensayo [105].

La reaccién mas utilizada para la formacién de conjugados micotoxina-proteina es la
reaccion de la carbodiimida, pero se trata de una reaccién no selectiva y que puede
producir la unién a través de uno o mas de los hidroxilos de los carbonos 3, 7 y 15
aungue el hidroxilo del carbono 7 es poco reactivo por la presencia del carbonilo en el
carbono 8 (Ver figura 1). Por lo tanto con la reaccion de carbodiimida se obtiene una
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mezcla de conjugados de DON unidos en el extremo C-3, C-15, o ambos, lo que
modifica arbitrariamente su reconocimiento por el anticuerpo [95]. En la actualidad,
aunque muchos de los grupos de investigacion contintdan sintetizando sus propios
conjugados [59; 101] se tiende al uso de conjugados ya sintetizados y purificados, y
perfectamente caracterizados (relacion molar y pureza) generalmente por GC/MS o
por MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization con detector de iones de
tiempo de vuelo) donde la ausencia de DON libre en el conjugado y su presencia en el
producto de hidrélisis confirma la unién covalente del DON en la proteina [111].

En la bibliografia cientifica se describen procedimientos competitivos muy semejantes
entre si, en los que se utilizan diferentes marcadores para el DON como son la
albimina sérica humana (HSA) [74], albumina sérica bovina (BSA) [117; 118],
ovoalbumina (OV), peroxidasa de rabano picante (HRP) [68] y otras proteinas de gran
tamafio que permiten en la preparacion del conjugado y su purificacion por
cromatografia de exclusién molecular después de su sintesis, en lugar utilizar dialisis,
que es mucho menos selectiva y especialmente lenta (tiempos préximos a 3 dias)
[111].

Varias casas comerciales han desarrollado kits ELISA para el DON con diferentes
prestaciones analiticas y que suponen un avance importante en el control de

micotoxinas en alimentos [16].

Algunos de estos kits ELISA comerciales se recogen en la siguiente tabla (Tabla 6):

. . LOD Rango .,
CASA COMERCIAL Pocillos Tipo (ug I'l) lineal (pg I'l) Recuperacion
ROMER 96 Directo 200 250-5000 -
AGRAQUANT 48 Directo 200 250-5000 -
RISDASCREEN 96 Directo 3,7 3,7-100 85-110%
RISDASCREEN FAST 96 Directo 200 200-6000 -
ZEU INMUNOTECH 96 Directo 1,5 0,313-10 80-110%
NEUROGEN VERATOX 48 Directo LOQ= 0-250 -
HS 25
NEUROGEN VERATOX 48 Directo 100 0-2000 -
DON 5/5
HELICA 96 Directo 0,15 0-200 -
ANTIBODIES ONLINE 96 Directo <200 0-400 >80%

Tabla 6: Métodos de inmunoensayo ELISA comerciales para la determinacion de DON

Los kits ELISA comerciales para la determinacién de DON ofrecen numerosas ventajas
mencionadas anteriormente, pero también presentan limitaciones. El principal
inconveniente de estos kits estd en el hecho de que son de uso individual lo que puede
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aumentar el coste econdmico asi como posibles falsos positivos y falsos negativos que
pueden aparecer, ademas de la necesidad de etiquetado del analito [9]. Otros
inconvenientes de los ensayos ELISA estan relacionados con la alta dependencia de la
matriz que puede originar importantes interferencias (efecto matriz) y la reactividad
cruzada de los anticuerpos que debe estudiarse y considerarse en el analisis
cuantitativo [119].

Otra posibilidad muy novedosa, de reciente aparicién son los métodos ELISA
electroquimicos realizados sobre placas dotadas de 96 pocillos estandar con sus
correspondientes electrodos serigrafiados, constituyendo cada uno de ellos una celda
electroquimica completa (figura 5), incluidos en microplacas de 96 pocillos [23]. A este
novedosa técnica se le conoce con el acréonimo de ELIME (Enzyme-Linked-
Immunomagnetic-Electrochemical assay) y de momento hay muy escasas aplicaciones
en micotoxinas y para el DON, aunque se trata de una posibilidad futura muy
interesante [120].

V,

Figura 5: Placa con array de 96 SPCEs colocados en el fondo de una placa de 96 pocillos [121]

El uso del ELIME viene dado por las ventajas que aportan las medidas electroquimicas
sobre las espectrofotométricas, entre las que se incluyen la posibilidad de aumento de
la velocidad, la miniaturizacion, la multiplexacién, el bajo coste de la instrumentacién,
la posibilidad de realizar andlisis in situ y la insensibilidad a las muestras turbias se
encuentran entre las otras ventajas de esta técnica [77; 122]. Las sensibilidades son
similares o incluso superiores con respecto a los ELISAs dpticos convencionales [122;
123].

La adaptacidon de un ensayo ELISA a un enfoque electroquimico no es un proceso
sencillo. De hecho, a pesar de que el formato de ensayo y los pasos generales de
analisis son semejantes, varios factores deben tenerse en cuenta para lograr
resultados comparables o incluso mejores que los del método ELISA. Por ejemplo, la
seleccion y optimizacion de la superficie del electrodo que se utiliza como soporte para
la inmovilizacién del elemento de biorreconocimiento (anticuerpo o antigeno), la
elecciéon del sustrato enzimdtico que debe conducir a un producto electroactivo, la
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seleccion de los métodos electroquimicos mas apropiadas (frente a la medida de la
absorbancia) y del instrumento adecuado son algunos de los factores mas importantes
a considerar en la adaptacidon de un ELISA éptico en una plataforma electroquimica
[100]. Como contraprestacion, la transduccién electroquimica aporta ventajas que ya
se han comentado.

Los protocolos de trabajo basados en el ELIME utilizan particulas magnéticas
funcionalizadas como superficie de inmovilizaciéon para la cadena inmunoquimica, y
electrodos serigrafiados de carbono (SPCEs) como transductores electroquimicos
[122]. Existe un inmunoensayo ELIME para la determinaciéon de DON (y del resto de
tricotecenos) rapido y sensible en muestras de trigo. En este ultimo caso, el
procedimiento es demasiado complicado aunque sensible (LOD = 1,1 pg g™* DON), pues
se requiere de la hidrdlisis del DON con microondas para su transformacién en una
molécula electroactiva y posterior deteccidon voltamétrica sobre los electrodos
serigrafiados [124].

1.2.3.2 Determinacion de DON mediante inmunosensores:

Los inmunosensores para la determinaciéon de DON en alimentos no son muy comunes.
Pese a los numerosos kits ELISA convencionales que hay disponibles para el DON, se
han descrito en la bibliografia cientifica muy escasos trabajos que hayan desarrollado
inmunosensores para esta micotoxina, al contrario de lo que ocurre con otras
micotoxinas como por ejemplo las aflatoxinas y la ocratoxina A [125].

Entre los inmunosensores mds importantes utilizados para la determinacién de DON
ademas de los sistemas ELISA cabe destacar la técnica de Resonancia de Plasmodn
Superficial (inmunosensor éptico) y los inmunosensores electroquimicos basados en
una reaccion competitiva [70; 76; 77; 99]

Los ensayos basados en la deteccion por Resonancia de Plasmdén de Superficie (SPR) al
igual que los biosensores basados en la microbalanza de cristal de cuarzo (QCM),
producen la sefial analitica a través de los cambios de masa depositada sobre la
superficie del sensor (variacién en el indice de refraccién producidos por cambios de
masa), ofreciendo asi la posibilidad de proporcionar estrategias libres de etiquetado
para la obtencién de la sefial analitica [23].

Ademas se han registrado dos inmunosensores para la determinacién DON basados en
técnicas oOpticas como la interferometria bicapa (BLI) y la espectroscopia de onda
Optica LightMode (OWLS) [126; 127]. El inmunosensor basado en la deteccion por BLI
utiliza un conjugado de un anticuerpo con oro y se produce una amplificacién de sefial
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debida a las AuNPs que permite el desarrollo de ensayos cualitativos y cuantitativos
rapidos. El limite de deteccién del método fue 0,09 mg kg™ y unos porcentajes de
recuperacion en trigo en el intervalo de 0,2 a 5 mg kg™. Los resultados obtenidos,
sugieren que la técnica BLI se puede utilizar para medir DON en el trigo rapidamente
[126]. El inmunosensor basado en la espectroscopia “Optical Waveguide Light Mode”
(OWLS) consiste en una técnica libre de etiqueta para la deteccion de DON utilizando
anticuerpos policlonales especificos. Después de la inmovilizacion del anticuerpo
(ensayo directo) o del conjugado de DON (ensayo indirecto), se utilizd un sistema de
analisis de inyeccion de flujo [127].

- Inmunosensores de DON basados en resonancia de pasmon superficial (SPR)

En el trabajo experimental de esta Tesis Doctoral se ha utilizado la técnica de
espectrosocopia de resonancia de plasmon superficial (SPR) para la caracterizacion de
los anticuerpos de DON, por lo que se describe brevemente su fundamento y
aplicaciones en inmunosensores de DON.

La espectroscopia de resonancia de plasman superficial (SPR) se basa en la interaccion
de radiacién electromagnética polarizada con la interfase entre un metal
(normalmente oro) y un dieléctrico (un prisma). Bajo ciertas condiciones, y para un
cierto angulo de incidencia (angulo de resonancia), se produce una onda evanescente
cuya energia puede ser absorbida por las oscilaciones colectivas de los electrones de
conduccién del metal (denominado plasmén superficial) [70]. Este angulo de
resonancia es particularmente sensible al indice de refraccion en las proximidades de
la interfase, de tal manera que cambios debidos a interacciones macromoleculares
sobre esta interfase (por ejemplo la uniéon de antigenos sobre una monocapa de
anticuerpos inmovilizados sobre el metal [99]) pueden seguirse cinéticamente y
permiten cuantificar las cantidades de micotoxinas de una muestra [105].

La alta popularidad de esta técnica en el desarrollo de nuevos inmunosensores de DON
(y de otras micotoxinas) es debido a su alta sensibilidad (permite determinar
concentraciones del orden de picomolar, con limites de deteccién del orden de 200
Da), ser capaz de medir las interacciones de los anticuerpos en tiempo real y sin
necesidad de etiquetado, y al cdlculo de constantes de afinidad en estudios de
caracterizacion de estos inmunosensore [128].

Los dispositivos SPR presentan una ventaja frente a otros inmunosensores como es la
facilidad de regeneracién del chip para la reutilizacion en multiples mediciones. Otra
de sus principales ventajas es que no necesita etiquetado para la obtencién de la
sefial, al medir directamente indices de refraccion relacionados con cambios de masa.
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Sus principales desventajas son el elevado coste de la instrumentacion vy la dificultad
de manejo.

El SPR se considera una valiosa herramienta con la que obtener resultados en poco
tiempo (aproximadamente 9 minutos cada muestra) y con la que es relativamente facil
realizar determinaciones sobre muestras de maiz o trigo para la determinaciéon de DON
con DSR < 10% y recuperaciones entre 92 y 115% para todas las matrices [129]. No
obstante, la sensibilidad del SPR es relativamente baja en comparaciéon con los
inmunoensayos enzimaticos e inmunosensores, ya que generalmente no existe
ninguna mejora ni amplificacion de la sefial [105]. En nuestro trabajo el uso del sensor
SPR ha resultado una técnica muy util para la caracterizacién de la afinidad de los
biorreactivos que hemos utilizado en el inmunosensor y para el estudio de posibles
uniones inespecificas de anticuerpos, conjugados, DON y HRP.
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Figura 6: Esquema de la etapa de interaccion antigeno-anticuerpo y su transduccion
SPR [108]

Los inmunoensayos basados en SPR han sido desarrollados para algunas micotoxinas
como fumonisinas [130], aflatoxina B1 [131] y deoxinivalenol [129] aunque solamente
para el DON se ha aplicado en muestras de cereales [70; 87].

Nuestro grupo de investigacion GEAS tiene una gran experiencia en el desarrollo de
nuevos detectores basados en la resonancia de plasmdn superficial [132; 133], y su uso
como alternativa a detectores de indice de refracciéon en HPLC [133; 134].

Otros grupos de investigacion han centrado su trabajo en el desarrollo de
instrumentos de SPR de fabricacidn casera con el fin de reducir el alto coste de los
equipos comerciales, superando asi una de las principales razones de su uso limitado
[23]. Este es el caso del dispositivo desarrollado por Nabok [135] para la deteccion de
la toxina T-2, aunque presenta muy baja sensibilidad. El instrumento desarrollado por
Mullett [130] para la FB1 tuvo una alta sensibilidad (LOD = 50 ng ml™) en un ensayo
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directo mediante la acumulacién de la toxina en la superficie del chip. Cabe destacar
también el dispositivo SPR pequefio y portatil desarrollado por Van der Gaag [36] con
el beneficio adicional del procedimiento descrito para la deteccién simultdnea de
varias micotoxinas (DON, AFB1, FB1 y ZEA) en cuatro celdas de flujo conectadas en
serie, donde se llevaron a cabo los ensayos competitivos.

Los ensayos SPR se seleccionan dependiendo de las caracteristicas del analito, del tipo
de muestra y de la sensibilidad del instrumento. La deteccion mediante ensayos
directos es sélo util para moléculas con alto peso molecular superior a 10 kDa. Sin
embargo, el DON es un compuesto quimico pequeiio (296,32 Da), con masa
insuficiente para provocar un cambio grande en el indice de refraccién, por lo que
debido a la dificultad para detectar directamente se han desarrollado nuevas
estrategias, como la inmovilizaciéon de la micotoxina sobre la superficie del chip
(superficie sensora) dando ensayos indirectos o la realizacion de ensayos directos
trabajando con el DON conjugado a una molécula de alto peso molecular, por ejemplo
una proteina [23; 70; 136].

La inmovilizacion directa del conjugado DON—proteina sobre la superficie del chip en
ensayos indirectos, proporciona una superficie sensora muy estable en comparacién
con la inmovilizacion directa de anticuerpos, los cuales ademds son susceptibles de
desnaturalizacién y degradacion con el tiempo [87].

Para la determinacion de DON se han descrito ensayos indirectos utilizando el SPR,
mediante la inmovilizacion de DON-BSA [99], DON-Biotina [87], DON-Caseina [70] o
diferentes conjugados DON-proteina [129] sobre la superficie del chip, realizando en
todos los casos una activacién inicial de la superficie del chip con EDC + NHS, previa a
la inyeccién del conjugado de DON en un pH préximo a 5 (tampdn de acetatos). A
continuaciéon se procedid a la inyeccién del anticuerpo (policlonal o monoclonal)
obteniéndose las uniones antigeno-anticuerpo correspondientes en cada caso. En los
resultados obtenidos, la sensibilidad ha sido suficiente (ug I'*) para la determinacién en
muestras contaminadas [87]. Es también habitual una etapa de bloqueo con
etanolamina con el objetivo de cubrir los huecos reactivos libres sobre el chip después
de la inmovilizacién del anticuerpo [87; 99]. En general, deben ser considerados y
controlados los mismos aspectos criticos que en otros inmunoensayos, aunque para
los ensayos basados en SPR los efectos de la matriz de la muestra y la reactividad
cruzada de los anticuerpos son mas importantes que en otras técnicas.

Se han registrado también ensayos basados en el SPR para la determinacion
simultdnea de ZEA y DON mediante un inmunoensayo competitivo, entre las
micotoxinas libres y las marcadas enzimaticamente de un modo similar a los ensayos
ELISA competitivos, mostrando limites de deteccion muy bajos (ZEA 16 ng mI™ y DON
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10 ng mI™) y una buena correlacién de los resultados comparando con HPLC-MS [137].
Ademas se tiene constancia de la existencia un inmunosensor que utiliza MIPs para el
reconocimiento del DON y cuya deteccién se lleva a cabo con un instrumento SPR. El
polimero de impronta molecular, junto con el DON fueron inmovilizados sobre la
superficie del chip de oro y se obtuvo un LOD de 1 ng mI™*[138].

- Inmunosensores electroquimicos de DON

Los biosensores (inmunosensores, aptasensores) electroquimicos aportan numerosas
ventajas sobre los métodos de deteccidon dptica, sobre todo en relacién a su
sensibilidad, sencillez e instrumentacion pequefia y de facil portabilidad. La posibilidad
de miniaturizar los electrodos (soporte de la transduccion), la capacidad de
multiplexacion y su adecuacién para voliUmenes muy pequefios (del orden de 5-50 ul o
incluso nanolitros), o la posibilidad de produccidn de electrodos serigrafiados
econdémicos y en gran escala son otras ventajas que hacen el enfoque electroquimico
atractivo para abordar el desarrollo de nuevos inmunosensores.

En la mayoria de los casos los anticuerpos y antigenos son incapaces de reaccionar con
un par redox por si mismos, por lo que es necesario incluir en el ensayo un marcado
enzimatico a alguno de los componentes. En nuestro caso se utilizé un conjugado de
DON marcado con peroxidasa de rabano picante (HRP) dando una reaccién
competitiva por su unidn a un anticuerpo especifico. Dado que las interferencias
electroactivas son relativamente escasas, la deteccion electroquimica para
interacciones de tipo antigeno-anticuerpo, pueden ser de gran utilidad en los analisis
de alimentos dada la complejidad de sus matrices [66].

HQ+ H,0,

Figura 7: Esquema de la etapa de deteccion en un inmunosensor electroquimico competitivo
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También es importante tener en cuenta que existen diferentes formatos posibles que
pueden ser utilizados para desarrollar un inmunosensor electroquimico de modo
semejante a los formatos en los ELISA. Los esquemas de inmunoensayo utilizados son
los formatos competitivos, tanto directos (inmovilizacion de anticuerpo) como
indirectos (inmovilizacién del antigeno o el antigeno marcado), como ensayos tipo
sandwich (utilizando 2 anticuerpos que se unen al antigeno, solo utilizados con
moléculas grandes o que poseen varios epitopos). Generalmente, los formatos mas
utilizados son los ensayos competitivos directos.

Del mismo modo que los ELISA competitivos, los inmunosensores electroquimicos
competitivos estan basados en la competicidon del anticuerpo por el analito presente
en la muestra y el analito marcado generalmente con un enzima, que es capaz de
transformar un sustrato en un producto con propiedades electroquimicas [74]. La
etiqueta (enzima) cataliza la transformacién de un sustrato, por lo que la deteccién
electroquimica de los productos de la reaccion enzimatica genera una seial
amplificada.

De esta forma, en un ensayo competitivo cuanto mayor es la concentracion de analito
en la muestra, menor unién se va a producir entre el anticuerpo y el analito marcado
enzimaticamente, y en consecuencia se obtendrd una menor sefal analitica. En este
tipo de inmunosensores, a diferencia que en un esquema tipo sandwich, la sefial es
inversamente proporcional a la concentracion del analito. La principal ventaja que
presentan es su elevada sensibilidad para concentraciones de analito muy bajas vy
cercanas al limite de deteccién [139].

Para transformar la interaccién de la toxina en una sefial analitica, se han utilizado una
gran variedad de técnicas electroquimicas (amperométrica, potenciométrica,
conductimétrica, impedimétrica) [51; 53; 54]. A pesar de la alta sensibilidad de las
técnicas electroquimicas tradicionales mencionadas, el desarrollo de dispositivos
electroquimicos para la deteccién de micotoxinas ha sido a menudo limitada por la
necesidad de utilizar etiquetas electroactivas sobre el analito [140]. En consecuencia,
algunos investigadores han enfocado sus trabajos en técnicas electroquimicas libres de
etiquetas alternativas, tales como conductimetria o con Espectroscopia de Impedancia
Electroquimica (EIS) [23].

La amperometria y voltametria en general son, sin duda, los modos de transduccion
electroquimica mds adecuadas debido a su alta sensibilidad y la respuesta de trabajo
en un amplio intervalo de concentraciones de micotoxina. La amperometria es
ampliamente utilizada y se basa en la medicidon de una corriente frente a un potencial
fijo o variable [2]. Se han desarrollado una gran variedad de inmunosensores
electroquimicos para micotoxinas con LOD que se encuentran en intervalos de 0,5 - 20
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ng mlI'* y que son vélidos para rangos de concentraciones que abarcan desde 1 a 100
ng ml™ [4]. Sin embargo para el DON la existencia de biosensores electroquimicos es
limitada pese a sus multiples ventajas, lo que abre una posibilidad de desarrollo de
novedosos dispositivos sensores eficaces y selectivos.

Por otro lado, la Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS) es una técnica
poderosa, muy sensible y no destructiva que permite estudiar las propiedades
eléctricas que ocurren en la interfase del dispositivo de deteccién y asi realizar el
seguimiento de las reacciones que se producen en el mismo [51; 141]. Es una técnica
en la que se modelizan los cambios producidos en la resistencia de transferencia de
electrones sobre la superficie del electrodo de trabajo resultante de la complejacion de
las micotoxinas en el rango de concentraciones de 1 - 20 ng ml™, obteniéndose limites
de deteccidon de aproximadamente 0,5 ng ml’ ! Una de las principales ventajas de los
inmunosensores EIS es que no necesitan el etiquetado del analito para producir la
sefial electroquimica [54]. Esto implica la dificultad afiadida de modificacion de la
superficie del electrodo. Las reacciones antigeno-anticuerpo provocan cambios en la
impedancia electroquimica sobre el electrodo de trabajo, medidas habitualmente con
un indicador electroquimico (frecuentemente el sistema redox ferro/ferri-cianuro),
gue se ajustan a un modelo tedrico y se relaciona con las concentraciones implicadas.

Para el caso concreto del DON, en la actualidad no hay descritos muchos
inmunosensores electroquimicos, a diferencia de para otras micotoxinas como la OTA
o las aflatoxinas, por lo que los avances obtenidos en esta Tesis Doctoral abren un
importante camino para la determinacién de DON mediante inmunosensores con
deteccidn electroquimica, buscando una mejora en los escasos dispositivos existentes
en la actualidad.

Otros inmunosensores electroquimicos descritos en la bibliografia son los
inmunosensores potenciométricos [142] y conductimétricos [140] para el DON,
aunque son mucho menos utilizados debido a la baja relaciéon sefal/ruido que
producen y pequeia sensibilidad [143]. Los dispositivos potenciométricos (electrodos
selectivos) detectan cambios en el potencial trabajando a corriente cero, mientras que
los dispositivos conductimétricos detectan cambios en la conductividad entre los dos
electrodos. También se ha desarrollado un importante subgrupo de los biosensores
potenciométricos, como son los transistores de efecto de campo quimicamente
sensibilizados (CHEMFET) que han sido utilizado en algunas ocasiones para la
deteccién de DON, aunque para concentraciones altas [143].

Se han desarrollado otros biosensores para la determinacidon de DON en cereales con
técnicas electroquimicas, como la voltametria ciclica (VC) [76] o la cronoamperometria
(CRA) [77]. El primero de ellos consiste en un inmunosensor directo que se realiza por
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inmovilizacién de un anticuerpo selectivo al DON sobre la superficie de un electrodo de
carbono vitreo modificado con un compuesto de fullereno (C60), ferroceno y el liquido
idnico. La deteccién se realizé por voltametria ciclica y por EIS, obteniendo una buena
repetibilidad (%DSR = 1,2%), selectividad, y una respuesta impedimétrica a DON en un
intervalo entre 1 pg ml™ y 0,3 ng ml"*, ademas de un limite de deteccién de 0,3 pg ml™
(limite de deteccion menor que con GC, HPLC, GC-MS, HPLC-MS y LC-MS-MS) [76]. El
inmunosensor descrito ha generado buenos resultados pero se desarrolla por
inmovilizacién directa del anticuerpo sobre la superficie del electrodo, dificultando la
manipulaciéon y aumentando el tiempo de medida frente a una inmovilizacién realizada
sobre otra superficie sélida como las MBs.

Otro de los inmunosensores descritos para el DON se ha utilizado en cereales y
alimentos de base de cereales (trigo, cereales de desayuno y alimentos para bebés). Se
trata de un inmunosensor que utiliza un fragmento F,, anti-DON inmovilizado sobre
particulas magnéticas (MBs) y se realiza la transduccidn electroquimica sobre baterias
de ocho electrodos serigrafiados. Con este biosensor se midieron concentraciones de
100 a 4500 ng ml™* de DON y se obtuvo un factor ECso = 380 ng ml™. Se obtuvo una
precision de 9-24 % para cereales de desayuno y 10-33 % en alimentos para bebes con
origen cereal, y recuperaciones de muestras dopadas de 82-110 % en los cereales de
desayuno y 97-108 % en alimentos para bebés [77]. En este caso se observa que la
sensibilidad del inmunosensor de DON representado por su valor ECsg es limitada, ya
gue en este tipo de inmunosensores se busca disminuir el valor de ECsy consiguiendo
asi la interpolacién de muestras con concentraciones inferiores.

Otro problema actual lo constituyen las llamadas micotoxinas enmascaradas, es decir
de aquéllas que no se detectan con una determinada metodologia analitica. En algunas
ocasiones, el problema viene derivado no la propia técnica o instrumentacién, sino de
la forma de obtencién de la micotoxina proveniente de la muestra de alimento y de
complicaciones en su extraccion. Este aspecto lo hemos comentado con mayor detalle
en un review que hemos publicado recientemente sobre biosensores electroquimicos
en la determinacion de micotoxinas [2], y puede afectar al caso del DON cuya
extracciéon puede realizarse simplemente con un tampodn acuoso (debido a su
polaridad), aunque no es el caso de otras micotoxinas de comportamiento opuesto.

En un futuro préximo, ademds de continuar con la mejora del inmunosensor
desarrollado, por ejemplo con la modificacién de los sustratos enzimaticos que
mejoren la estabilidad o buscando un aumento en la vida atil, prevemos una tendencia
hacia la construccion de biochips para la deteccién multiple de varias micotoxinas en la
misma muestra, posiblemente integrados en dispositivos de microfluidica, y
evolucionando desde los inmunosensores individuales hasta multiples en
determinaciones simultaneas de varias micotoxinas [27; 144] y en la deteccion de
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efectos sinérgicos que van mas alld de la determinacion individual de cada micotoxina
[2; 145].

1.2.4 Determinacion de deoxinivalenol mediante técnicas cromatograficas

El riesgo de contaminacion de algunos alimentos con las toxinas de Fusarium y la
constante aparicion de nuevas normativas que regulan las maximas concentraciones
permitidas, ha provocado durante los ultimos afios el desarrollo de metodologia
analitica eficiente y sensible para el analisis cualitativo y para la cuantificacién de
metabolitos fungicos en la alimentacion. Los métodos de andlisis cuantitativo para la
mayoria de las toxinas de Fusarium usan columnas de inmunoafinidad (IACs) seguidas
de una cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) o cromatografia de gases (GC)
en combinacién con una variedad de detectores dependiendo de las caracteristicas del
analito. Han sido los métodos mas utilizados para la determinacion de DON durante
décadas ya que son por lo general muy sensibles, selectivos, precisos y exactos.

El método cromatografico de referencia segun la AOAC (Association of Official
Analytical Chemists) para la determinacion de DON es la cromatografia liquida de alta
resolucién con deteccién ultravioleta (HPLC-UV-Vis) ya que el DON tiene propiedades
fluorescentes limitadas [71]. La deteccidn con este método precisa de tiempos de
anadlisis prolongados, es un método caro debido al elevado coste de Ila
instrumentacion, de su mantenimiento y el consumo de reactivos y disolventes
orgdnicos necesarios [72], y es necesaria una alta cualificacion del personal técnico en
las operaciones analiticas y en el manejo de la instrumentacion [73].

Para la preparacién de las muestras se debe considerar las caracteristicas del DON y de
la matriz con la que se trabaja. En cada caso es necesaria la optimizacién del disolvente
de extraccion y de las técnicas fisicas utilizadas en esta etapa (agitadores o
mezcladores) para producir una extraccion eficiente y completa. En la etapa previa de
limpieza se utilizan generalmente columnas de inmunoafinidad (IAC) que incluyen
anticuerpos selectivos de DON para su separacion del resto de compuestos del
extracto, consiguiendo, ademads de la purificacién, su preconcentracién. También se
utilizan frecuentemente columnas de extraccién en fase sélida (SPE, Solid Phase
Extraction) consistentes en una fase estacionaria adsorbente de particulas gruesas
donde el DON se retiene a la vez que se eluyen los componentes de la matriz, y donde
también puede realizarse su preconcentracion [146; 147].

Otras técnicas cromatograficas utilizadas para el DON son la cromatografia en capa
fina (TLC) [148]. Los primeros métodos desarrollados para la determinacién de
tricotecenos en grano se basaron en la cromatografia en capa fina (TLC) en el afio
1986, con diferentes reactivos para la visualizacion de los analitos, siendo el mas
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habitual el cloruro de aluminio [149; 150]. También se ha descrito cromatografia de
gases con captura de electrones (GC-ECD) o deteccidn por espectrometria de masa
(GC-MS), ademds de la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) vy
cromatografia de fluidos supercriticos (SFC) [58].

En la Tabla 7 se resumen procedimientos analiticos de cromatografia liquida que se
han descrito para la determinacidn del DON, indicando la técnica cromatografica y tipo
de deteccidn, pre-tratamiento, tipo de muestra y sensibilidad:

TECNICA PRE-TRATAMIENTO MUESTRA LOD %Recup. REF.
Trigo para
HPLC-UV Columna inmunoafinidad g P 200 ng g'1 90% [146]
animales
HPLC-UV Inmunofiltracion Maiz 74ngg* 93% [151]
o Cereales para 4
HPLC-FD Derivatizacion ) l4ngg 89-101% [18]
animales
- o ) I 72-111
RP-HPLC-FD |Columna inmunoafinidad Maiz 62ngg o [152]
(o)
Columna inmunoafinidad 1 92-
GC-MS R Cebada 0.31-3.87 ngg [153]
y derivatizacion 101,9%
Columna extraccion fase ] 0,06 - 0,30 ng
GC-MS . Orina humana 4 73 [147]
solida (SPE) ml
GC-MS Sin etapa de limpieza Trigo - - [154]
LC-ESI- Columna extraccién fase  Plasmay bilis  0,01-0,63 ng ml’ (155)
MS/MS sélida (SPE) de animales !
. . . -1 76,8 % -
LC-MS/MS | Sin etapa de limpieza Cereales 0,01-20ngg [156]
108,4 %
Harina de
LC-MS/MS | Sin etapa de limpieza maizy de - - [157]
arroz
. o Carne de 1
HPLC-MS/MS | Sin etapa de limpieza 0,02ngg - [158]
cerdo
Cartuchos de limpieza Varias 4, 885 -
HPLC-MS/MS . 0,29-0,99ng g [159]
caseros matrices 119,5 %
Cartuchos con diferentes . ) 1
LC-MS/MS Pimenton 1l4ngg 86,8%. [160]
adsorbentes
Harina de
Columna extraccion fase  trigo, de 1
HPLC-MS/MS | o 0,5a3,4ngg >74%  [161]
sélida (SPE) poliméricos cebadayen
pan crujiente

Tabla 7: Ejemplos de referencias bibliogrdficas para la determinacion de DON por
cromatografia liquida
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La cromatografia liquida suele conllevar procedimientos previos de tratamiento de las
muestras, con etapas de extraccion y de lavado, por ejemplo extraccion con
disolventes organicos y limpieza de las matrices de las muestras sobre columnas de
inmunoafinidad, lo que supone un inconveniente [162]. Para evaluar la efectividad de
una cromatografia de liquida (LC) realizando una etapa previa de limpieza con una IACs
en la determinacién de deoxinivalenol tanto en cereales y productos de cereales se
realizd un estudio entre laboratorios que llevé a cabo la Agencia de Normas
Alimentarias del Reino Unido. En este estudio, la muestra de ensayo se extrajo con
agua y posteriormente se filtré y se hizo pasar por una columna de inmunoafinidad
(IACs). Después, el DON retenido en la columna se eluyd con acetonitrilo o con
metanol. El DON se cuantificé por HPLC en fase reversa con un detector UV. Con este
método de determinacién se obtuvo un promedio de recuperaciones entre 78 y 87 %.
Basandose en los resultados de 6 muestras contaminadas artificialmente (duplicados
ciegos) se concluyé que el método mostrd una aceptable precision (%DSR < 26%) [71].

La determinacién por HPLC del DON generalmente se lleva a cabo con detectores UV-
Visible por las propias caracteristicas de la micotoxina que es capaz de absorber
fuertemente a 218 nm por los anillos aromdaticos de su estructura, aunque en otras
ocasiones, se ha realizado una derivatizacién previa para que el DON adquiera
propiedades fluorescentes (DON de forma natural es muy poco fluorescente) [18; 65].

El proceso de derivatizacidn propuesto se basa en una sintesis de Hantzsch modificada
en el que se lleva a cabo una reaccion del DON (u otros tricotecenos tipo B) con NaOH,
acetoacetato de metilo y acetato de amonio. A continuacién se calienta bajo la
influencia de un dlcali, que provoca que el DON se divida en varios subproductos
acompanados por la liberacion de formaldehido que se hace reaccionar con
acetoacetato de metilo y de amonio para formar un derivado de dihidropiridina
fluorescente (Aex = 370 nm y Aey = 460 nm) con el cual determinar el DON de modo
sensible [18; 163].

También es frecuente la determinacion de DON en alimentos contaminados con un
detector de masas (MS), o incluso con MS/MS, especialmente si el analisis es multi-
micotoxina. Las ventajas de la combinacién de las IACs y técnica HPLC-MS/MS son la
eliminacion eficaz de interferencias de la matriz, alta selectividad, limites de deteccidn
bajos y la separacién de una amplia gama de moléculas con diferentes propiedades
fisico-quimicas en una Unica determinacién. Con un HPLC-MS/MS, se obtuvieron
recuperaciones de entre 60 y 100 % y limites de deteccién de 60 pg kg™ para el DON y
de 10 g kg™ para ZEA, T-2 y HT-2 [164].

Dada la similitud entre los diferentes tricotecenos (tricotecenos tipo A son compuestos
menos polares y tricotecenos tipo B mas polares) son necesarias diferentes etapas de
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limpieza y extraccidon que permitan la separacion de cada compuesto asi como su
diferenciacién durante la deteccién [165] o la determinacién multi-micotoxina [162], lo
gue requiere un cuidadoso diseno de su extraccién conjunta, evitando la principal
fuente de las “micotoxinas enmascaradas”, que en muchos casos se dan por una
ineficiente extraccién [2; 65; 166].

1.3 ANTICUERPOS COMO ELEMENTOS DE BIORRECONOCIMIENTO

Tal como se ha comentado en apartados anteriores, los procedimientos de
inmunoensayo y los inmunosensores se basan en el uso de anticuerpos (monoclonales
y policlonales) como ligandos de biorreconocimiento que presentan una alta afinidad y
especificidad hacia las micotoxinas consideradas como antigenos. Consideramos
conveniente en este apartado resumir los avances en el desarrollo de anticuerpos para
la micotoxina DON vy las dificultades asociadas a esta molécula para la creacién de
estos anticuerpos.

1.3.1. Produccion de anticuerpos selectivos a deoxinivalenol: inmundégenos.

Para el desarrollo de biosensores para la determinacion de micotoxinas, se han
utilizado diferentes ligandos de biorreconocimiento, como fragmentos de DNA [167],
aptameros [32; 45], receptores artificiales como MIPs [39; 43], o anticuerpos (o
fragmentos de ellos modificados genéticamente) [77; 168]. En el caso de las
micotoxinas en general, tanto si los elementos de biorreconocimiento son naturales
(anticuerpos, ADN) como si son artificiales (anticuerpos realizados por ingenieria,
fragmentos de anticuerpos, aptdmeros o receptores como los polimeros de impronta
molecular) son en la actualidad muy utilizados para la unién selectiva de las
micotoxinas [77; 169]. En general, para la determinacién de micotoxinas utilizando
sensores de afinidad, es mas comun el uso de anticuerpos especificos pese a la
existencia de anticuerpos recombinantes y fragmentos de anticuerpo, porque
proporciona la especificidad y la sensibilidad necesaria para detectar niveles bajos de
toxinas [49] debido a las caracteristicas inherentes de los anticuerpos (especificidad y
afinidad) [41; 170].

Segun su modo de produccién, consideramos tres tipos de anticuerpos:

= Policlonales (pAb),
= Monoclonales (mAb)
= Recombinantes (rAb)
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Los anticuerpos policlonales (pAb) se obtienen tras la purificacidn a partir de la sangre
de los animales inmunizados por inyeccion de la toxina conjugada a una proteina para
la produccidn natural e in vivo de los anticuerpos. Tienen las ventajas de bajo coste y
de facil desarrollo, sin embargo, es muy importante una purificacién cuidadosa del
conjugado para incrementar la selectividad y, como se ha comentado, puede existir
reactividad cruzada con la proteina utilizada en este conjugado [2]. Por el contrario, los
anticuerpos monoclonales (mAb) se producen a partir de hibridomas positivos
mediante la fusién de células de mieloma murino y células de bazo de ratones
inmunizados. Su principal caracteristica es la uniformidad de las propiedades analiticas
en todos los mAbs creados [59].

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) tienen un importante ventaja sobre los
anticuerpos policlonales (pAbs) en inmunoensayos ya que ofrecen un suministro
ilimitado de anticuerpos monoespecificos. Sin embargo, a menudo los anticuerpos
monoclonales son mas dificiles de mantener y suelen ser mds caros que los
anticuerpos policlonales, o incluso pueden llegar a tener menores constantes de
afinidad que los correspondientes anticuerpos policlonales en funcion del clon
escogido [49].

La creacién de anticuerpos también tienen ciertas desventajas, como es la necesidad
de utilizar animales vivos para su produccién inicial, ademads de la susceptibilidad a la
desnaturalizacion y la degradacién, y el requisito de que la exposicidon del sistema
inmune del animal al antigeno tiene que ocurrir dentro del animal in vivo y por lo
tanto, en la fase acuosa. Los dos ultimos factores pueden dar lugar a anticuerpos con
excelente afinidades en disoluciones acuosas, pero con la susceptibilidad de
desnaturalizacion en presencia de los disolventes organicos comunmente utilizados
para extraer las micotoxinas de los alimentos [171].

La tercera generacién en la tecnologia de Ab son anticuerpos recombinantes (rAb),
gue no requiere el trabajo sobre animales vivos. El gen funcional de algunos Ab se
clonay se transmite a organismos procariotas o eucariotas modificados genéticamente
desde un hibridoma positivo o células de bazo con o sin vacunacion [172].

Otro tipo de elementos de biorreconocimiento son las fracciones activas de
anticuerpos, por ejemplo un fragmento de anticuerpo de cadena tnica (Single Chain
Fragment Variable, scFv) que consiste en un pequefio anticuerpo modificado, en el que
la cadena pesada variable (Vy) y la cadena ligera (V) de la molécula de anticuerpo
estan conectadas por un enlazador polipéptido corto y flexible que consigue que el
fragmento scFv conserve el sitio de unién al antigeno original, lo que le permite
mantener su afinidad especifica por el antigeno, y con la ventaja de que se pueden
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producir en gran escala a partir de células de Escherichia coli a bajo coste, surgiendo
como una alternativa eficaz a los anticuerpo monoclonales [101].

Desde la primera descripcion de anticuerpos para micotoxinas por el grupo de F.S Chu
en la década de 1970, cientos de articulos publicados describen anticuerpos anti-
micotoxina y su uso para analizar alimentos, piensos y otros materiales y para su uso
en inmunoensayos [173]. Tanto los anticuerpos monoclonales como los policlonales
han sido producidos para la mayoria de las micotoxinas, aunque sus propiedades
varian ampliamente.

Los primeros anticuerpos selectivos al DON se describen en el aiio 1988. Mediante un
procedimiento para la derivatizacion selectiva del OH del carbono 3 de DON con acido
succinico, dando 3-0-hemisuccinyldeoxynivalenol, que se conjugd a albumina de suero
bovino (BSA) a través de su carboxilo libre grupo. Este conjugado DON-BSA se utilizé
luego como un inmundégeno en la etapa de inmunizacién in vivo del ratén. El
anticuerpo monoclonal resultante reacciond bien con DON y 3-acetil-DON y algo
menos con otros tricotecenos, incluyendo 15-acetil DON [116].

La investigadora mas relevante en cuanto a producciéon y caracterizacion de
anticuerpos anti-DON es Chris M. Maragos, (Mycotoxin Research Unit, National Centre
for Agricultural Utilization Research (USDA/ARS) San Pretoria, IL-USA) [59; 95; 174],
quien gran parte de su trabajo se ha basado en el desarrollo y produccion de nuevos
anticuerpos monoclonales para el DON, que mejoraran la sensibilidad y especificidad
de los anticuerpos policlonales ya existentes, a través de la sintesis de nuevos
inmundgenos. En este sentido, la molécula de DON ofrece varias posibilidades de
conjugacién con varios grupos funcionales disponibles. Por ejemplo, mediante la
reaccién de la carbodiimida entre los grupos hidroxilo del DON y los grupos amino en
las proteinas portadoras (enlace carbamato) [74; 175]. Para la produccion de
mAbDON, diez hembras de raton fueron inicialmente inmunizadas mediante la
inyeccion de 95 pug de DON-OVA por animal, seguidas de hasta 4 dosis repartidas en un
espacio de aproximadamente 3 meses. Uno de los mAbs resultantes (derivado del clon
#22) se utilizdé en un ELISA sensible para DON y 3-AcDON en el trigo por su alta
especificidad y sensibilidad [59; 95].
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Figura 8: Etapas para la produccién de anticuerpos monoclonales por inmunizacion de
ratones. Figura extraida de la referencia [176]

Los anticuerpos anti-DON generados, en algunas ocasiones fueron tratados con
agentes reductores o enzimas proteoliticas para generar fragmentos que retienen la
region de unién al antigeno (F.,) y pueden producir un aumento de la afinidad y
especificidad por su menor tamafio [171; 174]. Ademas es posible con las tecnologias
recombinantes aislar las porciones variables de la inmunoglobulina que estan
involucrados principalmente con la unién de la toxina. Los fragmentos F,, se muestran
como una alternativa a los anticuerpos completos, y su tamafio mas pequefio
contribuye a la minimizacién de la unién no especifica debido a las interacciones a
través del fragmento F. y a la disminucion del impedimento estérico en esquemas
heterogéneos [77].

Para el procesos de inmunizacién y produccién de anticuerpos selectivos, es necesario
qgue el DON se una a proteinas portadoras adecuadas ya que el DON es una molécula
no inmunogénica pequefia (haptenos) y por si solas no son capaces de inducir la
respuesta inmune adecuada en el organismo de un animal vivo [117]. Esto implica la
posibilidad de aparicion de algun tipo de afinidad para la proteina portadora, por
ejemplo, de BSA [177].

Debe tenerse en cuenta el conjugado de DON utilizado y el carbono por el que se
produce la union con la proteina portadora (los carbonos mas activos de la molécula
de DON son C3 y C15), porque la probabilidad de que el anticuerpo tenga reactividad
cruzada por un derivado de DON serd mayor para los analogos que tienen un grupo o-
acetilo en el carbono a través del cual se preparé el conjugado [59]. De la inmunizacién
realizada con los derivados acetilados, podria esperarse anticuerpos que reconocen
principalmente al 3-Acetil-DON, 15-Acetil-DON, y 3,15-Diacetil-DON, pero que ademas
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podrian tener una reacciéon cruzada con DON [111; 116; 178]. Por ejemplo, cuando la
unién de la proteina portadora al DON se realiza a través del hidroxilo del carbono 3, la
actividad observada para el 3-Acetil-DON fue mayor que para el DON [116].

En segundo lugar, si los derivados acetilados de DON (3-Acetil-DON y 15-Acetil-DON) se
utilizan como inmundgenos con la proteina portadora en el carbono no acetilado, la
actividad del anticuerpo serd con toda seguridad mayor para el compuesto de DON
acetilado utilizado para preparar el conjugado, y menor hacia el derivado de DON
acetilado en el mismo sitio que el sitio de la conjugacidn de la proteina portadora. Es
decir, cuando 3-Acetil-DON se utilizé para preparar un inmundgeno mediante la unién
de la proteina a través del carbono 15 de la resultante anticuerpos eran mas
especificos para la 3-Acetil-DON que para 15-Acetil-DON [110].

De todo lo anterior se extrae que los grupos acetilo, asi como su posicién son
importantes para provocar la respuesta inmune del animal y en dltimo término, para el
reconocimiento del DON en su aplicacién posterior de inmunoensayo.

Cuando un grupo acetilo estd presente, los anticuerpos que resultan son altamente
especificos para su deteccidn. Alternativamente, si no hay grupos acetilo la mejor
respuesta del anticuerpo se produce en la regién a través de la cual se hizo la
conexidn. Con lo cual se sugiere una estrategia para preparar el inmundgeno mediante
un enlace en sitios distintos de la hidroxilos (C3 y C15), tales como en el carbonilo del
carbono 8 o en el epdxido del los carbonos 12,13 para obtencidn satisfactoria de
anticuerpos que no desarrollen reactividad cruzada con los derivados acetilados del
DON, los cuales tienen una presencia natural en cereales (y capacidad contaminante)
similar a la del DON [59].

Un enfoque indirecto, pero genérico y muy sensible para detectar el DON y sus
derivados acetilados es el uso de anticuerpos que poseen una reactividad cruzada con
3-acetilDON o con triacetilDON vy realizar una deteccién de "DON total" después de la
acetilacion total de estas toxinas en los extracto de la muestra, dada la dificultad de
producir anticuerpos selectivos a DON y donde no se aprecie reactividad cruzada con
dichos productos acetilados, pero en este caso no podria conocerse la cantidad exacta
de DON ni el riesgo toxicoldgico individual que puede producir [179; 180].

1.3.2. Anticuerpos selectivos al deoxinivalenol: inmunoensayos.

Se han descrito anticuerpos especificos para todos los derivados del DON, excepto

para el nivalenol (NIV), aunque se han realizado varios intentos hacia este ultimo, o se
ha determinado con anticuerpos selectivos al DON con alta reactividad cruzada con el
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NIV. Esto demuestra que las pequefas diferencias existentes en las estructuras
moleculares, por ejemplo entre el DON y el NIV que se diferencian Unicamente en un
grupo OH (Tabla 2) pueden alterar fuertemente las propiedades inmunoquimicas de
biorreconocimiento hacia esta micotoxina y su toxicidad (toxicidad del NIV es muy
inferior a la del DON) [105].

La sintesis de anticuerpos especificos para el DON, comentada en el apartado
anterior, ha permitido el desarrollo de una gran variedad de inmunoensayos basados
en el reconocimiento de cualquier epitopo libre en la molécula de DON. Por lo general,
los anticuerpos con alta selectividad y alta afinidad frente al DON, se pueden producir
de forma relativamente barata, y por esta razén se han incorporado a un gran nimero
de formatos y dispositivos de ensayo, facilitando asi la determinacion de DON en
ensayos de rutina [181]. En general, los formatos disefiados que contienen anticuerpos
se dividen en dos grupos: en los que se utiliza el anticuerpo para aislar y purificar las
toxinas, como por ejemplo en las columnas de inmunoafinidad (IAC), y en los que la
interaccion entre el anticuerpo y la toxina es la base para la deteccién
(inmunoensayos) [171].

El principal inconveniente de los anticuerpos de DON es la reactividad cruzada que
puede existir con otras micotoxinas o derivados por la similitud en sus estructuras
guimicas. En el caso de DON y tal como se ha indicado anteriormente, puede aparecer
reactividad cruzada con el NIV, los compuestos acetilados del DON (3-AcetilDON y 15-
AcetilDON), provocando que los resultados analiticos obtenidos se puedan interpretar
erréneamente. La reactividad cruzada excesiva no permite comprobar el cumplimiento
de las normas legales, pero permite una evaluacidn general de riesgos para los
consumidores [96]. Un ejemplo es la produccién del anticuerpo a través de un
conjugado DON-BSA unido por la posicidon 15 del DON (reaccién de unién de la BSA con
el derivado 15-AcetilDON), que posteriormente mostrd alta especificidad tanto para el
DON como para el 15-AcetilDON [111] o por el contrario, realizar la inmunizacién a
través de un derivado del compuesto 3-AcetilDON y que por lo tanto el anticuerpo
generado lo reconozca selectivamente [181].

Existe una amplia variedad de anticuerpos de DON monoclonales [59; 111; 116; 178] y
policlonales utilizados en inmunoensayo, [67; 74; 175; 182], que se diferencian
especialmente en su modo de produccién durante la inmunizacién del animal y por lo
tanto en la reactividad cruzada desarrollada por moléculas de estructura similar al
DON. Estos anticuerpos, son la también la base de numerosos kits comerciales.
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1.4 PARTICULAS MAGNETICAS COMO SUPERFICIE SOLIDA DE
INMOVILIZACION EN EL INMUNOENSAYO

En los ultimos afios han surgido grandes avances cientificos sobre los biosensores
convencionales de micotoxinas y en la mejora de sus propiedades analiticas. Una de las
areas mas activas es el uso de nanomateriales y su nanoestructuracién [28; 183], por
ejemplo utilizando nanoparticulas de oro [25] o nanotubos de carbono [28; 49; 169].
La nanoestructuracidn aportan ventajas en los biosensores electroquimicos como una
mayor area superficial y un incremento en las corrientes obtenidas [49].

Otro de los avances recientes es el uso de particulas magnéticas (MBs) como soporte
sélido para la inmovilizacion del anticuerpo o del antigeno y las reacciones propias del
inmunoensayo. Estas particulas magnéticas son atraidas por un campo magnético
externo, pero no presentan agregacion o atracciones propias en ausencia del mismo
(paramagnetismo), por lo que pueden ser manipuladas facilmente con rendimientos
de eficiencia y de separaciones préximos al 100% [169]. Dado que nuestros
inmunosensores se basan en estas particulas magnéticas, en este apartado se describe
Su uso en inmunosensores (micotoxinas, DON) y se comentan sus ventajas.

Las MBs se encuentran recubiertas con diferentes grupos de funcionales, tales como
estreptavidina, grupos tosilo, grupos amino, grupos carboxilo, anti-anticuerpos
genéricos (algG) o una variedad de proteinas para la inmovilizacién rdpida y especifica
del elemento de reconocimiento. Existen particulas magnéticas comerciales
provenientes de empresas como Invitrogen, Pierce, Millipore o Promega entre otras
[184; 185; 186; 187] y su coste econdmico depende tanto de su tamafio como del tipo
de funcionalizacién [100]. Es importante seleccionar las MBs éptimas y comprobar la
afinidad de cada tipo de MBs por el anticuerpo segun su procedencia animal, y seguir
las pautas y los procedimientos de inmovilizacién que se recomiendan segun la
capacidad de unién tedrica y las caracteristicas de cada una de ellas [41].

1.4.1. Uso de particulas magnéticas como superficie solida de un inmunosensor

Debido al tamafio y la geometria esférica de las MBs, un gran nimero de biomoléculas
(anticuerpos o fragmentos de acidos nucleicos, por ejemplo) se puede inmovilizar
sobre la superficie de cada MB lo que lleva a una mejora de la sensibilidad del
inmunoensayo y permite reducir los tiempos de reaccién y utilizar volimenes mas
pequeiios de disolucion en las etapas de incubacién al encontrarse estos ligandos en
dispersion [100].
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Las MBs son particulas esféricas con diametros habitualmente comprendidos entre 1y
3 um, fabricadas con una dispersion de material magnético (nlcleo compuesto de
Fe,0s3 y Fes04) y recubiertas con una capa delgada de poliestireno que sirve para
definir el drea de superficie para la adsorcion o acoplamiento de una gran variedad de
moléculas funcionalizadas, para su posterior conjugacién con micotoxinas, proteinas,
anticuerpos, aptameros, etc. Los diversos tipos de funcionalizacién, pueden clasificarse
en dos grupos segun la unién posterior sea: por union covalente o por afinidad [188].

Si bien los usos de las MBs son multiples (por ejemplo separaciones selectivas de
proteinas), una de las aplicaciones mas interesantes se encuentra en los
procedimientos de inmunoensayo [26] por la posibilidad de funcionalizacion de las
particulas magnéticas, asi como por su capacidad de separacion utilizando un campo
magnético externo, que provoca una mejora sustancial del rendimiento de los
inmunosensores clasicos y facilita enormemente el modo de trabajo [51].

En nuestro laboratorio hemos demostrado que el uso de las MBs mejora el
rendimiento de la reaccion inmunoldgica de micotoxinas como la ocratoxina A, debido
a un aumento en el area superficial y de la cinética de la reacciéon provocada por su
estado de dispersién en comparacién con una superficie sélida de inmovilizacion del
anticuerpo (el analito difunde mas facilmente hacia el anticuerpo) [32; 41; 189]. Su
facil separacién bajo la accién de un campo magnético externo mejora enormemente
su manipulacién en las etapas de separacién y de lavado y evita problemas como la
influencia de matrices en las reacciones del inmunoensayo [190]. La facil unién de las
MBs a anticuerpos (normalmente por afinidad o por reacciones de unidn covalente),
en algunos casos de pocos minutos, y su almacenamiento posterior sin pérdida de su
capacidad de reconocimiento (hemos llegado a unos 25 dias con almacenamiento a 4
°C sin pérdida de capacidad del mAbDON), facilita mucho los procedimientos de
inmunoensayo sobre estas MBs [41].

Las MBs han jugado un papel importante en las 3 fases de los inmunosensores de este
trabajo:

1) Inmovilizacion del anticuerpo sobre las MBs. En el caso de reacciones de
afinidad, este proceso puede realizarse con incubaciones de tan sdélo 10
minutos (por ejemplo con MBs funcionalizadas con proteina G o proteina A).

2) Ensayos competitivos directos sobre las MBs unidas al anticuerpo en sus
diversas etapas de incubacidn, separaciones y lavados [191; 192].
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3) Transduccién sobre los electrodos de trabajo (SPCEs) de forma localizada, con
la ayuda de un campo magnético externo, para realizar finalmente la deteccion
electroquimica de los productos de la reaccién enzimatica [41].

Una ventaja adicional del uso de MBs es que la inmovilizacion del elemento de
reconocimiento se puede realizar en grandes cantidades en un solo paso y
posteriormente, las MBs recubiertas se puede almacenar durante varias semanas sin
pérdida de la actividad del anticuerpo almacenado a 4 °C (debe de estudiarse en cada
caso), hecho muy importante cuando se espera el andlisis de gran nimero de muestras
al reducir el tiempo dedicado. Otra ventaja importante es su confinamiento controlado
en la superficie de transduccidn, por ejemplo sobre el electrodo de trabajo en el caso
de transduccidn electroquimica [2; 41]. Las particulas son paramagnéticas, por lo que
en ausencia del campo magnético externo no se produce su agregacion.

En la bibliografia se describen algunos inconvenientes que en nuestro caso no se han
presentado. Por ejemplo, la posibilidad de pasivacion del electrodo de trabajo y la
aparicion de nuevos interferente electroquimicos. En nuestro laboratorio hemos
comprobado, que con el tipo de electrodos utilizados, hasta 50 pg de MBs confinadas
sobre el electrodo de trabajo no disminuye la transferencia de carga de la deteccién
voltamétrica de la p-benzoquinona [41]. El elemento de biorreconocimiento
(anticuerpo), no esta en contacto directo con la superficie del electrodo, lo que puede
hacer pensar que disminuiria la sensibilidad, pero por el contrario, el uso de superficies
magnetizadas en los electrodos ya sea a través de la inclusién en el material de
electrodo [193; 194], de particulas magnéticas [41; 195] o a través de la colocacion de
pequefios imanes debajo de la superficie del electrodo de trabajo [77; 122; 196; 197]
permite concentrar y confinar las MBs sobre la superficie del electrodo para la etapa
de deteccion electroquimica [100], consiguiendo que la totalidad de las MBs (que
contienen la cadena inmunolégica inmovilizada sobre su superficie) se encuentren
sobre el electrodo de trabajo, consiguiendo una mayor sensibilidad y una mejora en la
reproducibilidad de las medidas electroquimicas.
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Figura 9: Particula magnética utilizada como superficie sélida de inmovilizacién del elemento
de biorreconocimiento [184]

En la tabla 7 se recogen ejemplos de uso de MBs en inmunosensores electroquimicos
para diferentes analitos como micotoxinas [77; 122], hormonas (prolactina,
testosterona, cortisol) [198; 199; 200], residuos de antibidticos [194] y otros
compuestos como hidrocarburos policiclicos aromaticos [201], sulfonamidas [202],
etc., para ilustrar la amplia variedad de inmunoensayos posibles debido a las ventajas

de su uso.
MATERIAL TIPO DE FUNCIONALIZACION REFERENCIAS
Grupos amino [203]

; Grupos carboxilo [204; 205]
PARTIC,ULAS Enlace avidina/estreptavidina [193; 198; 206]
MAGNETICAS . .

(MBs) Proteina A/Proteina G [199; 200; 202; 207]
Grupos tosilo activados [73; 77; 122; 194, 206]
Anticuerpos [120; 201]

Tabla 8: Ejemplos de biosensores electroquimicos que utilizan MBs funcionalizadas como
superficie de inmovilizacion

Siguiendo esquemas similares de inmovilizacién de biorreactivos sobre las diferentes
MBs, se han desarrollado inmunoensayos basados en ELISA espectrofotométricos,
realizando en la mayoria de los casos una reaccién enzimatica final para la deteccién
Optica del ensayo especialmente, aunque no para el caso del DON que se describen
por primera vez en este trabajo [208; 209].

En los ultimos afios se han descrito inmunoensayos que utilizan MBs como superficie
de inmovilizacion con deteccién optica basadas en la fluorescencia molecular [210;
211], en la absorcién molecular [212; 213] o en la quimiluminiscencia [209],
obteniendo una buena correlacion entre un ELISA y un biosensor electroquimico.
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1.4.2. Uso de particulas magnéticas en inmunosensores para micotoxinas

El uso de MBs funcionalizadas para la determinacién de DON no esta muy extendido.
Por este motivo, en este apartado se ilustran aplicaciones en general para otras
micotoxinas, como ejemplo de futuras aplicaciones que podrian desarrollarse para el
DON.

Los primeros usos de MBs con micotoxinas se dieron con la OTA hace unos 10 afios
[214; 215]. Las MBs se han utilizado sobre todo en inmunosensores para esta
micotoxina [41; 214; 216] aunque también se han desarrollado aptasensores [32; 217],
con ensayos directos e indirectos [45]. Dentro de nuestro grupo de investigacion se ha
desarrollado un inmunosensor directo electroquimico para la determinacion de OTA
en vinos tintos realizando la inmovilizacién del anticuerpo monoclonal de OTA sobre
MBs funcionalizadas con estreptavidina, obteniendo unos bajos limites de deteccidn
0,11+0,01 ng ml™. Con el inmunosensor desarrollado se determinaron los niveles de
OTA en dos vinos tintos de la denominacién "Campo de Borja” que oscilaron entre
0,027 y 0,033 ng ml™* de OTA [41]. También de forma satisfactoria hemos desarrollado
un aptasensor basado en la inmovilizacién de un aptamero selectivo a la OTA sobre
particulas magnéticas funcionalizadas con nanoparticulas de oro, para determinar la
concentracion de esta micotoxina en trigo a través de una reaccion competitiva entre
la OTA libre y el conjugado enzimatico OTA-HRP, con un limite de deteccién de
0,07+0,01 ng mI* [32].

Para el caso de la ZEA hay numerosos estudios, especialmente para la determinacion
de dicha micotoxina en alimentos infantiles, para los que se requiere una gran
sensibilidad en el método desarrollado dado las bajas concentraciones de ZEA
permitidas (inferiores a 20 ppb) en la legislacion vigente [190; 218; 219; 220]. Con el
inmunosensor electroquimico con MBs y electrodos serigrafiados de carbono (SPCEs)
se determind la ZEA de un CRM con matriz semejante a la comida para bebés,
obteniendo un limite de deteccién muy bajo (0,007 pg!™) y una excelente precisién,
con una tasa de recuperacion de 101-111 %, asi como un error sistematico sobre la
concentracion certificada en el CRM inferior al 4 % y una excelente reproducibilidad
(DSR = 6 %). Por lo tanto se observd que el uso de MBs aumenta las ventajas
analiticas de los inmunosensores [219].

La ZEA también se ha determinado en piensos de alimentacién animal siguiendo un
esquema semejante basado en un inmunoensayo competitivo directo (entre ZEA y
ZEA-HRP) que utiliza un anticuerpo monoclonal inmovilizado sobre MBs
funcionalizadas con el grupo 3-aminopropil y sobre un electrodo de oro. El primero de
ellos mostré mayor sensibilidad y limites de deteccién inferiores que el método
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estandar, lo que muestra la mejora obtenida por el hecho de inmovilizar los
anticuerpos sobre las MBs [221].

Basados en ensayos competitivos semejantes se han desarrollado inmunosensores
electroquimicos de aflatoxinas (concretamente aflatoxina M1, AFM1) en matrices de
leche en los que se inmoviliza el anticuerpo selectivo a AF sobre MBs funcionalizadas
con proteina G [195; 222]. Los ensayos desarrollados son directos, en los que se
encontrd que el limite de deteccién es 37,7 ng I * de AFM en solucién tampén y 27,5
ng I'" de AFM en muestras de leche. Este método también se puede extender
facilmente a la rapida deteccion de otras micotoxinas y las especies bioldgicas, tal y
como se ha visto en los ultimos anos [222].

Para las toxinas HT-2 y T-2, se ha desarrollado un inmunosensor electroquimico
competitivo realizando la inmovilizacién directa sobre MBs de un anticuerpo con una
reactividad cruzada de 100% hacia HT-2 y T-2 que permite detectar simultaneamente
ambas toxinas con una sensibilidad similar, con el objetivo de determinar la cantidad
total de las toxinas HT-2 y T-2 en la muestra. Después de las reacciones
inmunoquimicas, el producto enzimatico se detecté con voltamperometria de pulsos
diferencial (DPV) [122].

El uso de MBs no se ha llevado a cabo sobre tricotecenos ni sobre DON. Por lo que
puede decirse que este trabajo es un gran avance analitico en el desarrollo de dicha
metodologia para inmunosensores de DON. Unicamente se ha publicado un
procedimiento de inmovilizacién de un anticuerpo monoclonal especifico y selectivo
para DON, sobre MBs funcionalizadas con grupos amino (reaccién de la carbodiimida),
teniendo como utilidad la extraccién de DON de piensos animales, pero no son usadas
como superficie sélida de inmovilizacién, sino como modo de extraccion. Los autores
comentan que este sistema de extraccién podria ser una herramienta util para
detectar la contaminacién por micotoxinas en piensos y en diferentes alimentos [223].

1.5 ELECTRODOS SERIGRAFIADOS DE CARBONO

Nuestro trabajo se ha basado en el uso de electrodos serigrafiados como transductores
de la sefial electroquimica, por lo que también consideramos conveniente describir su
uso en inmunosensores electroquimicos (micotoxinas y DON). No obstante, ya se ha
comentado la escasez de trabajos previos sobre inmunosensores para la micotoxina
DON, por lo que también se ilustran ejemplos de otras micotoxinas en forma de
trabajos que podrian ser similares para el DON. También se comenta la importancia del
material y tipos de electrodos en transduccion electroquimica.
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Uno de los principales desafios para la quimica analitica es el desarrollo de métodos
gue den una respuesta rapida “in situ”. En los ultimos afios, muchos de los métodos
desarrollados con este fin se han basado en el uso de técnicas electroquimicas, debido
a su alta sensibilidad y selectividad, pequefio tamano de la instrumentacion y bajo
coste [41; 224]

La eleccién del electrodo para un inmunosensor electroquimico es crucial por varios
aspectos, incluyendo sensibilidad, velocidad de transferencia de carga, coste
econdmico y la posibilidad de inmovilizacién o de adsorciones inespecificas en algunos
casos. Los electrodos mas utilizados en inmunosensores electroquimicos estan
fabricados de metales inertes, como el platino [225], el oro [226; 227; 228; 229; 230] y
varias formas quimicas de carbono, como la fibra de carbono [231], el epoxi grafito
[73; 194; 232], el grafeno [233] o el carbdn vitreo [201].

Los electrodos convencionales son de un solo uso y a menudo, antes de cada
experiencia se deberan de regenerar, un procedimiento que es por lo general largo y
tedioso. Ademas, aunque se comportan muy bien desde el punto de vista
electroquimico, estos sensores son por lo general bastante caros (desde 60 a 300 €).
Otro inconveniente adicional, es la necesidad de un gran volumen de disolucién para
disponer ademas de otros dos electrodos (referencia y auxiliar), lo que requiere una
disolucién de trabajo de al menos 1 ml [100].

En los ultimos afios el uso de electrodos convencionales esta siendo muy limitado, y
han dado paso a células electroquimicas completas de pequeno tamano, como son los
electrodos serigrafiados (SPE), que pueden ser desechables por su bajo coste de
fabricacidn [22; 54]. Los SPEs se consideran como células electroquimicas, donde se
coloca un pequefio volumen de la disolucién a medir (tipicamente 20-100 pl) [224].
Tienen gran interés analitico por su eficiencia del transporte de masa, por una menor
resistencia 6hmica debida a la disolucion (al medir corrientes muy pequenas) en
comparacion con los electrodos habituales, y por su alta precision y resolucién espacial
y temporal [234]. Debido a su produccién automatizada en masa, suelen ser bastante
reproducibles entre diferentes lotes.

Desde principios de los afios 90 la tecnologia de serigrafiado (screen-printing
technology) ha sido muy utilizada en la industria microelectrénica para aplicaciones
electroquimicas [235]. Los electrodos serigrafiados (SPEs), son el equivalente
miniaturizado de una célula electroquimica tradicional que incluye tres electrodos:
electrodo de trabajo (ET), electrodo de referencia (ER) y electrodo auxiliar (EA), como
se ilustra en la figura 10.
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Figura 10: Esquema de un electrodo serigrafiado (SPEs)

1.5.1. Produccion de electrodos serigrafiados (SPEs)

La tecnologia de impresidon por serigrafia (de capa gruesa, thick-film technology)
utilizada para la fabricacion de los SPEs consiste en la impresién y curado de varias
tintas sobre soportes planos [236; 237] utilizando una maquina de serigrafiado que
permite la produccidon de un gran numero de electrodos al mismo tiempo con un bajo
coste [100; 234].

Los SPEs utilizan sustratos plasticos o cerdmicos sobre los que se disponen las capas de
tintas conductoras (carbono, grafito, tintas metalizadas entre otras) y de tintas
aislantes (dieléctrico) con un espesor controlado, estas Ultimas para delimitar la
superficie de trabajo [224]. La composicion de las tintas determina las propiedades de
los SPEs [224]. En la mayoria de los casos el material del electrodo de trabajo (ET)
proviene de tintas de base de carbono (grafito), por sus excelentes propiedades
electroquimicas, aunque también se utilizan tintas que contienen particulas metadlicas
de oro, plata o platino en funcién de las necesidades electroquimicas (ventana de
electroactividad, electrocatalisis, velocidad de transferencia de electrones de las
sustancias electroactivas en funcion del material y su estado superficial, etc). Si la tinta
utilizada para el electrodo de trabajo es de base carbono se les suele denominar
Screen-Printed Carbon Electrodes (SPCEs) [234].
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Mediante la maquina de impresiéon por serigrafia (generalmente de las casas
comerciales DEK o Unitech) se van afiadiendo capas sucesivas de las tintas a través de
un dibujo de malla, las cuales se imprimen en una pelicula flexible de poliéster o sobre
una capa ceramica aplicando presiéon y temperatura adecuadas. En primer lugar se
dibujan las tintas de plata y de carbdn grafito para obtener las pistas conductoras y
sobre ella se coloca la tinta dieléctrica para definir el area de trabajo. Posteriormente
los electrodos se curan en un horno a una temperatura adecuada [234]. Las tintas
comerciales mas utilizadas para la serigrafia de SPEs son de las casas comerciales
Acheson (U.S.A.), Gwent (U.K.), Dupont (U.S.A.) y Ercon (U.S.A.) [202; 238].

La composicion de las tintas se compone bdasicamente de un material de alta
conductividad inerte como grafito, un polimero aglutinante como el acetato de
celulosa y un disolvente volatil como la ciclohexanona o la acetona. Ademas de las
propiedades electroquimicas, las tintas deben de tener unas caracteristicas especificas,
como una viscosidad adecuada para el proceso de serigrafia, utilizar un disolvente de
volatilidad adecuada, y conseguir una adherencia sobre la superficie para la fijacion
efectiva, buen grado de flexibilidad para evitar la presencia de grietas en la superficie
del electrodo y obtener una resistividad eléctrica muy baja [239].

De forma genérica, el procedimiento de serigrafiado de los electrodos es el siguiente
(figura 12) [25; 240]:

1. Se serigrafian tres patrones colocados en paralelo sobre el sustrato sélido con
la tinta de plata comercial, produciendo una superficie conductora efectiva
pasando la tinta a través de una rejilla con el trazado final. El curado se realiza
durante 15 minutos a 90 °C. La pista de la izquierda se utilizd como electrodo
auxiliar
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2. El electrodo de referencia se serigrafia con una tinta de cloruro de plata/plata
en la base de la pista de plata de la derecha y a continuacién, se cura durante
15 min a 90 °C (a través de su rejilla correspondiente al dibujo final).

3. Los electrodos de trabajo y auxiliar se forman por la serigrafia de una capa de
grafito sobre el patrdn de la pista de plata del centro y de la izquierda con tinta
de grafito comercial y luego se cura durante 15 min a 90 °C

4. Finalmente, una capa de aislante se imprime sobre la totalidad de la tira del
sensor a excepcion de las tres superficies de los electrodos y la conexién
eléctrica en el extremo inverso de la tira del sensor. Posteriormente se cura
bajo radiacion UV.

Pistasy ER con pasta de plata ETy EA con pasta de grafito Dieléctrico

Figura 12: Esquema de los pasos necesarios para producir un SPCE

En ocasiones se utiliza el dibujo del electrodo de referencia tinta de plata, que a través
de la composicion idnica de la disolucion de medida (presencia de iones cloruro) actua
como electrodo de pseudo-referencia. Las tintas metalicas de plata tienen un precio
mayor que las de base carbono (alrededor de 500-600 €/kg), mientras que los costes
de tinta de grafito cuestan menos de 50 €/kg y la tinta dieléctrica utilizada para
delimitar el area de superficie del electrodo de trabajo se puede encontrar por menos
de 20 €/kg. Con 1 kg de tinta se pueden imprimir un gran nimero de electrodos (unos
100.000 electrodos) [100; 202].

Alternativamente, y realizando la produccién en masa de un modo similar al
desarrollado para los SPCEs, estan disponibles comercialmente una amplia variedad de
dispositivos de este tipo, con el electrodo de trabajo de oro, de plata [230; 241; 242],y
de grafito [32; 198; 199; 208] siendo el coste de cada uno entre 2-4 €.

El uso de SPCEs permite la produccion de electrodos en masa de forma mas econémica
y reproducible, ademas debido a su pequefio tamano, las determinaciones
electroanaliticas requieren microvolimenes (del orden de 20-100 ul) para cubrir
completamente la superficie de los tres electrodos, lo que reduce el consumo de
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reactivos, del orden de 5-10 veces comparado con los métodos ELISA, permitiendo asi
la miniaturizacién de la celda electroquimica y del propio sensor [77].

La versatilidad de electrodos serigrafiados aumenta con las posibles modificaciones de
su superficie. De hecho, la composicion de las tintas utilizadas en el proceso de
impresion se puede modificar mediante la adicidn de sustancias de una naturaleza
muy diferente, como por ejemplo metales, enzimas, polimeros, agentes formadores de
complejos, etc [240]. Comunmente los bioelementos se inmovilizan después de su
fabricacidon debido a las altas temperaturas que se alcanzan durante la etapa de
curado, con el fin de mantener las propiedades del biorreactivo inmovilizado [243].

Dada la importancia de los SPEs en el desarrollo de los biosensores y la creciente
demanda, numerosas casas comerciales han disefiado electrodos serigrafiados con
diferentes materiales, y con diversas superficies modificadas para ofrecer las mejores
prestaciones. El disefo de los SPEs permite adaptar los electrodos a los requisitos de
cada cliente, encontrando en el mercado electrodos con diferencias en los materiales,
en las tintas o incluso en el tamafio de los mismos.

Recientemente se han desarrollado baterias de 8 electrodos serigrafiados en serie
(arrays) que facilitan el trabajo y producen una disminucién en el tiempo de medida,
mejorando la reproducibilidd entre medidas consecutivas (Figura 13) [202; 244].

I i
Figura 13: Modo de trabajo con pipeta multicanal sobre los electrodos miltiples CH8 [202]

En nuestro caso, el uso de arrays de varios SPCEs (normalmente 8 electrodos
completos en la misma placa serigrafiada) ha disminuido sustancialmente el tiempo de
la medida electroquimica, mejorado la reproducibilidad de los resultados, ademas de
proporcionar una mejora en la estabilidad de los sustratos enzimaticos (hidroquinona
muy inestable en disolucién) producidos por la reduccién del tiempo de medida.

Otro de los avances realizados en los ultimos afio en el disefio de los SPCEs con el
objetivo de disminuir el tiempo de medida y de miniaturizar los sensores, ha sido el

49



50 | Capitulo 1: INTRODUCCION

desarrollo arrays con 96 SPCEs situados en el fondo de los pocillos de un placa de
poliestireno similar a las que se utilizan para los ensayos convencionales tipo ELISA
(Figura 5) tal y como se ha comentado anteriormente con los dispositivos ELIME [122;
197].

1.5.2. Uso de electrodos serigrafiados de carbono en biosensores electroquimicos
para micotoxinas

A continuacion se mencionan aplicaciones con SPCEs nanoestructurados que se han
utilizado en inmunosensores electroquimicos de micotoxinas, para ilustrar su uso junto
a las escasas aplicaciones para el DON.

El uso de SPCEs y su nanoestructuracion tiene un gran impacto en los biosensores
(inmunosensores y aptasensores) para la determinacién de micotoxinas. Sin embargo,
con los avances en nanotecnologia y su impacto sobre el desarrollo de nuevos
dispositivos de analisis de micotoxinas en la actualidad se estan utilizando para el
desarrollo de sensores [49]. En la bibliografia aparecen varios inmunosensores
electroquimicos en los que se utilizan los SPCEs para la determinacion de aflatoxinas
[245; 246], zearalenona [219; 247] u ocratoxina [25; 41]) pero muy pocos para el DON
gue se describen con detalle a continuacion.

Especialmente para las aflatoxinas existe el mayor nimero de inmunosensores sobre
SPCEs, en muchos casos llevando a cabo la inmovilizacién del anticuerpo directamente
sobre la superficie de los propios electrodos serigrafiados. Por ejemplo, con la
aflatoxina B1 (AFB1) adsorbida sobre la superficie de los SPCEs (superficie del SPCE
modificada) se lleva a cabo la competicién con el conjugado AFB1-Biotina y revelado
con estreptavidina-alcalinofosfatasa (AP). La deteccién del enzima con el sustrato 1-
naftil-fosfato que da lugar a 1-naftol, que se oxida sobre la superficie del SPE. En la
determinacion de AFB1 (0,15 a 2,5 ng ml™) se obtuvo un limite de deteccién de 0,15 ng
ml™ [245]. Otros de los métodos descritos para la determinacion de AFB1 en cebada,
implica el uso de electrodos SPCEs modificados con AFB1-BSA y con los que se
desarrollé un inmunosensor competitivo entre AFB1 y un anticuerpo monoclonal. En
los calibrados realizados, se encontré un limite de deteccién de 90 pg ml™ y un rango
lineal de entre 0,1-10 ng ml™. Las recuperaciones obtenidas estuvieron comprendidas
entre 100 % y 125 % [246].

También se han desarrollado inmunosensores ELIME (Enzyme Linked Immunomagnetic
Electrochemical assay) para AFB1, en los que se utiliza el dispositivo electroquimico de
96 pocillos para disminuir sustancialmente el tiempo de la etapa de deteccién. En este
ensayo se realizo la determinaciéon de AFB1 en maiz mediante un esquema indirecto
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(inmovilizacion de la AFB1-BSA sobre la superficie de cada SPCE) con el que se obtuvo
un limite de deteccién de 30 pg mI™ y un rango lineal de entre 0,05y 2 ng mI™* [197].

Para la OTA se han descrito varios aptasensores electroquimicos basado en
transductores desechables (SPCEs) [32; 248; 249], ademds de inmunosensores
electroquimicos competitivos descritos para la determinacion de la micotoxina
ocratoxina A (OTA) con SPCEs. En nuestro grupo de investigacion han sido
desarrollados varios inmunosensores electroquimicos competitivos para la OTA [32],
que se basan en la adsorcién fisica de la OTA-BSA sobre la superficie del SPCE,
realizando una reaccidn competitiva con la OTA libre y un anticuerpo policlonal. Por
otro lado, con el mismo esquema indirecto de trabajo, estudiamos la diferencia de la
inclusion de nanoparticulas de oro (AuNPs) sobre las que se inmovilizé la OTA-BSA
[25]. En ambos casos, después de la etapa de competicion, llevamos a cabo la
deteccion mediante el uso de un anticuerpo tipo IgG secundario marcado con
fosfatasa alcalina y usando alfa-fosfato-naftil como sustrato, y se midieron las sefiales
por voltametria de pulsos diferencial. El rango de trabajo lineal de los biosensores
descritos varié entre 0,9 y 9,0 ng ml* para el inmunosensor con la OTA-BSA
inmovilizada sobre la superficie del SPCE, y entre 0,3 y 8,5 ng ml’ para el
inmunosensor nanoestructurado con nanoparticulas de oro, con un limite de deteccién
(LOD) igual a 0,86 ng ml™ (DSR = 10,6%) y 0,20 ng ml™ (DSR = 8,0%) de OTA,
respectivamente [25; 32].

Otro inmunosensor electroquimico competitivo para la determinacién de OTA en
muestras de trigo y cebada utilizando SPCEs se realizé mediante un ensayo directo y
uno indirecto utilizando en ambos casos un anticuerpo monoclonal selectivo a la OTA.
Se realizd la competicién entre OTA y OTA-BSA obteniendo un limite de deteccién de
60 ug ! para el ensayo directo, y de 100 pg I para el indirecto. Se observé una buena
correlacién (R = 0,9992) en un andlisis comparativo de muestras de trigo contaminadas
de forma natural utilizando este ensayo y un método de deteccion por HPLC [250;
251].

Para la micotoxina DON, se utilizé la fraccidn F,, de un anticuerpo anti-DON sobre una
placa tipica de un ELISA con deteccidon electroquimica sobre SPCEs (placa de 96x SPCEs)
en un sistema ELIME. Con un esquema indirecto se llevd a cabo la inmovilizacién de un
conjugado de DON con albimina sérica humana (DON-HSA) sobre microparticulas
magnéticas funcionalizadas con grupos tosilo, con el que se determinaron
concentraciones de DON en muestras de trigo y de alimentos de origen cereal. Este
inmunosensor se aplicd en muestras de cereales y de alimentos de base de cereales
(trigo, cereales para el desayuno y alimentos para bebés). La precision fue de entre 9y
24% en cereales y entre 10 y 33 % en alimentos para bebés. Las recuperaciones
estuvieron comprendidas entre el 82 y el 110 % [77]. Tal y como se observa, la
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imprecisidon obtenida con el inmunosensor indirecto desarrollado es muy superior a la
registrada con otros inmunosensores desarrollados para otras micotoxinas. Una DSR
superior al 24% debe ser controlada para evitar resultados irreproducibles en la
determinacién de muestras contaminadas.

En un segundo inmunosensor de DON, se describe la determinacién electroquimica
sobre una placa de 96 pocillos para la deteccién de DON y NIV en muestras de trigo,
proporcionando un limite de deteccién (LOD = 1,1 pg g*) y un intervalo de trabajo de
entre 2y 20 ug g para la determinacién de deoxinivalenol en cereales de consumo vy
con un dispositivo ELIME [124].

Debido al escaso trabajo en inmunosensores electroquimicos de DON, el trabajo de
esta Tesis Doctoral pretende contribuir a un mayor desarrollo de los mismos. Para ello
nos basamos en nuestra experiencia previa con las herramientas metodoldgicas
descritas en esta introduccion (MBs, SPCEs, ELISA espectrofotométrico, transduccion
electroquimica).

Por lo tanto, en el trabajo correspondiente a esta Memoria de Tesis Doctoral, el
objetivo inicial ha sido aportar nuevos inmunosensores para la determinacién
analitica de esta micotoxina, con el punto de partida de la casi inexistencia de
inmunosensores electroquimicos, que sean capaces de la determinacién rapida de
DON en muestras de alimentos y para concentraciones que se encuentren por debajo
de la legislacion Europea. Para ello aportamos nuestra amplia experiencia en el
desarrollo de inmunosensores y de aptasensores de casi 10 afios de trabajo sobre el
tema. El trabajo implica la puesta a punto de procedimientos de extraccion y de
tratamiento de las muestras que han de ser acordes con el procedimiento de
inmunoensayo y respetuosa con el funcionamiento de enzimas y de anticuerpos.

Los resultados experimentales de esta Tesis Doctoral han dado lugar a conclusiones y
resultados que se encuentran actualmente registrados en la OEPM (Oficina Espafiola
de Patentes y Marcas) para su Ultima tramitacion y plasmacién en forma de patente de
procedimiento y de prototipo de inmunosensores para esta micotoxina (Anexo |) cuyo
titulo es “Inmunosensor electroquimico para la determinacion de la micotoxina
deoxinivalenol (DON)” (nimero de registro en la OEPM ES1510.105b)









CAPITULO 2: OBJETIVOS







Capitulo 2: OBJETIVOS | 57

CAPITULO 2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es el desarrollo y optimizacién de inmunosensores
electroquimicos para la determinacion cuantitativa de la micotoxina deoxinivalenol
(DON), basados en esquemas de inmunoensayo directo competitivo con anticuerpos
especificos como elementos de biorreconocimiento. Estos inmunosensores deberan de
tener la suficiente selectividad (frente a otras micotoxinas), especificidad y sensibilidad
(el biosensor deberd ser capaz de determinar concentraciones por debajo de la
legislacidn europea sobre esta micotoxina), para su aplicacion en muestras de cereales.

El trabajo experimental se completara con el desarrollo de nuevos esquemas de
inmunoensayo magnético (mELISA), se utilizaran herramientas analiticas para estudiar
la reaccion de afinidad de los anticuerpos utilizados (ELISA, SPR, HPLC), y se validaran
estos inmunosensores mediante el uso de materiales de referencia certificados (CRMs)
y métodos oficiales de andlisis (HPLC-UV-Vis). Otro aspecto importante es la
aplicabilidad de estos inmunosensores, que habran de responder a los retos analiticos
planteados y su disponibilidad comercial.

Teniendo en cuenta este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos
especificos:

1. Estudio de la reaccidn de afinidad entre el deoxinivalenol y dos anticuerpos, un
anticuerpo policlonal y otro monoclonal (pAbDON y mAbDON
respectivamente). Comparacion de la reaccién de afinidad de los anticuerpos
con conjugados DON-HRP utilizando el enzima peroxidasa (HRP) como
etiquetado del inmunoensayo. Estudio de la selectividad de estos dos
anticuerpos.

2. Optimizacion de las etapas del inmunoensayo sobre las que se basaran estos
inmunosensores electroquimicos, utilizando diferentes funcionalizaciones de
particulas magnéticas (MBs) como superficie sélida, que permiten mejorar las
separaciones y lavados, la eliminacidon de interferencias de matriz y la
localizacion precisa sobre el transductor electroquimico (electrodo de trabajo).

3. Optimizacion de la etapa de transduccion electroquimica utilizando electrodos
serigrafiados de carbono (SPCEs) como elemento transductor y técnicas
amperométricas para medir la extension de un inmunoensayo competitivo
utilizando el enzima peroxidasa (HRP) como generador de la sefial analitica.
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4.

7.

Desarrollo complementario de nuevos procedimientos ELISA basados en la
utilizacion de particulas magnéticas (mELISA), con medida espectrofotométrica
de absorcién molecular, que permita optimizar, evaluar y comparar
analiticamente un mismo esquema de inmunoensayo utilizando dos tipos de
transduccion diferentes (dptico y electroquimico).

Aplicacién de los inmunosensores desarrollados en muestras de cereales.
Validacién estadistica de estos inmunosensores utilizando materiales de
referencia certificados de esta micotoxina y comparacién con métodos oficiales
de analisis (HPLC) y procedimientos ELISA comerciales.

Extraccion multiple de micotoxinas provenientes de hongos Fusarium (FB1 y
DON) en harinas de cereales de maiz y de trigo, para su determinacién con
inmunosensores electroquimicos. Influencia del tipo de matriz y del
rendimiento de diferentes procedimientos para su extraccion multiple,
teniendo en cuenta sus diferentes propiedades quimicas.

Aplicabilidad comercial de los inmunosensores que se han desarrollado para el
DON, que aporten facilidad y rapidez en el control de esta micotoxina como
herramienta de andlisis por debajo de los limites de concentracion exigidos por
la legislacién alimentaria de micotoxinas.
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CAPITULO 3. PARTE EXPERIMENTAL

Se lista a continuacién el material fungible mas comun vy la instrumentacion utilizados
durante el desarrollo de este trabajo experimental. Su uso se describe en los
procedimientos experimentales que se detallan en apartados posteriores.

3.1 MATERIALES E INSTRUMENTACION

- Micropipetas 0,1-2 ul, 1-10 pl 5-50 pl, 50-200 ul y 200-1000 pl (Crison, Barcelona,
Espafia)

- Micropipeta provista de un émbolo interior 20-300 ul (para medir suspensiones de
MBs), Rainin Positive, Modelo 17008576 MR-25 (Mettler Toledo, Barcelona, Espafia)

- Viales tipo eppendorf (500 y 1500 pl)

- Tubos tipo Falcon (50 ml), (Sarstedt Ag & Co, Nimbrecht, Alemania)

- Tubos tipo Falcon cdénicos (15 ml), (Deltalab, Barcelona, Espaiia)

- Placas ELISA de poliestireno 96 pocillos, con fondo liso (IWAKI, Japdn)

- Microfiltros de teflédn con didmetro de poro de 0,22 um Chromafil Xtra PTFE (Panreac,
Barcelona, Espaiia)

- Separadores magnéticos:

- Separador magnético Z5342 para tubos eppendorf (Promega, Madison, USA)

Figura 14: Separador magnético para 12 viales eppendorf [187]

- Separador magnético para placas estandar ELISA (Life Technologies, Oslo,
Noruega
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Figura 15: Separador magnético para placas ELISA convencionales de 96 pocillos [184]

- Balanza analitica GH-200, precisién £ 0,1 mg (A&D, Tokio, Japdn)
- Balanza analitica de doble rango AG245 precisién £ 0,1 mg y + 0,01 mg (Mettler
Toledo, Barcelona, Espafia)
- Balanza analitica PL2001-L precision + 0,1 mg (Mettler Toledo, Barcelona, Espaiia)
- Agitadores para las etapas de inmunoensayo:
- Agitador tipo Vortex (Reax-control Heidolph Schwabach, Alemania):

homogeneizacion de disoluciones y dispersiones

Figura 16: Agitador tipo vortex para homogenizacion de disoluciones y dispersiones [252]

- Agitador Thermomixer Compact, para 24 viales eppendorf (Eppendorf Ibérica,
Madrid, Espaiia): conjugacion de particulas magnéticas

Figura 17: Agitador para la conjugacion de particulas magnéticas
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- Agitador Heidolph Rotamax 120 (Heidolph, Schwabach, Alemania): etapas de

incubaciéon antigeno-anticuerpo

Figura 18: Agitador orbital para incubacion de reacciones en placas ELISA

- Agitador Heidolph Reax 2 (Heidolph, Schwabach, Alemania): extraccién sélido-

liguido de las muestras de cereales.

Figura 19: Agitador por volteo para las etapas de extraccion sélido-liquido [252]

- Instrumentacién Resonancia de Plasmodn Superficial:

Biacore T200 (GE Healthcare UK Ltd, Buckinghamshire, Inglaterra)

Figura 20: Instrumento SPR Biacore T200 [253]
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Chip para Biacore Serie S CM5 (superficie de oro recubierta de dextrano)

Figura 21: Chip de inmovilizacién de reactivos para SPR Biacore T200 [253]

- Lector de placas espectrofotométrico para ELISA (Biorad microplat reader, Modelo
680)

Figura 22: Espectrofotometro de absorcion molecular para placas ELISA

- Potenciostatos:

Potenciostato Autolab PGSTAT12, N° serie AUT71572, (Ecochemie, Utrecht,
Holanda)

S —

Figura 23: Potenciostato Autolab PGSTAT12

Las caracteristicas técnicas del potenciostato PGSTAT12, son una corriente mdxima de
medida de 250 mA con un voltaje de 2 V y una corriente minima de 10 nA.

En combinacién con el software GPES se pueden realizar un gran nimero de técnicas
electroquimicas como de voltametria ciclica, voltametria de onda cuadrada,
potenciometria, cronoamperometria, etc.
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Potenciostato Palmsens (PSTrace) con conector multiple MUX8 para placas de 8
electrodos (Palmsens, Holanda)

p———
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-

Figura 24: Potenciostato Palmsens (PSTrace) con conector multiple MUX8 para placas de 8
electrodos [254]

Con el instrumento de Palmsens utilizado se puede realizar una gran variedad de
técnicas electroquimicas (voltametria de barrido lineal, voltametria de onda cuadrada,
voltametria ciclica, potenciometria, multistep amperometric (MA), amperometric
detection (AD), amperometria de pulso multiple, etc). Su pequefio tamafio permite una
facil portabilidad. Las caracteristicas técnicas mds importantes del instrumento son:
rango de corrientes de 100 pA a 10 mA (9 rangos), la corriente maxima es de + 30 mA,
la resolucidn en la corriente es de 0,01 % y la precision depende de las corrientes
utilizadas (£ 1 % en 1 nA, 5% en 100 pA, < 0.5 % entre 10 nAy 10 mA y < 0.2 % desde
100 nA a 1 mA). La velocidad de adquisicion de datos maxima es de 200.000 puntos/s.

El conector MUX8 es un dispositivo de multiplexado que permite trabajar con hasta
ocho electrodos sensores. Con el cable de conexidon correspondiente es posible
trabajar con deteccion amperométrica en el llamado modo consecutivo una medida
después de la otra (en los 8 sensores, cada uno de ellos con los 3 electrodos ET, ER y
EA), o bien en el llamado modo alternado, en donde se toman medidas de los 8
sensores de forma multiplexada cada 0,24 s (es decir 0,03 s cada sensor, el resto del
tiempo se encuentran los sensores en circuito abierto) aunque en la practica se
considera que la medida de los 8 electrodos es simultanea.

- Electrodos serigrafiados de carbono (ltalSens-Universidad de Florencia):

.."'_.f:,a
AL

-

Figura 25: SPCEs individuales con ET de carbono (ItalSens-Universidad de Florencia) [254]
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Electrodos serigrafiados individuales de carbono SPCEs (Universidad de Florencia):
electrodo de trabajo y electrodo auxiliar estan compuestos por pasta carbono (grafito)
y electrodo de referencia de plata (pseudo-referencia), serigrafiados sobre una
superficie de poliéster flexible. Una tinta aislante (dieléctrica) se utiliza para definir la
superficie del electrodo de trabajo (@ = 3 mm) junto al ER (electrodo de referencia) y
EA (electrodo auxiliar).

Placas de 8 electrodos serigrafiados de carbono, CH8 (ltalSens-Universidad de

Florencia)

Figura 26: SPCEs muiltiples con ET de carbono (SPCEs de ItalSens-Universidad de Florencia)

Se trata de un array de ocho electrodos serigrafiados sobre una pelicula flexible de
poliéster. Cada uno de los electrodos tiene un electrodo de trabajo de pasta de
carbono grafito (@ = 2 mm), un electrodo de pseudo-referencia de plata y un electrodo
auxiliar de grafito. De cada electrodo derivan 3 pins de contacto (24 pines en total) que
permiten conectarlos al potenciostato a través de la interfase de conexién vy
multiplexado disefiado para estos electrodos.

Para facilitar la adicion de los reactivos se suministran con una placa de metacrilato
con ocho agujeros (14 mm x 84 mm x 5 mm) que coinciden con los ocho electrodos
serigrafiados, lo que permite producir una serie electroquimica con 8 celdas completas
y confinar un volumen de disolucion maximo de aproximadamente 250 pl.

- Espectrofotémetro de absorcién molecular, diode Array (Hewlett Packard, USA)
- Espectrofotémetro de fluorescencia (Perkin ElImer, USA)

- Instrumentacion Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), Waters 2796
(Waters, Hertfordshire, Reino Unido)
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Figura 27: Instumento HPLC Waters 2796
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Se utilizé un detector UV-Visible (Waters 996).

- Centrifuga Heraeus Multifuge X1R (Thermo Fischer, Waltham, Massachusetts, USA)
- Estufa de laboratorio (T max 300 °C) con precisién de +1 °C (Memmert, Schwabach,

Alemania)


http://en.wikipedia.org/wiki/Massachusetts
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3.2 REACTIVOS QUIMICOS Y BIOQUIMICOS

3.2.1 Reactivos de uso general:

- N-succinimil S-acetiltioacetato, SATA (Sigma-Aldrich): introduccién de un grupo
sulfhidrilo en el enzima HRP, para posteriormente reaccionar con los grupos NH, de
la HRP a través de su grupo N-hidroxisuccinimida (NHS) en la sintesis del DON-HRP

- p-maleimidofenil isocianato, PMPI (Sigma-Aldrich): conjugacion de los grupos
hidroxilo del DON con moléculas que contengan grupos sulfhidrilo en la sintesis del
DON-HRP

- Dimetilformamida, DMF (Sigma-Aldrich)

- Dimetilsulféxido, DMSO (Sigma-Aldrich)

- 1-Etil-3-(3-dimetillaminopropil)carbodiimida (EDC): para la activacion de acidos
carboxilicos formando un intermedio tipo éster (Sigma-Aldrich)

- N-hidroxisuccinimida (NHS): reaccién con grupos éster para introducir un grupo NH,
(Sigma-Aldrich)

- Etanolamina (Sigma-Aldrich)

- Caseinato de sodio (Sigma-Aldrich)

- Albimina sérica bovina (BSA) EC N° 232-936-2 (Sigma-Aldrich)

- 3,3',5,5"-Tetrametilbencidina, TMB (Sigma-Aldrich)

- H,S04 95-97% (Merck, Madrid, Espaia)

- Tween-20 P1379 (Sigma-Aldrich)

- Polietilenglicol 8000, PEG8000 (Sigma-Aldrich)

- Hidroquinona (HQ), (Sigma-Aldrich)

- H,0, 30% (Sigma-Aldrich)

- Tampdn Superblock Blocking (Thermo Fischer, Rockford, USA)

- Tampodn Protein Free Blocking (Thermo Fischer, Rockford, USA)

- Acetonitrilo, grado HPLC (Fischer, Waltham, Massachusetts, USA)

- Metanol, grado HPLC (Scharlau, Sentmenat, Barcelona, Espafia)

- Sales idnicas para la preparacion de tampones

- Agua MilliQ


http://en.wikipedia.org/wiki/Massachusetts
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3.2.2 Reactivos de inmunoensayo:

- Anticuerpo policlonal selectivo a DON (tipo 1gG1 procedente de conejo), 1000 mg I
DO1F-1 lote 1, (Antiprot, Aachen, Alemania), pAbDON

- Anticuerpo monoclonal selectivo a DON IB12 (tipo 1gG1 procedente de ratén), 5500
mg I (R-Biopharm, Darmstadt, Alemania), mAbDON

- Anticuerpo monoclonal selectivo a FB1 IC9 (tipo IgG1 procedente de ratén), 2748 mg
It (R-Biopharm, Darmstadt, Alemania), mAbFB1

- Deoxinivalenol, >98 % (Sigma-Aldrich, referencia D0156)

- Fumonisina B1, >98 % (Sigma-Aldrich, referencia F1147)

- Conjugado DON-HRP, 5121DONCO/NN6994 (Europroxima, Holanda)

- Conjugado FB1-HRP, 5121FUMCO/NN5666 (Europroxima, Holanda)

- Enzima peroxidasa de rabano picante (HRP). EC N° 1.11.1.7 (Sigma-Aldrich)

- Conjugado DON-HRP (sintetizado en nuestro laboratorio)

- Microparticulas magnéticas Dynabeads Protein A, MBs-prA (30 mg ml™?, @=2,8 um)
(Invitrogen, Oslo, Noruega)

- Microparticulas magnéticas Dynabeads Tosylactivated, MBs-To (30 mg ml™, @=2,8
um) (Invitrogen)

- Microparticulas magnéticas Dynabeads M-280 Sheep anti-rabbit IgG, MBs-algG (10
mg ml™, @=2,8 um) (Invitrogen, Oslo, Noruega)

- Microparticulas magnéticas Dynabeads MyOne Carboxylic Acid, MBs-COOH (10 mg
ml™, @=1 pum) (Invitrogen, Oslo, Noruega)

- Microparticulas magnéticas Dynabeads Protein G, MBs-prG (30 mg ml™?, $=2,8 um)
(Invitrogen, Oslo, Noruega)

- Columnas de inmunoensayo DONTest HPLC (Vicam, Méstoles, Madrid)

3.2.3 Materiales de referencia certificados y muestras de cereales

- Patrén de referencia certificada TR-D100 (Lote D-W-158) DON certificado: 1400 + 200
ug kg, (Trilogy, Washington, USA) (Anexo I1)
- Patrén de referencia certificada TR-F100, (Lote F-C-433) FB1 certificado: 1500 + 400

ug kg, (Trilogy, Washington, USA) (Anexo I11)
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- Harina comercial de maiz Haricaman (Harinas de Castilla la Mancha, Toledo, Espaia)
- Harina comercial de trigo Super para Haricaman (Harinas de Castilla la Mancha,

Toledo, Espafia)
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3.3 DISOLUCIONES TAMPON

En cada uno de los estudios realizados para la caracterizacidn de la afinidad entre los
anticuerpos con la micotoxina, asi como en las etapas del inmunoensayo, que
requieren un valor de pH muy preciso, se utilizaron las disoluciones tampdn que se
indican en la Tabla 9 para mantener el pH éptimo en cada caso, indicando su uso

concreto.
NOMBRE DENOMINACION COMPOSICION uso
K3PO4 (50 mM), NaCl (150 Reaccion de
, Tampdn fosfato mM) y EDTA (1ImM) . .,
Tampon A salino + EDTA (se preparéapH 7,8yapH conjugacion del DON-
Prep 6 g) cyap HRP sintetizado
HEPES (10 mM), NaCl (150
. mM), EDTA (3 mM), Running buffer en el
HBS-EP R B
unning Buffer Polysorbate20 (0.005%), pH SPR
7,4
Tampon de
AC Tampén acetato CHsCOO™ (0,1 M) pH 4 inmovilizacion del

anticuerpo sobre el
chip del SPR

Inmovilizacién

CB Tampdn HCO*/CO52 (0,05 M) pH= 9.6 anticuerFJo spbre
carbonatos placa poliestireno
ELISA
Fases de incubacién,
PBS Tampén fosfato  HPO,2/H,PO, (0,1 M) y NaCl diluciones,
salino (0,138 M) pH=7,4 disoluciones,
almacenamiento
Tampén fosfato  HPO,2/H,PO, (0,1 M) y NaCl
PBST salino + tween20 (0,138 M) pH=7,4 + tween20 Fases de lavado
2 B
Tampodn fosfato HPO,"/H2PO4 (0,1 M) y NaCl Tampdn de almacény
PBS-BSA salino + BSA (0,138 M) pH=7,4 bloqueo de MBs-To
+ BSA (0,1% m/v)
PBS-MBs- ;a:msc;r;:;)s'\;a;g_ HPO, ™ (6,9 mM), H,PO4 (1,16 Fase inicial de lavado
algG 2lgG mM) y NaCl (0,138 M) pH=7,4 de MBs-algG
Acido 2-(N- Fase inicial de lavado
MES morfolino) MES (15 mM, pH 6) de MBs-COOH vy
etanosulfénico reaccion con EDC
Tampodn fosfato 2 } Fases de lavados en
PBS (MBs- ) HPO4? (8 mM), H,PO, (1,88 )
COOH) salino para MBs- mM) y Nacl (0,15M) pH=7,4 las reacciones con

COOH MBs-COOH

Tabla 9: Disoluciones tampodn utilizadas para el inmunosensor de DON
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3.4 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Para el desarrollo de los inmunosensores electroquimicos, conjugaciones,
procedimientos analiticos y tratamiento de las muestras se llevaron a cabo una serie
de procedimientos experimentales optimizados que se recopilan a continuacién.

3.4.1 Sintesis del conjugado enzimatico DON-HRP

Por la inexistencia de un conjugado independiente comercial de DON unido al enzima
peroxidasa (DON-HRP) necesario para la etapa de competicién y para generar la sefial
analitica tras la reaccidn enzimatica, se optd por realizar la sintesis de un conjugado
enzimatico DON-HRP mediante un procedimiento similar al descrito por S.H. Wang
[101]. Esta conjugacion se realizd a través de la sintesis previa de los dos conjugados
SATA-HRP y DON-PMPI con los reactivos bifuncionales indicados, y tal como se
esquematiza en la figura 28.

El reactivo PMPI (p-maleimidofenil isocianato) tiene la funcién de conjugar los grupos
hidroxilo del DON con moléculas que contengan grupos sulfhidrilo. Por su parte, el
reactivo SATA (N-succinimidil S-acetiltioacetato) se usa para introducir un grupo
sulfhidrilo en el enzima HRP, para después reaccionar con los grupos NH, de las
proteinas y otras moléculas a través de su grupo N-hidroxisuccinimida (NHS). De este
modo, en el enzima HRP se forma un grupo sulfhidrilo protegido que puede ser
almacenado sin degradarse. El éster activo NHS en el extremo del SATA permite
reaccionar con los grupos amino de las proteinas y formar enlaces amida muy estables,
formando finalmente el conjugado DON-HRP [255].

Para la sintesis, primero se llevé a cabo la reaccion de formacién del conjugado SATA-
HRP. Se utilizd 1 mg de SATA que fue disuelto en 50 pul de DMF y se mezclé con una
disolucién de HRP (1 mg ml™?) en tampon A (pH 7,8) afiadiendo la disolucidon de SATA
sobre la de HRP. Se mantuvo durante 1 h con agitacién y se dializé cambiando el pH
del tampdn A de pH=7,8 a pH=6,8.

El segundo paso fue la preparacion del conjugado DON-PMPI. Se tomd 1 mg de DON y
se disolvié en 150 pl de DMSO. A continuacion se disolvieron 4,82 mg de PMPI en 160
pl de DMSO. Se realizé la mezcla de ambas disoluciones y se mantuvo con agitacién
durante 1 h a T ambiente.

El conjugado DON-HRP se sintetizé utilizando 130 pl del conjugado DON-PMPIl y 1 ml
de SATA-HRP en tampdn A a pH= 6,8 mediante agitacion durante 2 h a T ambiente.
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Figura 28: Reacciones de la sintesis de DON-HRP

El DON-HRP sintetizado segun el protocolo anterior se utilizé en las experiencias en las
gue se trabaja con el anticuerpo policlonal (pAbDON). Posteriormente se adquirié un
nuevo DON-HRP comercial (reactivo incluido en un kit ELISA de Europroxima) que tenia
una alta afinidad hacia un anticuerpo monoclonal (mAbDON de R-Biopharm), también
proveniente de un kit comercial ELISA, y muy selectivo hacia el DON.

Fue muy importante comparar la afinidad de ambos anticuerpos de DON frente al DON
y frente al DON-HRP con técnicas analiticas sin etiquetado, para lo que se utilizé la
Resonancia de Plasmoén Superficial (SPR, Surface Plasmon Resonance). Como se
menciona en apartados posteriores, tanto esta afinidad como el reconocimiento de
cada anticuerpo de DON con diferentes conjugados de DON-HRP varia en gran medida,
hasta el punto de no reconocer al conjugado segun el tipo de anticuerpo. El motivo es
el inmundgeno utilizado en la sintesis de cada anticuerpo, en donde la unién de la
micotoxina a la proteina generadora del efecto antigénico en el animal puede
realizarse utilizando diferentes grupos funcionales del DON o con diferentes
procedimientos de bioconjugacion. Es muy importante que la conjugacidon en el
biorreactivo DON-HRP y en el inmundgeno que se utilizd para generar el anticuerpo
sea la misma, para que la selectividad del anticuerpo hacia el DON-HRP se mantenga.
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3.4.2 Resonancia de Plasmdn Superficial

Para el estudio de la reaccion de afinidad entre el anticuerpo policlonal selectivo a
DON (pAbDON) y el DON se utilizé la técnica de Espectroscopia de Resonancia de
Plasmoén Superficial (SPR). Se utilizé un esquema directo con inmovilizacién del
anticuerpo sobre la superficie del chip de oro recubierto de dextrano, y se inyectaron
concentraciones crecientes de DON. Esta técnica no necesita de etiquetado enzimatico
para la transduccidn dptica de la seiial analitica [70].

Para la inmovilizacion del elemento de biorreconocimiento sobre la superficie del chip
fueron necesarias tres etapas: activacion de la superficie de dextrano del chip,
inyeccion del anticuerpo y bloqueo de los sitios libres que quedan sobre la superficie
del chip, realizadas de forma automatizada con el propio instrumento.

En primer lugar se realizd la activacion de la superficie del chip con el método de la
carbodiimida, mediante inyeccion manual de 50 pl de una mezcla de 1-Etil-3-(3-
dimetillaminopropil) carbodiimida, EDC (200 mM) y de N-hidroxisuccinimida, NHS (50
mM). A continuacidén se procedié a la inyeccién del anticuerpo pAbDON (1 pul de 1000
mg I en 130 pl tampdn AC) sobre la superficie activada del chip a una velocidad de 10
ul min™ durante 600 s [70].

Finalizada la inmovilizacién del pAbDON se bloquearon los sitios libres del chip con 60
ul de etanolamina (1 M pH 8,5) para evitar posibles uniones inespecificas de los
biorreactivos utilizados.

Figura 29: Esquema del estudio de la afinidad entre pAbDON y DON por SPR

Con el objetivo de evaluar la unién selectiva del DON al pAbDON y descartar posibles
uniones inespecificas de la HRP sobre el pAbDON o sobre el chip se inyectaron
concentraciones crecientes (de 0 a 2 mg I'*) de disoluciones de DON, de HRP y de DON-
HRP en Running Buffer (Tampoén HBS-EP, HEPES (10 mM), NaCl (150 mM), EDTA (3
mM), Polysorbate20 (0.005%), pH 7,4).
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3.4.3 Inmovilizacion del anticuerpo sobre las particulas magnéticas

Comercialmente existen particulas magnéticas (MBs) modificadas en su superficie
externa con diversos grupos funcionales que pueden utilizarse para la inmovilizacién
de moléculas especificas y actualmente constituyen una herramienta muy potente en
una gran variedad de aplicaciones analiticas y biotecnolégicas relacionadas con la
determinacion de contaminantes en alimentos [190].

En la optimizacién y desarrollo del inmunosensor se utilizaron diferentes tipos de MBs
comerciales en las que la inmovilizacién del anticuerpo se realizé tanto por afinidad
(MBs-prA, MBs-prG y MBs-algG) como mediante enlaces covalentes (MBs-To y MBs-
COOH). Se comprobd que la unién del anticuerpo sobre las MBs mas favorable resultd
ser la unién por afinidad, debido a que es mas probable una inmovilizacién correcta a
través de la zona F. del anticuerpo, permitiendo que la zona de biorreconocimiento F,
guede libre y accesible para el antigeno.

Los pasos para la reaccion de competicidn se desarrollaron de modo similar para todos
los tipos de MBs que hemos utilizado, como se muestra en el siguiente esquema:

5.5 .6

Figura 30: Esquema de inmovilizacion del anticuerpo y reconocimiento del antigeno sobre
particulas magnéticas modificadas con un grupo funcional genérico [184]

En el proceso de inmovilizacién, en primer lugar las particulas magnéticas se
prepararon para las condiciones de incubacién mediante lavados (eliminacién de
conservantes tipo azida de sodio con tampones apropiados) en presencia de un campo
magnético, y a continuacion se afadid el elemento de biorreconocimiento
(anticuerpo), que se incubd con agitacion vigorosa segun el tiempo y temperatura que
se aconseje en cada caso, siguiendo el protocolo recomendado en las especificaciones
técnicas de las MBs. Finalmente se elimind el anticuerpo en exceso no inmovilizado
mediante sucesivos lavados con la presencia de un campo magnético.

La cantidad de anticuerpo AbDON que se inmovilizd sobre las particulas magnéticas se
optimizod teniendo en cuenta inicialmente la capacidad tedrica de unién de cada tipo
de MBs recomendada por el fabricante. Los protocolos de inmovilizacién del
anticuerpo sobre cada una de las MBs disponibles comercialmente varian segun el tipo
de grupo funcional de la MB, y se explican mas adelante.
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Las capacidades de unidn tedricas de todas las MBs que se han utilizado, asi como los
tiempos y temperaturas recomendados para el proceso de inmovilizacion recogidos en
las especificaciones comerciales de cada una de ellas, se muestran en la tabla 10:

[C] mg/ml Capacidad (ug Ab/mg MBs) tinmov Tinmov

MBs-pr A 30 8 10 min Tamb
MBs-pr G 30 8 10 min Tamb
MBs-To 30 20 20 h Tamb
MBs-algG 10 2,5 10-60 min T 2-8°C
MBs-COOH 10 50 24 h Tamb

Tabla 10: Resumen de las caracteristicas de cada tipo de MBs utilizadas

A continuacion se recogen los protocolos de trabajo de cada una de las MBs utilizadas
y los tampones necesarios en cada caso (recogidos también en la Tabla 9).

3.4.3.1 Inmovilizaciéon del anticuerpo sobre particulas magnéticas modificadas con
proteina A (MBs-prA):

Las particulas magnéticas funcionalizadas con proteina A (MBs-prA) son utilizadas
principalmente para la inmunoprecipitacion de proteinas, aunque también se utilizan
en inmunoensayos. La fuerza de la unién entre el anticuerpo y las MBs-prA (por
afinidad) depende de la naturaleza y procedencia del anticuerpo. La mayor afinidad
con la proteina A la tienen anticuerpos tipo 1gG1, 1gG2 o IgG3 de origen humano, 1gG2
procedente de cabra, o IgG de conejo entre otros, por lo que pueden ser utilizadas
para la inmovilizacién del pAbDON (procedente de conejo). Sin embargo anticuerpos
tipo 1gG1 de ratdn, IgG1l de cabra o IgG1l de oveja tienen una baja afinidad por la
proteina A [256].

La inmovilizacidn sobre la proteina A se produce con la orientacion correcta al unirse a
la parte F. de los anticuerpos y dejando expuesta al exterior la parte F,, hacia el
antigeno.

Los tampones especificos necesarios para trabajar con MBs-prA fueron:

- Tampdn de reaccién, PBS: HPO,%/H,PO, (0,1 M) y NaCl (0,138 M) pH=7,4
- Tampodn de lavado PBST: PBS con tween20 (0,02% m/v)
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El protocolo de trabajo que se siguié con estas particulas magnéticas se describe a
continuacion. La capacidad tedrica de unién es 8 ug de anticuerpo por 1 mg de MBs-
prA.
1. Agitacidn de las particulas magnéticas durante 3 minutos.
2. Adicién de 1,5 mg MBs-prA (50 ul, 30 mg ml™) en un vial eppendorf
3. Lavados: se realizan 2 lavados con 500 ul de PBST (0,1 M, pH 7,4; tween20
0,02%) y 1 lavado con 500 ul de PBS (0,1 M, pH 7,4)
4. Adicion de 1 ug pAbDON (1 pl, 1000 mg I'!) en PBS (0,1 M, pH 7,4)
5. Etapa de inmovilizacién: agitacién durante 10 minutos a T ambiente en un
volumen total de 500 pl
6. Lavados: se realizar 2 lavados con 500 pl de PBST (0,1 M, pH 7,4; tween20
0,02%) y 1 lavado con 500 pl de PBS (0,1 M, pH 7,4)
7. Almacenamiento de las MBs-prA-pAbDON a 4 °C hasta su uso en PBS (0,1 M pH
7,4).

3.4.3.2 Inmovilizaciéon del anticuerpo sobre particulas magnéticas modificadas con
grupos tosilo (MBs-To):

Las particulas magnéticas funcionalizadas con grupos tosilo (MBs-To) son cominmente
utilizadas como fase sdlida de inmovilizacion de biorreactivos como anticuerpo o
antigenos, uniéndose a los grupos amino de la biomolecula (por unién covalente) sin
necesidad de ningln reactivo adicional. La combinacién de anticuerpos o antigenos
con las propiedades superparamagnéticas de las MBs-To producen una rdpida cinética
de reaccidon y una facil separacion durante las etapas de lavado.

Cualquier ligando que contenga un grupo amino o un grupo sulfhidrilo como
anticuerpos, proteinas, péptidos o glicoproteinas puede unirse mediante un enlace
covalente a los grupos tosilo de la superficie de estas particulas magnéticas, mediante
la reaccidn quimica que se muestra en la figura 31:
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Figura 31: Inmovilizacion de un anticuerpo sobre las MBs-To mediante el enlace covalente
del grupo amino (lisina) del mismo [184]

En la inmovilizacidn sobre las MBs-To se utilizaron los siguientes tampones especificos:

- Tampodn fosfato (PBS): HPO,%/H,PO, (0,1 M) y NaCl (0,138 M) pH=7,4
- Tampon de lavado (PBST): PBS con tween20 (0,02% m/v)
- Tampon almacén y bloqueo: PBS con BSA (0,1 % m/v)

A continuacion se muestra el procedimiento de inmovilizacién de los anticuerpos sobre
las MBs-To. La capacidad tedrica de union de las MBs-To es de 20 pg de pAbDON por 1
mg de MBs-To.
1. Agitacidon de las MBs-To durante 5 minutos (T ambiente).
2. Adicion de 100 pg MBs-To (3,3 ul, 30 mg ml™) en un vial eppendorf
3. Lavados: se realizan 2 lavados con 500 ul de PBST (0,1 M, pH 7,4; tween20
0,02%) y 1 lavado con 500 pl de PBS (0,1 M, pH 7,4) para preparar las MBs-To
antes de la inmovilizacion
4. Adicién de 2 ug de pAbDON (2 pl, 1000 mg 1) en tampén PBS (0,1 M, pH 7,4)
5. Etapa de inmovilizacion: agitacion durante 20 h a T ambiente en un volumen
total de 500 pl
6. Lavado: se realizan 2 lavados con 500 ul de PBST (0,1 M, pH 7,4; tween20
0,02%) y 1 lavado con 500 pl de PBS (0,1 M, pH 7,4)
7. Resuspension de MBs-To-pAbDON en tampdn de almacenamiento y bloqueo
PBS con BSA (0,1 M, pH 7,4; BSA 0,1%) en un volumen total de 500 pl
8. Almacenamiento de las MBs-To-pAbDON en PBS con BSA (0,1 M, pH 7,4; BSA
0,1%) a 4 °C hasta su uso.
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3.4.3.3 Inmovilizacién del anticuerpo sobre particulas magnéticas modificadas con
anticuerpo genérico tipo IgG (MBs-algG):

Las particulas magnéticas funcionalizadas con un anticuerpo genérico tipo IgG son
utilizadas como soporte solido para la unidén eficiente de inmunoglobulinas
procedentes de conejo (existe otro tipo de MBs-algG especificas para la unién de
anticuerpos procedentes de ratén). Después de un corto periodo de tiempo de
incubacién (inferior a 60 min) el anticuerpo queda inmovilizado sobre las MBs-algG. Es
al igual que en el caso anterior, una inmovilizacion orientada (por afinidad), al unirse el
algG genérico a la parte F. del AbDON.

Los tampones que se utilizaron fueron:

- Tampodn lavado inicial de MBs-algG: NaH,PO4 (1,16 mM), Na,HPO4 (6,90 mM), NaCl
(0,138 M) pH 7,4
- Tampodn de reaccién, PBS: HPO,%/H,PO, (0,1 M) y NaCl (0,138 M) pH=7,4

La inmovilizacion teniendo en cuenta la capacidad de unidén de las MBs-algG (2,5 ug de
anticuerpo por 1 mg de MBs-algG) se realizd siguiendo las etapas:

Agitacion de las MBs durante 3 minutos.

Adicién de 30 pg MBs-algG (3 ul, 10 mg ml™) en un vial eppendorf

Lavados: se realizan 3 lavados con 500 pl del tampdn de lavado inicial MBs-algG

Adicién de 0,075 pug pAbDON (0,075 pl, 1000 mg 1) en PBS (0,1 M, pH 7,4)

i A W DN R

Etapa de inmovilizacién: agitacion durante de 10 a 60 minutos a T 4 °C en un
volumen total de 500 pl

6. Lavados: se realizar tres lavados con 500 pl de PBS (0,1 M pH 7,4)

7. Almacenamiento de las MBs-algG-pAbDON a 4 °C hasta su uso en PBS (0,1 M
pH 7,4)

3.4.3.4 Inmovilizacién del anticuerpo sobre particulas magnéticas modificadas con
grupos carboxilo (MBs-COOH):

Las particulas magnéticas modificadas con grupos carboxilo se utilizan para la unién de
multiples biorreactivos por unién covalente. La inmovilizacion del anticuerpo se
produce a través de un enlace carbodiimida usando el reactivo 1-Etil-3-(3-
dimetillaminopropil) carbodiimida (EDC) que activa los grupos carboxilo de las
particulas magnéticas para unirse con el anticuerpo mediante un enlace amida. El
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producto de reaccién entre el acido carboxilico y la carbodiimida es muy |abil (se
hidroliza rapidamente) por lo que la inmovilizacion del anticuerpo debe producirse
inmediatamente después de la etapa de activacion.

Las disoluciones tampdn que se utilizaron fueron:

- Tampdén MES (15 mM, pH 6)
- 1-Etil-3-(3-dimetillaminopropil)carbodiimida, EDC (10 mg mI™*) en agua
- Tampodn fosfatos: NaH,PO,4 (1,88 mM), Na,HPO,4 (8 mM), NaCl (0,15 M) pH 7,4

- Tampon fosfatos con tween20 (0,1% m/v)

La capacidad tedrica de unién de estas MBs es 50 ug de anticuerpo por cada 1 mg de
MBs-COOH. El procedimiento de inmovilizacion fue el siguiente:

Agitacion de las MBs-COOH durante 30 min

Adicién de 30 pg de las MBs-COOH (3 pl, 10 mg ml™) en un vial eppendorf
Lavados: se realizan 2 lavados con 1 ml de tampdén MES (15 mM, pH 6)
Resuspension en 100 pl de tampdn MES (15 mM, pH 6)

Activacion de las particulas: Adicién de 100 pl EDC (10 mg ml™ en H,0 mili Q)
Incubacién durante 30 minutos con agitacion a T ambiente

Adicién de 1,5 ug de pAbDON (1,5 pl, 1000 mg ™) en PBS (0,1 M, pH 7,4)

@ N O U A~ W NR

Inmovilizacion: Incubacion durante 24 h con agitacién en un volumen total de

500 pl.

9. Lavados: se realizan 2 lavados con 500 ul de PBST (0,1 M, pH 7,4; tween20
0,02%) durante 10 min con agitacion y 1 lavado 500 pl de PBS (0,1 M, pH 7,4)

10. Almacenamiento de las MBs-COOH-pAbDON a 4 °C hasta su uso en PBS (0,1 M

pH 7,4)

3.4.3.5 Inmovilizaciéon del anticuerpo sobre particulas magnéticas modificadas con
proteina G (MBs-prG):

Las particulas magnéticas modificadas con proteina G (MBs-prG) estan especialmente
disefiadas para la inmunoprecipitacién de proteinas, complejos proteicos, acidos
nucleicos u otros antigenos, asi como para la inmovilizacién directa (por afinidad) de
anticuerpos en el desarrollo de inmunoensayos. La caracteristica fundamental de la
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proteina G es su capacidad para orientar el anticuerpo durante la inmovilizacién por
afinidad, a través de su region F., dejando libre la regién F,;, del anticuerpo para poder
reconocer mas facilmente al antigeno.

Las MBs-prG son similares a las MBs-prA con ligeras diferencias entre la afinidad con
los diferentes tipos de anticuerpos. La diferencia mas significativa es que mientras las
MBs-prA poseen una muy baja afinidad con los anticuerpos IgG1 procedentes de
ratones, las MBs-prG tienen una alta afinidad, por lo que son mas adecuadas para el
anticuerpo utilizado (mAbDON) [256].

Los tampones especificos utilizados con las MBs-prG fueron:

- Tampdn de reaccién, PBS: HPO,%/H,PO, (0,12 M) y NaCl (0,138 M) pH=7,4
- Tampon lavado PBST: PBS con tween20 (0,1% m/v)

La capacidad de unién que poseen las MBs-prG son 8 ug de anticuerpo por mg de MBs-
prG. El protocolo de trabajo (final después de las optimizaciones) con estas particulas
magnéticas fue el siguiente:

1. Agitacion de las particulas magnéticas durante 3 minutos.

2. Adicién de 690 pg MBs-prG (23 pl, 30 mg ml™*) en un vial eppendorf

3. Lavados: se realizan 2 lavados con 500 pl de PBST (0,1 M, pH 7,4; tween20
0,1%) y 1 lavado con 500 pl de PBS (0,1 M, pH 7,4)

4. Adicién de 5,5 pg mAbDON (1 pl, 5500 mg I'*) en PBS (0,1 M, pH 7,4)

5. Etapa de inmovilizacidon: agitacidon durante de 10 minutos a T ambiente en un
volumen total de 1380 pl

6. Lavados: se realizan 2 lavados con 500 ul de PBST (0,1 M, pH 7,4; tween20
0,1%) y 1 lavado con 500 pl de PBS (0,1 M, pH 7,4)

7. Almacenamiento de las MBs-prG-mAbDON a 4 °C hasta su uso en PBS (0,1 M
pH 7,4)

3.4.4 ELISA espectrofotométrico

El trabajo realizado con la técnica Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) con
deteccidn espectrofotométrica se utilizd principalmente para el estudio de la afinidad
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entre los anticuerpos y la micotoxina, ademas de la optimizacién de las etapas del
inmunoensayo y para disefiar inmunosensores ELISA magnéticos.

3.4.4.1 ELISA espectrofotométrico convencional

Se utilizaron esquemas de inmunoensayo directo (inmovilizacidn del anticuerpo sobre
los pocillos de poliestireno) y posterior incubacion competitiva de DON y DON-HRP. La
inmovilizacién se realizd6 en tampdn de carbonatos (CB) y a continuacion se llevd a
cabo la reaccion competitiva entre el DON y el conjugado enzimatico DON-HRP.

Para realizar el ensayo ELISA convencional, de forma general, se llevaron a cabo las
siguientes etapas [67; 74]:

1. Lavado de los pocillos con tampdn CB (2 veces)

2. Adicién de diferentes concentraciones de AbDON (policlonal o monoclonal) en
tampodn CB (50 pl por pocillo)

3. Incubaciéon durante 24 h sin agitaciéna 4 °C

4. Lavados con 300 ul de PBS (0,1 M, pH 7,4) (3 veces)

b

Etapa de bloqueo: caseinato de sodio (2% m/v) en 200 pl de PBS (0,1 M, pH
7,4) durante 30 minutos con agitacidon y a T ambiente

Lavados con 300 ul de PBS (0,1 M, pH 7,4) (3 veces)

Adicién DON-HRP (y DON en los casos de reaccién competicion)

Agitacion durante 60 minutos (agitacion orbital) a T ambiente

w % N o

Lavado con 300 ul de PBS (0,1 M, pH 7,4) (3 veces)

10. Adicién de 50 pl de TMB: reaccidn con agitacidon orbital, 20 minutos a T
ambiente.

11. Adicién de 50 ul de H,SO4 (0,5 M) para parar la reaccion enzimatica

12. Medida de la absorbancia a 450 nm con el lector ELISA.

Con esta técnica se estudio la afinidad entre el DON tanto en su modo libre como en el
conjugado con el enzima peroxidasa (DON-HRP) y el anticuerpo inmovilizado sobre los
pocillos de la placa de polietileno, y para comprobar la competicién entre los intervalos
de concentraciones de DON necesarios para una sensibilidad adecuada.
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Otro objetivo fue el estudio de posibles adsorciones inespecificas del DON-HRP sobre
los pocillos de poliestireno, que produciria falsos negativos en las senales obtenidas
(mayores absorbancias debidas al conjugado adsorbido que significarian menores
concentraciones competitivas de la micotoxina).

3.4.4.2 ELISA espectrofotométrico utilizando particulas magnéticas como superficie
de inmovilizacidn

Se disefiaron nuevos esquemas de inmunoensayo sobre MBs a los que llamaremos
ELISA inmunomagnético (mELISA), con el objetivo de comprobar y cuantificar la
afinidad y selectividad de los anticuerpos de DON (inmovilizado sobre las propias MBs),
asi como la optimizacidon de todas las etapas y protocolos que posteriormente se
utilizaron en el inmunosensor con transduccidn electroquimica [223].

Para integrar las optimizaciones, el mELISA se realizé de forma muy similar a un ELISA
convencional, con la Unica diferencia de que previamente se inmovilizaron los
anticuerpos sobre las MBs (en lugar de realizar la inmovilizacién sobre los pocillos de
poliestireno) siguiendo los procedimientos especificos recogidos en el apartado 3.4.3
para cada una de ellas, y las etapas de lavados, y separaciones se realizaron bajo la
accién de un campo magnético externo. El modo de trabajo es mas cémodo y rapido
comparado con la inmovilizacién del anticuerpo sobre los pocillos, ya que las particulas
magnéticas se pueden almacenar con el anticuerpo inmovilizado sobre su superficie
(se ha estimado hasta 25 dias a 4 °C para las MBs-prG) y el gasto de anticuerpo es
menor debido a que la superficie relativa de reaccién es mayor utilizando las MBs.
Ademas las etapas de lavado y separacién de las particulas magnéticas son mas
efectivas al disponer de la ayuda de un campo magnético que retiene las particulas
magnéticas modificadas con los diferentes biorreactivos [222]. Al encontrarse las MBs
modificadas en dispersidn, el transporte y acceso de las moléculas de antigeno es mas
efectivo y rapido que en el caso de los anticuerpos inmovilizados sobre la pared sélida
de los pocillos.

El protocolo de trabajo genérico que se utilizo fue el siguiente:

1. Inmovilizacién del anticuerpo (protocolos anteriores segun el tipo de MBs)

2. Adicidn del conjugado enzimatico: 25 ul DON-HRP (concentracion constante en
todos los pocillos)

3. Adicidon 25 pl DON (con concentraciones crecientes para los calibrados)

4. Adicion de MBs-AbDON (la concentracion dependera de la inmovilizacion)

85



86 | Capitulo 3: PARTE EXPERIMENTAL

5. Etapa de competicién: Incubacidn con agitacion orbital y a T ambiente

6. Lavado: se realizan 2 lavados con 300 ul de PBST (0,1 M, pH 7,4; tween20 0,1%)
y 1 lavado con 300 ul de PBS (0,1 M, pH 7,4)

7. Reaccidon enzimatica: Adicién de 50 pl de TMB. Reaccion durante 20 minutos
con agitacién orbital y a T ambiente

8. Parada de la reaccidn enzimatica: Adicidn de 50 pl de H,SO4 (0,5 M)

9. Deteccion espectrofotométrica midiendo la absorcidon molecular a una longitud

de onda de 450 nm

El protocolo expuesto es general ya que para cada tipo de MBs se debe optimizar la
cantidad de anticuerpo dependiendo de sus caracteristicas y de la capacidad de unién
de las particulas magnéticas, la concentracion de DON-HRP y el intervalo de
concentraciones de DON en el que se realiza la competicidon y el correspondiente
calibrado, asi como los tiempos y temperaturas de incubacién, competicién, etc. Todos
estos pardmetros influyen decisivamente en el funcionamiento 6éptimo del
inmunosensor electroquimico que se disefie, por lo que se requiere una optimizacién
muy cuidadosa.

Se han utilizado varios tipos de particulas magnéticas (MBs) modificadas con
diferentes grupos funcionales, con el objetivo de comprobar las prestaciones que
ofrece cada una de ellas y seleccionar las MBs O&ptimas para el desarrollo del
inmunosensor. Los protocolos especificos de inmovilizacidon del anticuerpo sobre cada
tipo de MBs son los detallados en el Apartado 3.4.3.

3.4.5 Inmunosensor electroquimico con electrodos serigrafiados SPCEs individuales

A continuacién se indica el protocolo genérico de los inmunosensores electroquimicos
gue hemos desarrollado utilizando electrodos individuales serigrafiados de base
carbono (SPCEs, Universidad de Florencia). Estos electrodos individuales sirvieron para
las optimizaciones iniciales, antes de una segunda fase de mayor productividad
analitica con los sensores serigrafiados de 8 canales. No obstante, las condiciones de
transduccion se adaptaron a cada tipo de SPEs.

De forma general, las etapas de los inmunosensores electroquimicos con SPCEs
individuales se realizaron segun:

1. Inmovilizacion del anticuerpo sobre las MBs (protocolo seguido y condiciones

dependiendo del tipo de MBs utilizadas) en viales eppendorf de 1,5 ml
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2. Adicién de un volumen constante de MBs-AbDON (policlonal o monoclonal) en
cada vial eppendorf de 1,5 ml

Adicion de una concentracion constante del conjugado enzimatico DON-HRP
Adicién de la micotoxina DON (concentraciones crecientes)

Etapa de competicidn: Incubacidn con agitacidn orbital a T ambiente

o un ~w

Lavados: 2 lavados con 500 pl de PBST (0,1 M, pH 7,4; tween20 0,1%) y 1

lavado con 500 ul de PBS (0,1 M, pH 7,4) con ayuda de un campo magnético y

agitacion orbital

7. Resuspension de MBs-AbDON en PBS (0,1 M, pH 7,4) en el volumen de partida
en el propio vial eppendorf.

8. Deposicion de 10 ul de la suspensién de MBs-AbDON sobre la superficie del
electrodo de trabajo del SPCE individual.

9. Reaccion enzimatica: Adicion de 25 pl de HQ y 25 pl de H,0, para cubrir la
superficie de los tres electrodos. Reaccidén durante 10 minutos a T ambiente

10. Deteccidn electroquimica: cronoamperometria con un salto de potencial (AEcgra)

desde 0 a -0,25 V y se toma el valor de la corriente a un tiempo constante de 90

s (Potenciostato Autolab PGSTAT12)

Las etapas de incubacién y competicién se desarrollan en viales eppendorf (1,5 ml)
individuales, y una vez terminadas las reacciones se depositd la suspension de las
particulas magnéticas sobre la superficie del electrodo de trabajo bajo la accién de un
campo magnético, y en donde se produce la reacciéon enzimatica de oxidacién de la
hidroquinona a H,0, catalizada por la HRP del conjugado, tal y como se esquematiza
en la figura 32:

pPBQ + 2 e- E e HQ + H,0,

Figura 32: Esquema de la reaccion enzimdtica y deteccion electroquimica que se produce
sobre la superficie del electrodo de trabajo con los SPCEs individuales
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Después de 10 minutos de la reaccién de oxidacidon enzimatica, se aplica un impulso de
potencial de 0 a -0,25 V y se mantiene el potencial constante durante 90 s, tomando el
valor de la corriente catddica generada por la reduccidon de la p-benzoquina (pBQ)
(formada por la reaccidon enzimdtica con la HRP en presencia de perdxido de
hidrégeno) a hidroquinona (HQ).

3.4.6 Inmunosensor electroquimico con electrodos multiples

En el caso de utilizar una bateria (array) de 8 electrodos serigrafiados (CH8) durante la
etapa de deteccién electroquimica (Figura 26) y para facilitar el trabajo, hacerlo de un
modo mas limpio y utilizando menor cantidad de reactivos y tampones se propuso el
trabajo sobre placas de poliestireno en lugar del trabajo en viales eppendorf utilizados
anteriormente con SPCEs individuales, y con un separador magnético para placas ELISA
con 96 imanes individuales dispuestos para cada pocillo (Figura 15).

La forma de trabajo fue similar a la indicada en el apartado anterior con el mELISA,
realizando de igual modo las etapas del inmunoensayo de forma simultdanea en los
pocillos de una placa convencional ELISA pero finalmente la suspensién de las MBs
modificadas fue depositada sobre la superficie de cada uno de los 8 electrodos de
trabajo para la transduccidn electroquimica y bajo la accién de un campo magnético de
8 imanes coincidentes sobre la superficie de los 8 electrodos de trabajo.

La correcta posicion de las particulas magnéticas sobre la superficie del electrodo de
trabajo es fundamental para lograr una alta reproducibilidad y sensibilidad en la
medida. El uso de un dispositivo que cuenta con 8 imanes colocados bajo cada uno de
los electrodos de trabajo, facilita el proceso de deposicién de las particulas
magnéticas. Este tipo de array permite una adaptacion rdpida de 8 medidas de
inmunoensayo sobre una columna de una placa convencional ELISA.

Esta forma de trabajo ha permitido de una forma rapida, sencilla y efectiva trasladar
las condiciones y pardmetros optimizados con inmunoensayo al trabajo con electrodos
serigrafiados multiples, y nos ha permitido comparar los resultados obtenidos por
ambas técnicas, ya que la Unica diferencia en el modo de trabajo es la etapa de
transduccion (dptica o electroquimica), aunque en la practica dependiendo del tipo de
transduccion algunas variables se optimizaron de forma diferente.

El protocolo que se expone a continuacion es el resultado final del proceso de
optimizaciéon de cada uno de los pardmetros que influyen en el funcionamiento del
inmunosensor.



3.4. Procedimientos experimentales | 89

1. Inmovilizacion del anticuerpo sobre las MBs (condiciones dependientes del tipo
de MBs utilizadas)

2. Adicion DON-HRP (10x), proveniente del kit comercial Europroxima (ELISA
5121DON) = 25 pl dilucién 1/5 (v/v) en PBS (0,1 M pH 7,4).

3. Adicion de 25 pl DON (0,01-100 pg I™).

4. Adicién de 25 pg MBs-prG-mAbDON (50 pl 0,5 mg ml™)

5. Etapa de competicidn: Incubacién durante 60 minutos, con agitacion orbitala T
ambiente.

6. Lavado: se realizan 2 lavados con PBST (0,1 M, pH 7,4; tween20 0,1%) y 1
lavado con PBS (0,1 M, pH 7,4) durante 2 minutos cada uno, con agitacion
orbital y T ambiente.

7. Resuspension de las MBs-mAbDON en 22 ul de PBS (0,1 M, pH 6,5).

8. Deposicion de 20 ul de MBs sobre cada electrodo de trabajo del electrodo
multiple CH8 manteniendo un campo magnético independiente debajo de cada
electrodo de trabajo.

9. Reaccidn enzimatica: Adicién de 40 ul de HQ (4,5 mM, concentracion final de
1,8 mM) y 40 pl de H,0; (24 mM, concentracion final de 9,6 mM) en PBS (0,1
M, pH 6,5) para cubrir la superficie de los tres electrodos. Reaccién durante 10
minutos a T ambiente.

10. Deteccidn electroquimica: Aplicar salto de potencial AExp de 0 a -0,35 V.
Medida por Amperometric Detection (alternate mode) a los 90 seg

(Potenciostato Palmsens).

La etapa de transduccidn electroquimica en el inmunosensor sobre cada uno de los
electrodos de trabajo se esquematiza en la siguiente figura (Figura 33):
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HQ + H202

pBQ

Figura 33: Esquema del inmunosensor electroquimico para la determinacion de DON con
electrodos multiples CH8

Se observa que el ensayo y la reaccién enzimatica es la misma que en el caso de los
SPCES individuales pero se ha modificado ligeramente la forma de trabajo,
asemejandose mas al protocolo con el inmunoensayo mELISA y reduciendo
considerablemente el tiempo en la medida electroquimica. Con la técnica
amperométrica en modo alternado (alternate mode), explicada mads adelante, se
pueden medir simultdneamente los ocho electrodos de trabajo, tomando medidas
cada 0,24 s, en forma de sefal potenciostatica multiplexada con el mono-
potenciostato Palmsens (Figura 24).

3.4.7. Inmunosensor competitivo para la determinacidon de Fumonisina B1:

Las condiciones optimizadas del inmunosensor para la determinacién de la FB1, surgen
del trabajo dentro de nuestro grupo de investigacion, de forma paralela al desarrollo
del inmunosensor para DON. Del mismo modo, el anticuerpo monoclonal selectivo a la
FB1 se inmovilizé sobre particulas magnéticas funcionalizadas con proteina G.

Las condiciones 6ptimas y fijadas para el inmunosensor de FB1 son las siguientes:

1. Inmovilizacién del anticuerpo mAbFB1 sobre las MBs-prG segun las
especificaciones de las particulas magnéticas

2. Adicidon a los pocillos del conjugado enzimatico FB1-HRP, proveniente del kit
ELISA comercial de Europroxima (5121FUMCO) - 25 ul dilucién 1/200 (v/v) en
PBS (0,1 M pH 7,4)



3.4. Procedimientos experimentales | 91

3. Adicion de 25 pl FB1 (0,01-100 pg I™)

4. Adicion de 25 ug MBs-prG-mAbFB1 (50 pl 0,1 mg ml™)

5. Etapa de competicion: Incubacion durante 30 minutos, con agitacion orbital a T
ambiente

6. Lavado: se realizan 2 lavados con PBST (0,1 M, pH 7,4; tween-20, 0,1% (m/m)) y
1 lavado con PBS (0,1 M, pH 7,4) durante 2 minutos cada uno, con agitacién

orbital y T ambiente

La detecciéon se realizé por absorcion UV-visible (procedimiento mELISA) y por
deteccion amperométrica (modo alternado, AD-a).

En el mELISA se utilizé el TMB (20 minutos) como sustrato del enzima realizando la
parada de la reaccién enzimatica con H,SO, 0,5 M y midiendo posteriormente la
absorbancia producida a una longitud de onda A = 450 nm.

En la deteccion amperométrica se obtuvo la corriente después de la reaccién
enzimatica de la HRP inmovilizada con HQ (1,8 mM) y H,0;, (9,6 mM) durante 10
minutos, y se midid con amperometria (AD-a) de modo semejante al inmunosensor
para DON.

3.4.8 Extraccion de micotoxinas en muestras de harina de cereales

Para la determinacidon de las micotoxinas por alguna de las técnicas instrumentales
disponibles, es preciso su extraccién y puesta en disolucién a partir de los alimentos
(sélidos) en los que se determine.

La etapa de extraccion de la totalidad de micotoxina contenida en los cereales es un
proceso clave para la determinacién cuantitativa de la concentracion de las mismas,
con el fin de elucidar si su consumo resultaria téxico o no para la salud humana y
animal. La eleccidn del disolvente de extraccion se debe basar en la obtencién de la
maxima recuperacion del analito (mdximo porcentaje de extracciéon), y evitando en
todo lo posible las interferencias provocadas por efectos del disolvente organico de
extraccién sobre la reactividad del anticuerpo en el momento de la etapa de
competicion, o incluso en su posible interferencia sobre la reaccidon enzimatica de la
HRP.

Los disolventes mas utilizados para la extraccidn de micotoxinas son mezclas de agua
en diferentes proporciones, con disolventes organicos como metanol, hexano o
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acetonitrilo [8, 12]. Sin embargo, para el caso del DON, y debido a su alta polaridad,
con frecuencia se ha utilizado simplemente agua o disoluciones acuosas tamponadas
(PBS) para su extraccion efectiva a partir de las muestras sélidas que contienen a esta
micotoxina [77; 257].

Los procedimientos utilizados se resumen a continuacion.

3.4.8.1 Extraccion de DON en harinas de cereales para la determinacion con el
inmunosensor (mELISA e inmunosensor electroquimico).

La extraccion realizada sobre las muestras de harina de trigo se resume en los
siguientes pasos [58; 257]:
Pesada 1 g de muestra (precisién 0,1 mg) de harina finamente molida.
Extraccidon con 5 ml PBS (0,1 M) durante 30 minutos con agitacién por volteo.

1

2

3. Centrifugacion a 2000 x g durante 5 minutos a T ambiente
4. Filtrado del sobrenadante con un microfiltro de 0,22 um.
5

Almacenamiento a 4 °C hasta su uso.

Se comprobd que el extracto, almacenado como se indica, mantiene la concentracion
de DON durante al menos 20 dias (ver apartado 4.6.1) sin que haya disminucion
estadisticamente significativa (95% nivel de confianza) de este valor durante este
tiempo. Pasando este tiempo se observé un aumento de la turbidez y en ocasiones la
aparicién sélidos en suspension (mohos), asi como una disminucion de la
concentracion del DON, por lo que no es posible su utilizacién para determinar la
micotoxina.

3.4.8.2 Extraccion de FB1 en harinas de cereales para la determinacion con el
inmunosensor (mELISA y electroquimico).

El procedimiento para la extraccién de FB1 de las harinas de maiz fue el siguiente
[258]:
1. Pesada de 1 g de muestra (precision 0,1 mg) de harina finamente molida
2. Extraccion con 10 ml MeOH/H,0 (70:30, v/v) durante 30 minutos con agitacion
por volteo

3. Centrifugacion 2000 x g durante 30 minutos a T ambiente
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4. Filtrado con microfiltro de 0,22 um

5. Almacenamiento a 4° C hasta su uso

Se comprobd que el extracto en MeOH y almacenado a 4 °C hasta su uso, mantiene su
concentracion de FB1 durante al menos una semana sin que haya variacion
estadisticamente significativa (95 % nivel de confianza) de este valor durante este
tiempo. Para tiempos superiores a una semana la concentracién tiende a aumentar
provocado por la evaporacion del disolvente de extraccion (MeOH), por lo que no se
puede utilizar para llevar a cabo la determinacién de FB1, pues obtendriamos falsos
positivos.

3.4.8.3 Extraccion simultanea de DON y FB1 en harinas de cereales (base trigo y maiz)
para la determinacion mediante el inmunosensor (MELISA e inmunosensor
electroquimico).

En estudios sobre la presencia simultdnea de la FB1 y DON, se concluyd que aunque
para el DON la extraccidon podria realizarse en agua o PBS, para la extraccion de la
fumonisina B1 (FB1) de las harinas fue necesario utilizar un disolvente organico. Para
este caso, se propuso realizar una extraccién multiple y simultdnea de las dos
micotoxinas de forma semejante a la utilizada en el caso de la determinacién individual
de FB1 por el hecho de que tanto el DON y la FB1 son solubles en MeOH, pero la FB1
no podria extraerse Unicamente con PBS (0,1 M, pH 7,4) [57].

El procedimiento de extraccion multiple se realizé de la siguiente forma:

1. Pesadade 1,25 g (precisién £0,1 mg) de las harinas

2. Extraccion con 5 ml MeOH/H,0 (70:30, v/v) durante 30 minutos con agitacion
porvolteo

3. Centrifugacion 2000 x g durante 30 minutos a T ambiente

4. Filtrado del sobrenadante con microfiltro 0,22 um

5. Almacenamiento a 4° C hasta su uso

El extracto de cereal que contenga DON y FB1 Unicamente puede estar almacenado
durante una semana a 4 °C previamente a las determinaciones, dada la facil
evaporacion del MeOH utilizado en la extraccidn para evitar la preconcentracion de
micotoxinas provocada por la evaporacién del disolvente, ya que en este caso se ha
utilizado MeOH como disolvente de extraccién.
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3.4.8.4 Extraccion de DON en harinas de cereales para la determinacion mediante
HPLC-UV-Vis.

Para la mayoria de los tricotecenos de tipo A y B se realizan extracciones de muestra
basadas en disoluciones acuosas de ACN o MeOH en diferentes proporciones por el
hecho de obtener extractos mas limpios y menos turbios [259], aunque este tipo de
extraccidon es util sélo para cromatografia liquida (HPLC). En el caso de extraccién de
muestras con columnas cromatogréficas de inmunoafinidad (IAC), éstas se basan
Unicamente en la elucidn con tampones acuosos.

En la extraccién de DON para su determinacién por HPLC hay procedimientos en agua
afiadiendo polietilenglicol (PEG8000) para aumentar la velocidad de extraccién pero
por el contrario tiende a disminuir la recuperacion de DON en el extracto, por lo que es
preciso evaluar su rendimiento [65].

En el caso particular de realizar la extraccién de DON de las harinas de cereales para la
determinacién por HPLC-UV-Vis, se llevd a cabo el procedimiento basado en columnas
de inmunoafinidad (IACs) de (Vicam) denominadas DonTest, para la limpieza y
preconcentracion de la muestra previamente a su introduccién en el cromatégrafo.

Figura 34: Dibujo de una IAC DonTest (Vicam) [260]

El procedimiento HPLC utilizado para la determinacién del DON, basado en un
procedimiento de referencia segin la AOAC, fue el siguiente [71; 151]:
1. Pesada de 1 gde muestra (precision £0,1 mg) de harina finamente molida
2. Adicién de 4 ml de una disolucién compuesta por 1 g de polietilenglicol (PEG
8000) en 20 ml de agua milliQ
3. Agitacién durante 10 minutos por volteo y a T ambiente.

4. Centrifugacion a 2000 x g durante 10 minutos a T ambiente
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5. Filtrado del sobrenadante con un microfiltro de teflon (PTFE) con didmetro de
poro de 0,22 um en un tubo de 50 ml

6. Almacén en el frigorifico a 4 °C hasta su uso

7. Inyeccion de 2 ml del extracto de harina (equivalente a 0,50 g de muestra) a
través de la columna de inmunoafinidad DONTest HPLC, a una velocidad
aproximada de 1 gota por segundo

8. Lavado de la IAC con 5 ml de agua mili Q a una velocidad de 1 gota por segundo

9. Elucién el DON retenido en la columna con 1 ml de metanol (grado HPLC) a una
velocidad de 1 gota por segundo

10. Evaporacién del metanol del extracto hasta sequedad total con una corriente
de nitrégeno y siempre bajo la campana extractora

11. Reconstitucién de la muestra en 400 pl de fase moévil ACN/H,0 (10:90, v/v) para

su posterior inyeccion en el cromatografo liquido de alta resolucion

3.4.9 Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC):

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), con deteccidon UV-vis se ha utilizado
para la validacion de los resultados analiticos del DON, obtenidos con el inmunosensor
competitivo directo mELISA y electroquimico, al tratarse de la técnica oficial para la
determinacién de esta micotoxina. El procedimiento de HPLC utilizado es el que esta
considerado de referencia segin la AOAC (Association of Official Analytical Chemists)
para la determinacién del contenido de DON en cereales [71; 261].

Se trabajé con un cromatégrafo liquido de alta resolucion modelo Water2796
realizando la deteccion con detector UV-visible (Waters 996).

Las condiciones de trabajo fueron las siguientes:

- Columna en fase reversa C18 (Waters Nova Pack C18, 3,5um, 4,6 x 75mm)
- Fase movil: ACN/H,0 (10:90, v/v) filtrada en filtro 0,45 pm

- Velocidad de flujo: 0,6 ml min™

- Volumen de inyeccidn: 50 pl

- Volumen de inyeccidon de muestra en el loop: 200 pl

- Tmuestra=20°C

- Tiempo de retencion = 6,8 minutos

- Deteccién: A = 218 nm (Detector UV-visible)
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- Calibrado con patrones de DON (Oy 3 mg I"") en la fase mévil ACN/H,0 (10:90, v/v)

Después de la puesta a punto de la instrumentacion, que incluye entre otras las etapas
de limpieza del circuito, de la aguja y de la columna (con MeOH 100%) y etapas de
purgado, se programé el método de trabajo través del software del equipo (Mass Lynx
4.1 de Waters) donde se incluyeron las condiciones de trabajo (flujo de la fase mouvil,
temperatura de la muestra, tiempo de media del detector, intervalo de longitudes de
onda de medida, etc).

A continuacidn se programo el equipo para la inyeccién automatica de los patrones de
DON junto con los extractos preparados siguiendo el protocolo de extraccion de las
muestras descritos anteriormente (Apartado 3.4.8.4,) y el protocolo de deteccidn.

3.4.10. Procedimiento de inmunoensayo con el kit ELISA comercial (Europroxima,
5121DON):

Se utilizé6 un kit ELISA comercial de Europroxima (5121DON) como método de
comparacion y validacidon de los resultados obtenidos con los inmunosensores que
hemos desarrollado (electroquimico y mELISA).

Se trata de un ensayo ELISA convencional competitivo directo que se utiliza para la
determinacién de DON en alimentos y en muestras bioldgicas. El ensayo se desarrolla
sobre una placa de poliestireno de 96 pocillos realizando una reaccién de competicién
entre el anticuerpo suministrado (no indica si se trata de un anticuerpo monoclonal o
policlonal) y el conjugado enzimatico DON-HRP (no indica el inmundgeno ni la
concentracién) con patrones de DON comprendidos entre 0 - 10 pg I (ng mI™).

Figura 35: Fotografia del kit ELISA de Europroxima para la determinacion del DON
(5121DON) [262]
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El anticuerpo incluido en el kit tiene las reactividades cruzadas siguientes con las

siguientes micotoxinas, segun se indica en sus especificaciones:

Deoxinivalenol (DON) 100%

3-Acetil-deoxinivalenol 96 %

- 15-Acetil-deoxinivalenol < 0.1 %
- Nivalenol 40 %

- T-2toxin<0.1%

- Zearalenona<0.1%

- Fumonisina<0.1%

Las indicaciones que incluye el kit en cuanto a la preparaciéon de los reactivos se
resumen a continuacion:

= Deben estar siempre almacenados entre 2 y 8 °C. Antes del uso llevar a T
ambiente

= Tampodn de lavados (Rinsing Buffer): realizar dilucién 1/20 (v/v en agua)

= Tampodn de dilucidon (Dilution buffer): Viene preparado directamente. Se usa
para resuspender o realizar las diluciones de anticuerpo y de DON-HRP.

= Disolucidn sustrato: mantenera T4 °Cy aislado de la luz
= Disoluciones patrén: DON 0, 0.313, 0.625,1.25, 2.5,5.0y 10 pg It

= Anticuerpo y conjugado DON-HRP: ambos se incluyen en formato sdlido
liofilizados. Deben disolverse con Dilution buffer (4 ml) (composicion no
indicada) en los botes de cristal &mbar en los que se suministran, y conservar
entre 2y 8 °C.

* El conjugado DON-HRP [5121DONCO/NN6994 de Europroxima, Holanda] del kit
comercial fue el conjugado enzimatico utilizado para el desarrollo de uno de los
inmunosensores de esta Tesis, y que fue utilizado junto con el anticuerpo
mAbDON de R-Biopharm.

El protocolo del ensayo se resume en las 10 etapas siguientes:

1. Adicién de 100 pl de patrén DON (0 pg I™') como prueba de control
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o

Adicién de 50 pl de patrén DON (0 pg ™) y 50 pl cada uno de los patrones de
DON (0,313 - 10 pg I'"). En los casos en los que se introduzca muestra, adicion
de 50 pl en los pocillos segun el nUmero de muestras a determinar

Adicion de 25 pl de DON-HRP en todos los pocillos excepto en los del punto 1.
Adicion de 25 ul de anticuerpo en todos los pocillos excepto en los del punto 1.
Etapa de competicién durante 60 minutos a 4 °C en ausencia de luz y sin
agitacién

Lavado: 3 veces con el Rinsing Buffer (diluido 20 veces)

6
7. Adicién de 100 pl del sustrato TMB en todos los pocillos
8.
9

Incubacién durante 30 min a 4 °C en ausencia de luz

. Adicién de 100 ul de la disolucién de parada H,SO4

10. Lectura de la sefial de absorbancia a A=450 nm

La extraccién de las muestras, ya sean de cereales, comida o piensos para animales se

realiza en agua siguiendo los pasos que se recogen a continuacién:

1.
2
3
4.
5
6
7

Pesada de 1 g de la muestra (precisidon £0,1 mg) de harina finamente molida
Dilucién con 19 ml H,0 milliQ

Extraccion del DON: agitacidn constante durante 5 min (agitacion por volteo)
Centrifugado durante 5 min, 2000 x g a T ambiente

Filtrado con filtro de papel del sobrenadante

Almacén a 4 °C hasta su uso

Se recomienda una dilucién del extracto obtenido de 1/5 (v/v) con “Dilution

Buffer” junto antes de su adicién a los pocillos
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3.5 MODELO MATEMATICO DE AJUSTE NO LINEAL DE LOS CALIBRADOS
COMPETITIVOS: MODELO 4PL

Las curvas de calibrado para ensayos de union de ligandos por afinidad se caracterizan
generalmente por una relacion no lineal entre la sefial analitica y la concentracién de
analito. Normalmente, la respuesta produce una relacién sigmoidal (punto de inflexién
central) con respecto a la concentracién [263; 264].

Muchos tipos de funciones han sido probadas para el ajuste de las curvas para
inmunoensayos, pero pocos de ellos poseen todas las propiedades necesarias para que
el ajuste sea 6ptimo [263]. Uno de estos modelos es el modelo logit-log el cual
funciona bien pero solamente en los casos en los que los datos son simétricos, y
ademas empeora el caracter del ruido en los datos estdndar [265]. Ademas, en la
linearizacion de la ecuacién sigmoidea se pierde informacién estadisticamente
significativa.

El modelo de referencia que se utiliza normalmente (y que mejor se ajusta) en uniones
de afinidad competitiva es el lamado “modelo de los 4 pardmetros logisticos” (modelo
4PL), que optimiza la exactitud y la precision en todo el rango maximo de
concentraciones del antigeno (el DON). La ecuacién de este modelo, muy utilizado en
las técnicas de inmunoensayo, es:

(m, —my)

. X .
(1+—)™s
-7 mg

Y =mq +

Ecuacion 1: Ecuacion para aplicar el modelo 4PL

En donde:

m; = sefial minima (sefial del maximo de inhibicidon del anticuerpo, en ensayo directo la
maxima concentracion de DON)

m,= sefial maxima (sefial del 0% de inhibicién de la unién de DON-HRP, en ensayo
directo la minima concentracién de DON que no compite con este conjugado)

ms = punto de inflexidon (factor ECso, correspondiente a la concentracién de DON,
normalmente logaritmica, que produce un 50% de inhibicién en el anticuerpo)

m4 = pendiente del tramo aproximadamente lineal (central) del calibrado.

Para aplicar el modelo 4PL, se toma el logaritmo de las concentraciones de DON (ug )
y se representa frente a la sefial obtenida (Abs o pA). En la figura 36 se representa un
calibrado tipico. Se utilizé el software GraphPad Prism v.6.0 de ajuste no lineal [266],
pues otros procedimientos de linearizacién de la ecuaciéon 4PL anterior producen
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pérdida significativa de informacidon estadistica. Este software ajusta los datos
experimentales a la ecuacién 4PL de forma no lineal, evitando esta pérdida de
informacién, y para un nivel de confianza dado (hemos tomado como estandar el 95%
de probabilidad estadistica) [263].

-2.5+

0.0 T T T
-2 -1 0 1 2 3

Log [DON] (ug/l)

Figura 36: Calibrado sigmoideo de DON ajustado por el modelo 4PL

Con el software de GraphPad Prism v6.0, una vez introducidos los datos del calibrado
(junto con las sefiales obtenidas en la determinacion de muestras) se realiza la
conversion de los valores de concentracién en su logaritmo a modo de hoja de célculo,
y a continuacidn se lleva a cabo el ajuste no lineal basado en este modelo 4PL.

En la figura 37 se incluye una imagen del software de GraphPad Prism v6.0 mientras se
realiza un ajuste no lineal de la curva sigmoidea por el modelo 4PL:
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los calibrados competitivos: Modelo 4PL
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Figura 37: Interfase de trabajo con el programa GraphPad Prism v6.0 para el ajuste no lineal
de los datos de calibracion de una curva sigmoidea tipica de inhibicion

El propio software ofrece la opcidon de realizar el ajuste sigmoideo en funcién
Unicamente de tres de los parametros logisticos (modelo 3PL) en los casos en los que
la pendiente de la zona lineal de la curva es préxima a 1, y tomando este valor teérico
de pendiente (relacion molar 1:1 antigeno/anticuerpo) como valor constante.

Para realizar el ajuste dptimo el programa compara estadisticamente ambos modelos
de ajuste (3PL y 4PL) en cada uno de los calibrados realizados [266], y el propio
programa elige estadisticamente el modelo que se ajusta con mayor probabilidad (95%
nivel de confianza) a las medidas de los calibrados. Insistimos que este ajuste es no
lineal y se realiza tomando todos los puntos experimentalmente medidos, con lo que
no se produce pérdida de informacidn como ocurre en otros modelos (ya obsoletos)
que linearizan la ecuacion logaritmica 4PL [266].
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los esquemas de inmunoensayo sobre los que se basaran los inmunosensores de este
trabajo seran ensayos directos mediante la inmovilizacion de los anticuerpos sobre la
superficie solida de microparticulas magnéticas. En una dispersion de estas particulas
magnéticas (MBs) modificadas con el anticuerpo, se lleva a cabo una incubacién
competitiva de una concentracidon constante del conjugado DON-HRP (micotoxina
deoxinivalenol unida al enzima peroxidasa) con disoluciones de DON libre. Después de
etapas de lavado y separacion del exceso de DON-HRP no unido al anticuerpo, se lleva
a cabo la etapa de transduccion (hemos estudiado paralelamente transduccién
espectrofotométrica y electroquimica) anadiendo un sustrato del enzima HRP (HQ ¢
TMB) y perdxido de hidrégeno. El producto de la reaccidon enzimdtica amplificada se
detecta mediante absorcidon molecular o amperométricamente.

Hemos escogido un esquema de ensayo directo evitando el problema de
reconocimiento por el anticuerpo de la micotoxina una vez inmovilizada. Para una
mayor accesibilidad del anticuerpo, la micotoxina ha de conjugarse previamente a una
proteina de gran tamafio, como por ejemplo albumina sérica bovina, por lo que no
guedan muchos grupos funcionales epitopos del anticuerpo en el ensayo indirecto.

La gran ventaja del inmunoensayo directo del DON es que menores concentraciones
de DON hacen que aumente competitivamente la cantidad de DON-HRP que se une a
los sitios de anticuerpo disponibles, por lo que aumenta la sefial obtenida. De esta
forma, se mejora la sensibilidad y el limite de detecciéon. Como se ird comentando mas
adelante, el uso de particulas magnéticas hace que las etapas de lavado y separaciones
(en presencia de un campo magnético externo) tengan una eficiencia del 100%. La
dispersion de MBs mejora la accesibilidad en las reacciones antigeno-anticuerpo, por
lo que los tiempos de incubacién y la eficacia de la reaccién de inmunoensayo
mejoran comparando con una inmovilizaciéon del anticuerpo de DON directamente
sobre una superficie sélida, como por ejemplo un pocillo de una microplaca ELISA.

4.1 CARACTERIZACION DEL CONJUGADO ENZIMATICO DEOXINIVALENOL-
PEROXIDASA (DON-HRP)

El conjugado DON-HRP es uno de los reactivos mas importantes de los esquemas de
inmunoensayo en el que se han basado los inmunosensores electroquimicos vy
procedimientos mELISA que hemos desarrollado en todo este trabajo, puesto que
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compite junto al DON por los sitios de unién de los anticuerpos, y es el responsable de
producir las sefales analiticas (absorbancia y corriente). Por lo tanto, es importante su
caracterizacién inicial y el estudio de su afinidad hacia los anticuerpos.

Después de la sintesis del conjugado enzimatico DON-HRP (apartado 3.4.1) se calculd
la relacién molar tedrica de DON/HRP = 13,48 segun las cantidades afiadidas de cada
uno de ellos. Con el objetivo de comprobar que la sintesis habia sido satisfactoria y
para conocer aproximadamente la relacion molar real entre el DON y la HRP vy el
rendimiento de la reacciéon, se aplicaron diferentes técnicas analiticas para elucidar
esta relacion molar en el conjugado enzimdtico sintetizado. El valor tiene interés
tedrico en la optimizacion de concentraciones del inmunoensayo, aunque esta
optimizacion en realidad se llevd a cabo segun las condiciones encontradas
experimentalmente.

Ambas moléculas presentan absorcidn molecular y fluorescencia molecular, por lo que
a partir de espectros individuales se ensayd discernir las concentraciones de ambas en
el nuevo conjugado enzimatico DON-HRP.

Mediante espectrometria de absorcién molecular UV-visible (EAM-UV-Visible) se
realizé un barrido en todo el espectro (A = 180 - 800 nm) en cubeta de cuarzo (I=1 cm)
con disoluciones individuales de DON y de HRP, para comprobar su absorcién
molecular. Para ello se midieron disoluciones de DON (10 mg I™!) y de HRP (1000 mg I'%)
en agua, obteniéndose los espectros de la Figura 38.

3.000 -

= DON (10 mg/I)
2.500 -
HRP (1000 mg/1)

2.000

1.500 A

Abs

1.000 A

0.500 -~

0.000 T T T T )

0 200 400 600 800 1000
A(nm)

Figura 38: Espectro de absorcién molecular (A = 0 - 800 nm) de DON (10 mg I') y de HRP
(1000 mg I'') en agua
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Los resultados obtenidos demostraron que el maximo de absorcién del DON y de la
HRP aparece en A = 218 nm provocando una interferencia aditiva que impide que se
pueda realizar la determinacién de ambos compuestos en el conjugado DON-HRP. Se
observé también un pico a A = 402 nm para la HRP (originado por su grupo hemo)
[255], pero debido a su baja sensibilidad no se obtuvo una buena recta de calibrado
con patrones de HRP a esa longitud de onda (coeficiente de regresiéon R = 0,6870) por
lo que la concentracidon de HRP obtenida no fue coherente con lo esperado.

Se propuso medir por espectrofotometria de absorciéon molecular UV-visible aplicando
la Ley de Aditividad de Absorbancias donde se cumple (Ecuacién 2):

ADbsS iota1 = Abs pon + Abs wrp
Ecuacion 2: Ley de Aditividad de Absorbancias
Se realizé la medida de la absorbancia producida por los patrones de DON (10 mg ) y

de HRP (1000 mg I'™") en agua a dos longitudes de onda diferentes, 218 y 402 nm y se
aplico la Ley de Lambert-Beer, segun el sistema de ecuaciones (Ecuacién 3):

218 _ _218 .. 218 7.
Absiyrar = €pon L Cpon T Eurp L Carp
402 _ .402 7. 40z 1,
Abs a1 = €pon ' U Cpon T €mrp L Curp

Ecuacion 3: sistema de ecuacién de la ley de Aditividad de Absorbancias para A 218 y 402 nm

Con los resultados obtenidos no se pudo calcular la relacion molar DON/HRP, y se
obtuvieron valores negativos o incoherentes. Por lo tanto, la relacién molar no se
puede medir de esta forma, teniendo en cuenta también que el método de Aditividad
de Absorbancias solo es vadlido para mezclas de moléculas simples pero no para
conjugados, al aparecer absorbancias diferentes debidas a la conjugacién. Esto
significa que la suma de las absorbancia de ambos compuestos puros no es igual a la
absorbancia producida por el conjugado enzimdtico resultante de la reaccién entre
ambos individualmente, provocando que las igualdades propuestas no sean correctas y
que por lo tanto el sistema de ecuaciones sea matematicamente erréneo.

Mediante fluorescencia molecular (cubetas de cuarzo, I=1 cm), se realizd un espectro
de emision de fluorescencia para el DON utilizando como longitud de onda de
excitacion su maximo de absorcion (Aexc = 218 nm). El espectro obtenido se muestra en
la Figura 39:
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Figura 39: Espectro de emision de fluorescencia (Acx. = 218 nm) de DON (10 mg I') en
tampon PBS

En el espectro de emision obtenido se obtuvieron dos picos. Se comprobd mediante
pequeiios cambios en la Aex que el pico debido a la fluorescencia del DON es el que se
encuentra en Aem = 382 nm (el pico en 450 nm corresponde a algun tipo de dispersiéon
porque al modificar Ae NO permanece fijo). Se ensayaron diferentes A.n para
comprobar la existencia de otros maximos de fluorescencia. El maximo de emisién del
DON aparecid en Aey, = 382 nm, por lo tanto, las longitudes de onda dptimas de
trabajo fueron:

Aexc =218 nm
Aem=382 hm

En estas condiciones, los espectros de fluorescencia de los patrones de DON (10 mg I™")
y de HRP (1000 mg I'!) son los representados en la Figura 40.
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Figura 40: Espectro de emision de fluorescencia (A, = 200 - 500 nm) con A= 218 nm, de
DON (10 mg I'") y de HRP (1000 mg I'') en tampén PBS (pH=7,04)

A la vista del espectro de emisidn obtenido, se concluyd que no es adecuada la
resolucion individual solamente por medidas de fluorescencia molecular, al producirse
una absorcién y fluorescencia moleculares muy altas en longitudes de onda
coincidentes.

Un calculo preciso de esta relacion molar podria haberse realizado, por ejemplo, con
MALDI-TOF, técnica de la que no disponemos en nuestro laboratorio. No obstante,
como se ha mencionado, las condiciones Optimas fueron las resultantes de los
ensayos experimentales a partir de diferentes diluciones de DON-HRP y estudiando su
influencia en el inmunoensayo. El conjugado se sintetizé con un exceso molar de DON
frente a la HRP (por la capacidad de la HRP de unirse a varias moléculas de DON)
consecuencia del alto numero de lisinas disponibles en su molécula [255].

4.2 ESTUDIO DE LA AFINIDAD DE ANTICUERPOS POLICLONAL Y
MONOCLONAL PARA EL DEOXINIVALENOL

Los anticuerpos constituyen el principal elemento de los biosensores de afinidad que
hemos desarrollado para el DON, y participa directamente en el biorreconocimiento
del DON vy en la especificidad y sensibilidad de estos inmunosensores. En los apartados
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siguientes se describe el estudio de la afinidad de los anticuerpos utilizados en este
trabajo por diferentes técnicas de caracterizacion.

4.2.1 Anticuerpo policlonal
4.2.1.1 Estudio de la afinidad por Resonancia de Plasmoén Superficial (SPR)

La Resonancia de Plasmdn Superficial (SPR) permite evaluar la afinidad entre moléculas
inmovilizadas sobre un chip de oro recubierto de dextrano y proteinas o moléculas en
disolucién, sin necesidad de etiquetado enzimatico. Las variaciones de masa de las
reacciones de unién del anticuerpo y la micotoxina en nuestro caso, se relacionan con
la extension de la reaccion de afinidad.

Con el instrumento de SPR se mide la variacién del dngulo de difraccién (a) que esta
relacionado directamente con la concentracién de biorreactivos fijados sobre la
superficie del chip. Se trabaja en unidades arbitrarias (RU) que se corresponden
aproximadamente con 1RU = 1 pg mm™. Pueden determinarse cuantitativamente
pequeiios cambios en la concentracidn de la masa depositada sobre la superficie del
sensor, producidos por la unién o la disociacién de moléculas que interactdan, por
ejemplo, entre un antigeno inmovilizado y un anticuerpo especifico (o a la inversa) en
la disolucién de ensayo. Por lo general, la deteccion directa se limita a moléculas
grandes de aproximadamente 10 kDa o de sustancias con un indice de refraccién alto
[267; 268].

El objetivo de este estudio fue comparar la afinidad del anticuerpo policlonal de DON
(tipo 1gG1 procedente de conejo, DO1F-1 lote 1, (Antiprot, Aachen, Alemania) con la
micotoxina y con el conjugado enzimatico de DON (DON-HRP) mediante un ensayo
directo. El primer paso para el estudio de la reaccidon de afinidad entre el DON vy el
pAbDON tal y como se ha descrito en el apartado 3.4.2 consiste en la inmovilizacién de
pAbDON sobre la superficie de un chip de dextrano en uno de los canales del chip
(cada chip dispone de cuatro canales idénticos).

Previamente a la inyeccion del pAbDON (1000 mg I™* en 130 pl de tampén AC) la
superficies del chip es activada mediante la reaccién de la carbodiimida con EDC y NHS
y tras la inyeccién del pAbDON en tampdn de acetatos (AC) se procedio al bloqueo de
los sitios libres de unidon sobre el chip con etanolamina [128].

A continuacion se muestra el sensograma obtenido de las tres etapas necesarias para
la inmovilizacién correcta del anticuerpo sobre el chip.



4.2 Estudio de la afinidad de anticuerpos policlonal | 111
y monoclonal para el deoxinivalenol

Sersoagram

Etanolamina

pAbDON

EDC/NHS

RU=7328.3

Figura 41: Sensograma obtenido en el proceso de inmovilizacion de pAbDON sobre el
dextrano del chip CM5 en tampon acetato (0,1 M) pH 4

En el sensograma se observan perfectamente las tres etapas: en primer lugar la
activacion del chip con EDC/NHS donde se produce un aumento de la sefial y una
posterior bajada a la linea base una vez que la activacion se ha producido, a
continuaciéon se observa la etapa de inyeccion del pAbDON y la dltima etapa
corresponde al bloqueo con etanolamina, para evitar posibles uniones no especificas
sobre la superficie del chip.

La sefial analitica es medida en unidades arbitrarias (RU) y representa la inmovilizacién
eficiente del pAbDON sobre el chip tomando la diferencia entre la sefial final después
del bloqueo vy la sefial de la linea base. Se obtuvo una sefal de 7328,3 RU, que se
compard con la senal maxima necesaria para evaluar la afinidad, que viene expresada
en funcién del ligando inmovilizado (pAbDON) y del analito (DON-HRP sintetizado en
este caso) segun la ecuacion 4:

PM i
RUmax= —_analito ‘RUinmoyv'Estequiometria

PMpabDON

Ecuacion 4: Ecuacion para el cdlculo de la sefial mdxima necesaria para el trabajo con SPR
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Donde:
" PMajnaiito €S la masa molecular del DON-HRP (se considera 44 kDa)
*  PMypaboon €S la masa molecular del pAbDON (se considera 150 kDa)
*  RUinmov €S la cantidad de ligando inmovilizado (en este caso 7328,3 RU)
= Estequiometria es la relacion molar de la reaccion de afinidad del pAbDON con
el DON (se considera 1:1)

Una vez determinadas experimentalmente las RU obtenidas tras la inmovilizacién del
pAbDON (7328,3 RU) se calcularon las RU maximas (ecuacién 4) que son necesarias
para que pueda considerarse que se han fijado un numero suficientes de ligandos
(pAbDON) sobre el chip para el reconocimiento del antigeno. Se obtuvo una sefial
maxima de 2149,6 RU, por lo que la seial de inmovilizacion obtenida (7328,3 RU)
indica que la inmovilizacion ha sido correcta y la sefial suficiente.

Una vez que el pAbDON se encuentra inmovilizado sobre uno de los canales del chip
CMS5 se estudié la afinidad entre el DON y DON-HRP con el anticuerpo policlonal. En
primer lugar se inyectd el DON (0 - 2 mg I'*), obteniéndose baja sefial para todas las
concentraciones estudiadas, RU < 4,5 (Tabla 11). En principio, podria significar que
existe una baja afinidad entre el DON vy el anticuerpo policlonal, pero estas variaciones
de las sefiales tan bajas son debidas al bajo peso molecular del DON (296,32 Da) que
no permite observar variaciones apreciables de sefial al cambiar su concentracion [70;
136].

A continuacién se estudié la unién de la peroxidasa, HRP (0 - 5 mg I™") sobre el pAbDON
inmovilizado, para descartar las posibles uniones no especificas producidas sobre el
anticuerpo por el conjugado enzimatico DON-HRP. Se obtuvieron sefiales muy
pequeiias (RU < 3,8) para todas las concentraciones de HRP estudiadas, por lo que
siendo una molécula de alto peso molecular (44 kDa) significa que no existe afinidad
entre el enzima HRP y el pAbDON y por lo tanto no se va a producir uniéon inespecifica
entre el DON-HRP y el anticuerpo (Tabla 11).

En la tabla 11 se han recopilado los valores de sefial (RU) que se obtuvieron en las
experiencias anteriores:
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[DON]mgl* RU [HRP] mgl® RU
0 3,6 0 3,1
0,01 4 0,5 3,8
0,05 3,4 1 3,7
0,1 3,7 5 3,6
0,5 3,5
0,75 3,4
1 3,6
1,5 3,6
2 4,5
Tabla 11: Seiiales SPR obtenidas (RU) en el estudio de la afinidad del DON y de la HRP con el
pAbDON

El siguiente paso fue comprobar la afinidad del DON-HRP sintetizado (Apartado 3.4.1)
con el pAbDON. Para ello se estudiaron varias concentraciones de DON-HRP en el
intervalo entre 0y 2 mg I'. El sensograma obtenido es el de la Figura 42.

RU Sensorgram

6540

Response

6340

Figura 42: Sensograma SPR obtenido en la inyeccion de concentraciones crecientes de DON-
HRP (0 y 2 mg I'") sobre el pAbDON inmovilizados
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A partir de los valores obtenidos (RU) para cada concentracion se realizd el ajuste
lineal frente a la concentracion de DON-HRP sintetizado (concentraciones tedricas) en
el intervalo de concentraciones de DON entre 0y 2 mg I'™:

20 -
18 - .
16 -
14 -

12 ~

RU
[EEN
o

y = 7.5406x + 2.6706
R?=0.9526

0 T T T T 1
0 0.5 1 15 2 25

[DON-HRP] mg/I

Figura 43: Ajuste lineal de las sefiales (RU) frente a DON-HRP (0-2 mg I'') sobre pAbDON
inmovilizado sobre el dextrano del chip CM5 en el running buffer utilizado

Se obtuvo una senal maxima de 18 RU para la concentracion maxima de DON-HRP.
Pese a obtenerse sefales bajas se observé un aumento proporcional de la sefal con el
aumento de la concentracion de DON-HRP obteniendo un ajuste lineal con un
coeficiente de regresién lineal R = 0,9760, con lo que puede afirmarse que existe una
afinidad comparativamente mayor entre el DON-HRP y el anticuerpo policlonal
selectivo a esta micotoxina.

4.2.1.2. Estudio de la afinidad del pAbDON y DON mediante ELISA
- ELISA espectrofotométrico convencional

Una vez evaluada la afinidad entre pAbDON y DON por SPR, se utilizé ademas la
técnica ELISA convencional para comprobar la afinidad entre el anticuerpo policlonal
por el DON (DON-HRP procedente de la sintesis). Tal como se ha comentado, se utilizé
la técnica ELISA para la optimizacidén inicial de los parametros que son importantes en
las reacciones del inmunoensayo, y se realizd en primer lugar una experiencia en la
gue se hicieron reaccionar diferentes concentraciones del pAbDON inmovilizado sobre
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los pocillos de poliestireno de la placa ELISA, con diferentes concentraciones de DON-
HRP sintetizado.

Es una experiencia mas completa que la llevada a cabo mediante SPR puesto que se
van a poder estudiar comparativamente varias concentraciones de ambos
biorreactivos, al contrario que en el SPR que solo se puede inmovilizar una
concentracion determinada de pAbDON para cada experiencia, pues una vez
inmovilizado, se consume ese canal del chip y supone un elevado coste econdémico.

La etapa mds importante del ensayo ELISA es la inmovilizacidn del anticuerpo sobre los
pocillos de poliestireno porque una correcta inmovilizacién darda como resultado una
orientacién apropiada de los anticuerpos con su regién Fa, libre para el reconocimiento
del analito y por lo tanto una mayor sensibilidad obteniéndose por lo tanto mayores
sefiales. Sin embargo, la adsorcidn fisica sobre los pocillos de poliestireno no asegura la
correcta orientacidn de los anticuerpos, y su adecuada y uniforme orientacién de su
region Fa, en posicidon dptima y accesible para el reconocimiento de DON y DON-HRP,
pudiendo producirse ésta de forma aleatoria en posiciones mas o menos adecuadas.

Se siguié un procedimiento en el que la inmovilizacién del pAbDON se realizdé con
agitacién y a T ambiente [74], obteniéndose absorbancias correspondientes con las
concentraciones afadidas muy bajas (Absmiimas < 0,200), por lo que se decidid
modificar las condiciones de esta etapa realizando la inmovilizacion del pAbDON
durante mas tiempo (24 h), a 4 °Cy sin agitacion.

Las absorbancias debidas a diferentes concentraciones de anticuerpo y de conjugado
DON-HRP después del tiempo de incubacion (60 min), midiendo la cantidad de HRP
tras su reaccion con TMB/H,S04, se recogen en la tabla 12.

DON-HRP (mg I') 2 1 0,5 0,25 0,125 0
5 0,866 0,733 0,708 0,463 0,437 0,374
2,5 0,417 0,204 0,173 0,143 0,094 0,114
1,25 0,318 0,115 0,053 0,030 0,050 0,022
0,625 0,348 0,040 0,028 0,005 0,006 0,005
0 0,266 0,042 0,007 0,003 -0,009 -0,012

Tabla 12: Absorbancias obtenidos en el ELISA convencional con inmovilizacion de pAbDON (0-
2mg ') durante 24 h, 4 °C y DON-HRP (0-5 mg I'") incubacién 60 min

Con estas modificaciones sobre el procedimiento inicial se observd un aumento
considerable de las absorbancias, con lo cual se consiguié una mayor sensibilidad. Con
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estos resultados experimentales se pudo comprobar que existe afinidad entre el
pAbDON y el DON-HRP, sin tener en cuenta la etapa de competicidén posterior ya que
se observa que para todas las concentraciones hay una disminucién de la sefial a
medida que se disminuye la concentracion de pAbDON (filas) de la misma forma que
en los casos que se disminuye la concentracion de DON-HRP (columnas).

Se observd, no obstante, una elevada unién no especifica cuando no hay pAbDON
sobre la superficie del pocillo obteniéndose una sefal 0,374 unidades de absorbancia
para una concentraciéon de DON-HRP de 5 mg I y una sefial de 0,266 cuando no hay
DON-HRP y si hay pAbDON inmovilizado sobre la superficie del pocillo. La existencia de
uniones inespecificas no se habia observado con el sensor SPR, por lo que son
producidas por uniones de los biorreactivos sobre los pocillos de poliestireno que no
se han podido eliminar durante las etapas de lavado. Esta situacién es normal, dada la
capacidad de adsorcion de las proteinas sobre el poliestireno, por lo que se barajo la
posibilidad de realizar en futuras experiencias, etapas previas de bloqueo de los
pocillos.

-ELISA inmunomagnético (mELISA) utilizando MBs:

Las particulas magnéticas se utilizaron como superficie sélida de inmovilizacién del
elemento de biorreconocimiento (anticuerpo) y de las etapas del inmunoensayo, con
las ventajas que esto conlleva. El uso de MBs produce una mejora en el rendimiento de
la reaccion inmunoldégica debido a un aumento de la relacion superficie/volumen para
la disposicion del anticuerpo (evita impedimentos estéricos), asi como favorecen
separaciones, lavados y preconcentraciones bajo la accidon de un campo magnético con
un rendimiento préximo al 100%, y garantizan menores tiempos de incubacién al
tratarse de una dispersion (frente por ejemplo a la superficie sélida de un pocillo
ELISA), y una localizacion muy precisa sobre la superficie del transductor [269].

Las MBs poseen una cinética mas rapida ya que se encuentran en suspension y
favorecen la difusion del antigeno y su acercamiento al anticuerpo. Ademas, presentan
una baja adsorcidén inespecifica y se minimiza el efecto matriz de las muestras
analizadas [73] debido a la alta eficiencia en la separacion durante las etapas de lavado
por accién de un campo magnético que es capaz de atraer las particulas magnéticas
con los biorreactivos inmovilizados sobre las mismas y permite la eliminacién del
sobrenadante con los reactivos en exceso que no se hayan unido [189].

Debido a las ventajas descritas que supone el uso de particulas magnéticas como
superficie solida de inmovilizaciéon del anticuerpo como elemento de
biorreconocimiento y en el inmunoensayo, se propuso el modo de trabajo con MBs. La
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deteccién de la seiial se realiz6 mediante un lector ELISA espectrofotométrico de
absorcion molecular, de forma semejante a la realizada en las reacciones sobre el
pocillo de poliestieno.

En un primer lugar, se utilizaron para este estudio MBs modificadas con la proteina A,
capaz de orientar favorablemente anticuerpos tipo 1gG1, especialmente los
procedentes de conejo (coincidiendo con el tipo de anticuerpo pAbDON), uniéndose a
su region F. y dejando por lo tanto libre la regidn F,, libre para el reconocimiento del
antigeno.

La experiencia se realizé en presencia del pAbDON (1 pg) inmovilizado sobre las MBs-
prA y en ausencia de éste. Se incubd en ambos casos DON-HRP (0 pg I™) y DON-HRP (1
ug 1) para evaluar la afinidad entre la micotoxina y el pAbDON cuando éste se
encuentra inmovilizado sobre las MBs-prA y la especificidad y selectividad de esta
unién. La incubacién del DON-HRP (1 pg I'') se realizé de modo que fuera en un
principio equimolar a la concentracion de pAbDON inmovilizada segun el
procedimiento recomendado por la casa comercial asumiendo que la unién de
pAbDON y de DON-HRP (procedente de la sintesis) tenga una estequiometria 1:1.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 44:
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Figura 44: Afinidad y especificidad entre pAbDON (0 y 1 ug) inmovilizado sobre MBs-prA
durante 10 miny DON-HRP (0 y 1 ug I'"). Tiempo de incubacion: 60 min
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Se observa el biorreconocimiento del DON-HRP sintetizado por parte del pAbDON,
obteniéndose una mayor senal en la experiencia que incluye pAbDON y DON-HRP (Abs
0,247), pero se observa una fuerte uniéon inespecifica del DON-HRP sobre la proteina A
en los casos en los que no hay pAbDON vy por lo tanto la seiial deberia ser minima (no
existe union de DON-HRP ni de enzima catalizando la reaccidon del TMB y la sefal de
absorbancia obtenida es alta), provocadas por un gran exceso de la cantidad de HRP en
relacion al DON en el conjugado enzimdtico sintetizado. Ademads aparece una alta
sefial de blanco en los casos en los que no se afadié el DON-HRP, producida por la
union inespecifica del sustrato TMB sobre la proteina A.

No es posible trabajar con una sefial minima de absorbancia de 0,115 producida por
uniones inespecificas con este tipo de MBs, por lo que se ensayaron a continuacién
con otro tipo de MBs funcionalizadas con grupos Tosilo (MBs-To).

El anticuerpo pAbDON fue inmovilizado mediante un enlace covalente a través de sus
grupos amino sobre las MBs-To segln se ha indicado en el apartado 3.4.3.2
(concentracion de pAbDON utilizada 0,2 mg I™') produciendo el desplazamiento de los
grupos tosilo. A continuacién se llevd a cabo la incubacién con diferentes
concentraciones de DON-HRP (0-5 mg I™) con la finalidad de comprobar la afinidad
entre ambos.

Una vez incubado y tras los lavados posteriores se afiadieron 50 pl de MBs-To-
pAbDON-DON-HRP en los pocillos para llevar a cabo la reaccién con el sustrato

enzimatico TMB.

Los resultados obtenidos se recogen en la tabla 13:

DON-HRP 0 0,3 0,6 1,25 2,5 5
(mgl?) 0,060 0,232 0,282 0,334 0,545 0,849

Tabla 13: Absorbancias obtenidas en el ELISA inmunomagnético utilizando MBs-To con
inmovilizacién de pAbDON (0,2 mg I'") durante 24 h y DON-HRP (0-5 mg I'"). Tiempo de
incubacion: 60 min

Se obtuvo un aumento proporcional de sefiales de absorbancia a medida que se
aumenté la concentracién de DON-HRP en el ensayo, lo que significa que al utilizar
MBs-To se produce la reaccion de afinidad entre el pAbDON inmovilizado y el DON-
HRP sintetizado. Quizas por una mejor inmovilizacion del anticuerpo sobre las
particulas magnéticas modificadas con el grupo tosilo en comparacién con las
modificadas con proteina A.



4.2 Estudio de la afinidad de anticuerpos policlonal
y monoclonal para el deoxinivalenol

Se realizd una comparativa entre los resultados obtenidos con la inmovilizacién sobre
el pocillo de poliestireno y sobre las MBs-To para una concentracion similar de
pAbDON se resume en la Tabla 14:

0 0,003 0,060
0,6 0,005 0,282
1,25 0,030 0,334
2,5 0,143 0,545
5 0,363 0,849

Tabla 14: Comparativa de absorbancias obtenidas utilizando el ELISA inmunomagnético con
inmovilizacién del pAbDON (0,25 o 0,2 mg I'") durante 24 h sobre el pocillo de poliestireno o
sobre las MBs-To y DON-HRP (0-5 mg I'') incubacién 60 min

Estos datos (Tabla 14) han demostrado que los valores de absorbancia obtenidos con
MBs-To y con inmovilizacion del pAbDON sobre el pocillo muestran la misma
tendencia, pero en el caso de utilizar MBs-To las sefiales de absorbancia son mucho
mayores.

Por el contrario, se observa que las sefales de blanco o para concentraciones bajas de
DON-HRP son mucho mayores utilizando MBs-To que sin ellas, esto es debido a una
alta unién no especifica sobre la superficie de las particulas magnéticas modificadas
con el grupo tosilo, lo que provoca problemas de unidn inespecifica de la HRP del
conjugado DON-HRP sobre las MBs-To, pero que no se producen en el caso de
trabajar sobre el pocillo de poliestireno.

4.2.1.3. Optimizacion de la transduccion electroquimica del inmunosensor

- Optimizacion de la deteccion electroquimica y de la reaccion enzimdtica sobre
electrodos serigrafiados individuales (SPCEs):

La etapa final de los inmunosensores electroquimicos mide la cantidad de conjugado
enzimatico micotoxina-HRP unido competitivamente a los anticuerpos inmovilizados
gue no ha sido desplazada por la micotoxina libre, por consiguiente, la sefal obtenida
es menor cuanta mayor es la concentracion de DON que compite.
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Puesto que son muy diversos los sustratos enzimaticos catalizados por este enzima
(HRP), para nuestro trabajo se caracterizé Unicamente la hidroquinona. La
hidroquinona (HQ) es un sustrato muy sensible de la reacciéon enzimatica de la HRP, y
en presencia de perdxido de hidrégeno (H,0,) se oxida a p-benzoquinona (pBQ),
compuesto activo electroquimicamente por lo que podemos cuantificarla aplicando el
potencial de reduccién adecuado.

Para seleccionar el potencial éptimo de reduccion de la pBQ, se caracterizd
electroquimicamente la HQ (1,8 mM) aplicando un barrido ciclico de potenciales
(voltametria ciclica, VC) sobre los mismos SPCEs. Las condiciones que se fijaron en el
potenciostato fueron:

=  Potencial inicial: -0,6 V

=  Potencial final: 1V

» Velocidad de barrido de potencial: 50 mV s

» Electrodo serigrafiado SPCEs (Universidad de Florencia, Italia).

Con la voltametria ciclica (VC) realizada en primer lugar hacia potenciales positivos se
provoco la oxidacion de la HQ para posteriormente llevar a cabo la reduccién, de igual
forma que se realizé en la etapa final del inmunosensor sobre el electrodo serigrafiado
de carbono (SPCE).

El voltagrama ciclico obtenido se muestra en la figura 45:
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Figura 45: Voltametria ciclica HQ (1,8 mM) de -0,6 a 1 V a 50 mV s™ utilizando los SPCEs
individuales

El compuesto quimico HQ presenta un potencial de oxidacién en torno a +0,4 V, y una
vez oxidada, la pBQ generada se reduce a un potencial cercano a-0,2 V.



4.2 Estudio de la afinidad de anticuerpos policlonal
y monoclonal para el deoxinivalenol

El alto valor de potenciales que separa a ambos picos (460 mV), mucho mayor del valor
tedrico de reversibilidad (52/n mV), indica un proceso de transferencia de carga lento
o irreversible electroquimicamente. Esto que en principio puede parecer un
inconveniente, en realidad en nuestro caso supone una ventaja en la deteccidn
voltamétrica aplicada al inmunosensor, pues durante un barrido catddico se evita de
una forma mas eficaz la posible oxidacion electroquimica en los menores potenciales
iniciales de la HQ, con lo que la pBQ generada provendria en parte de la oxidacién
enzimatica y ademas de la oxidacion electroquimica no relacionada esta ultima con la
extensiéon de la reaccidon del inmunoensayo competitivo. Al contrario, es importante
observar que al potencial inicial de la medida (0 V) todavia no se ha producido la
oxidacion electroquimica de la HQ debido a la irreversibilidad (separacion de los picos
anddico y catédico) del voltagrama ciclico.

Con estos valores de potencial de oxidacién y reduccién se seleccioné el salto de
potencial éptimo para la técnica cronoamperometria (AEcra), para ello se tomd la
posicién del pico catédico (-0,16 V) y se eligid un salto de potencial en el sentido de la
reduccion desde 0 hasta -0,25 V durante 90 segundos.

- Optimizacion de la concentracion H,0;:

Se realizaron medidas por cronoamperometria (CRA) con el potenciostato PGSTAT12,
provocando un salto de potencial desde 0 hasta -0,25 V para optimizar las
concentraciones del sustrato y cosustrato de la reacciéon enzimatica (HQ y H,0;), en
primer lugar en ausencia del enzima HRP unida a estreptavidina (eaHRP tomada como
patrén) para comprobar la corriente capacitativa (y faradaica) de una disolucién
blanco, que equivaldria a la corriente de una medida del inmunosensor en condiciones
de competitividad total (ausencia de DON-HRP completamente desplazado por el
DON).

Las corrientes obtenidas se muestran en la tabla 15:

Ausencia HRP I (RA) I (RA)
H,0, (0 mM) -0,059 -0,134
H,0, (0,4 mM) -0,068 -0,110
H,0, (0,6 mM) -0,073 -0,114
H,0; (1 mM) -0,098 -0,142
H,0; (1,8 mM) -0,102 -0,143
H,0, (2,4 mM) -0,113 -0,140

Tabla 15: Corrientes CRA entre 0y -0,25 V con H,0, (0 - 2,4 mM), en ausencia de HQ y con HQ
(1,8 mM) y en ausencia de eaHRP
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Se observd que cualquier concentracién de H,0, produce corrientes muy pequefias en
ausencia del enzima HRP (del orden de nA). Cuando se afiadido ademas HQ (1,8 mM) y
todavia en ausencia del enzima HRP la corriente aumentd, pero en principio no se
puede considerar interferente (aprox. -0,1 pA). Este aumento en la corriente en
presencia de la HQy el H,0, fue debido a la oxidacion de la HQ que se produce una vez
disuelta, dando pBQ generada quimicamente por el oxigeno del aire, y su posterior
reduccidn electroquimica, lo que demuestra la inestabilidad de la disolucién de HQ
que es preciso preparar inmediatamente antes de cada medida electroquimica.

Otro factor a tener en cuenta es el efecto de la presencia de la HQ en contacto con la
HRP. Se inmovilizé el enzima peroxidasa (la eaHRP comercial se tomd como patrén de
la concentracién de HRP) durante 24 h sobre la superficie del electrodo de trabajo (4
ul) a 4 °Cy protegida de la luz, y se midid la corriente generada mediante la técnica de
CRA (cronoamperometria) después de 10 minutos de reaccién enzimatica con los
sustratos de la reaccién (HQ + H,0,), contados desde la adicidn del H,0, sobre el SPCE.

Los resultados que se obtuvieron son:

HRP (0,13 pg) I (HA) I (HA)

H,0, (0 mM) -0,057 -0,023
H,0, (0,4 mM) -0,033 0,421
H,0, (0,6 mM) -0,033 -0,831

H,0, (1 mM) -0,033 -1,52
H,0, (1,8 mM) -0,023 2,34
H,0, (2,4 mM) -0,026 2,44

Tabla 16: Resultados cronoamperometria entre 0 'y -0,25 V con H,0, (0 — 2,4 mM), en
ausencia y con HQ (1,8 mM) y en presencia de eaHRP (0,13 ug) tras 10 min de reaccion

Con estos resultados se demuestra que, légicamente, para que la reaccién enzimatica
se produzca tienen que intervenir los tres reactivos (enzima + sustrato + mediador de
transferencia de carga). En ese caso, se observdé un aumento proporcional de la sefial
con el aumento de la concentracion de H,0, hasta la saturacién de la seial a partir de
H,0, (1,8 mM), tal y como se recoge en la tabla 16 y se representa en la figura 46:
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Figura 46: Resultados cronoamperometria entre 0 'y -0,25 V con H,0, (0 — 2,4 mM), con
HQ (1,8 mM) y en presencia de eaHRP (0,13 ug) después de 10 min de reaccion

A la vista de los resultados se selecciond la concentracién éptima del H,0, (1 mM), por
los buenos calibrados que se obtuvieron con esta cantidad de conjugado. A partir de
1,8 mM de H,0; la corriente alcanza un valor constante, lo que significa una saturacién
cinética de la senal maxima con mayores concentraciones.

Las condiciones seleccionadas como éptimas para la reacciéon enzimatica y deteccion
electroquimica del inmunosensor electroquimico fueron:

* HQ(1,8 mM)

" H,0, (1 mM)

= 10 minutos de reaccion enzimatica

= Cronoamperometria (0 a -0,25 V) durante 90 segundos

Una vez fijadas estas condiciones, se realizd un calibrado inmovilizando Ila
concentracién teérica deseada de DON-HRP (HRP entre 0,0001 y 2 mg I') durante 24 h
sobre la superficie del electrodo de trabajo (4 ul) a 4 °C mediante adsorcidn fisica. Se
llevd a cabo la medida por CRA (0 a -0,25 V) tras la correspondiente reaccidn
enzimatica junto con HQ (1,8 mM) y H,0; (1 mM) una vez transcurridos los 10 min.

Los resultados obtenidos se presentan en la figura 47:
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Figura 47: Resultados cronoamperometria entre 0y -0,25 V con H,0, (1 mM), y HQ
(1,8 mM) con concentraciones DON-HRP ([HRP] 0,0001-2 mg I'"). Reaccion
enzimdtica 10 min.

La corriente medida va aumentando frente al aumento de la cantidad de HRP
inmovilizada. En esta experiencia se confirmd que la reaccién electroguimica entre el
DON-HRP sintetizado con HQ (1,8 mM) y H,0, (1 mM) por CRA (0 a - 0,25 V) sucede de
forma satisfactoria, y existe un aumento de la sefal con respecto al aumento de la
concentracion del conjugado enzimatico.

4.2.1.4 Estudio de la afinidad del pAbDON sobre diferentes particulas magnéticas

Después del estudio de afinidad utilizando MBs-To como superficie solida de
inmovilizaciéon en un ensayo basado en un ELISA espectrofotométrico en el que se ha
observado un cierto biorreconocimiento del DON-HRP sintetizado por el pAbDON y
tras la eleccién de la técnica electroquimica y la optimizacién de las condiciones
Optimas de la reaccidn enzimatica, se estudid la afinidad de pAbDON y el DON-HRP
utilizado transduccion electroquimica con el objetivo de seleccionar las MBs que
ofrezcan los mejores resultados.



4.2 Estudio de la afinidad de anticuerpos policlonal
y monoclonal para el deoxinivalenol

- Afinidad del pAbDON inmovilizado sobre particulas magnéticas funcionalizadas con
el grupo tosilo (MBs-To):

Se realizaron experiencias para evaluar la adsorcion inespecifica del DON-HRP
sintetizado sobre las MBs-To (en ausencia de anticuerpo), la especificidad del
anticuerpo con las MBs-To conjugadas al anticuerpo y la competitividad de la
micotoxina. Se realizd una incubacién durante 60 min y una posterior deteccién
electroquimica en las condiciones anteriormente descritas de las experiencias en las
que se utilizo:

MBs-To

MBs-To-pAbDON
MBs-To-DON-HRP
MBs-To-pAbDON-DON-HRP

P WNRE

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 48:
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Figura 48: Estudio de afinidad y especificidad del pAbDON y el DON-HRP (1 mg I'") sobre las
MBs-To y deteccion por CRA con HQ (1,8 mM), H,0, (1 mM) 10 min, AEcz, 0 a -0,25 V.

El ensayo ha producido en primer lugar una alta sefial de fondo (-0,44 pA) en las
experiencias en la que no se ha incluido el DON-HRP por lo que es una sefial minima
que va a aparecer en cualquier experiencia. Ademas se observa una alta sefial
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inespecifica producida por la unién del DON-HRP sobre las MBs-To produciendo una
senal de -1,05 pA mucho mas alta en ausencia del pAbDON que la corriente especifica
obtenida en la ultima experiencia que en presencia del mismo (-0,57 YA).

En el caso de que sobre las MBs-To aparezcan altas uniones inespecificas, es
recomendable su almacenamiento en tampén de bloqueo con PBS en presencia de
0,1% (m/v) de albumina sérica bovina (BSA) tal y como recomiendan sus
especificaciones técnicas. La proteina BSA es una proteina de gran tamafio que se usa
habitualmente para el bloqueo de los sitios activos libres, por ejemplo en las MBs-To,
gue no han sido ocupados por el pAbDON inmovilizado, y debido a la alta reactividad
de este grupo funcional hacia los grupos amino. El bloqueo con BSA evita tedricamente
la unién inespecifica del DON-HRP sobre estas particulas magnéticas funcionalizadas y
hacia el grupo activo tosilo excedente.

Para comprobar lo anterior, se compard la corriente debida a la incubacién de DON-
HRP sintetizado (concentracién tedrica 1 mg I™) sobre las MBs-To con pAbDON
inmovilizado y en su ausencia, bloqueando en ambos casos con PBS con BSA (0,1 M,
pH 7,4; BSA 0,1% m/v) durante el almacenamiento a 4 °C.

Las corrientes obtenidas se recogen en la figura 49:

-1.60 ~
E MBs-To
-1.38

-1.40 A i MBs-To-pAbDON

-1.20

-1.00

-0.40

-0.20

0.00

0 0.1 0.2 0.4 1 2

[DON-HRP] (mg/l)

Figura 49: Estudio uniones inespecificas de DON-HRP (0-2 mg I') sobre MBs-To sin pAbDON y
con inmovilizacion de pAbDON (2 ug). Deteccion por CRA con HQ (1,8 mM), H,0, (1 mM) 10
min, AEcz, de potencial desde 0 a -0,25 V.
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Segun los resultados obtenidos, las senales inespecificas que se producen en la
reaccion de incubacién del conjugado enzimatico DON-HRP en ausencia de pAbDON
son del mismo orden que las que se producen de forma especifica por el
reconocimiento del DON-HRP por el pAbDON. El bloqueo con BSA (0,1 % m/v) no fue
satisfactorio, sino que provocd que la peroxidasa (DON-HRP) se uniera mas
fuertemente a las MBs que cuando no se realizé blogueo, probablemente debido a una
afinidad intrinseca entre ambas en estas condiciones.

A la vista de los malos resultados obtenidos con las MBs-To, se desechd su uso para el
desarrollo de los inmunosensores de DON, y se procedio al estudio con otros tipos de
funcionalizaciones.

- Afinidad del pAbDON inmovilizado sobre particulas magnéticas funcionalizadas con
la proteina A (MBs-prA):

De la misma forma a la explicada en el apartado anterior, se ensayaron las MBs
funcionalizadas con proteina A para estudiar la afinidad del pAbDON, o la ausencia de
adsorciones inespecificas sobre la superficie de estas MBs-prA o sobre la superficie de
los pocillos de poliestireno utilizados para las incubaciones del inmunosensor y previas
a la deteccion por transduccién éptica o electroquimica.

Las experiencias realizadas son las esquematizadas en los cuatro puntos posteriores
(segun el tipo de superficie sensora sobre la que se realizaron las incubaciones, en
presencia o ausencia de elemento de biorreconocimiento):

MBs-prA

MBs-prA-pAbDON
MBs-prA-DON-HRP
MBs-prA-pAbDON-DON-HRP

P WNPRE

En la figura 50 se han representado las corrientes obtenidas:
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Figura 50: Estudio de afinidad y especificidad del pAbDON y el DON-HRP (1 mg I') sobre las
MBs-prA y deteccién por CRA con HQ (1,8 mM), H,0, (1 mM) 10 min, AEcz, 0 a -0,25 V.

Se obtuvo una alta unidn inespecifica entre la peroxidasa del DON-HRP y la proteina A
de las MBs-prA dando una corriente de -0,62 YA, mientras que la sefal producida por
el reconocimiento especifico del DON-HRP por el pAbDON es de -0,70 pA (diferencia
de 0,08 pA). Ademas, del mismo modo que ocurrié con las MBs-To la seiial de fondo
gue se obtiene en ausencia del conjugado enzimatico es de aproximadamente -0,4 pA.

Se procedid de igual manera que para las MBs-To utilizando los bloqueantes tipicos
como son BSA y caseina (0,1% m/v) para evitar las uniones inespecificas del DON-HRP
sobre las particulas magnéticas o sobre los sitios libres de unién de su superficie.

En este caso se realizd una etapa de bloqueo de 30 min con cada uno de los
blogueantes (caseina y BSA) Unicamente sobre las MBs-prA sin el anticuerpo
inmovilizado para evaluar si mediante el uso de bloqueantes se podrian minimizar las
sefiales producidas por la unién del conjugado enzimatico a la proteina A. Tras la etapa
de bloqueo se procedio a realizar tres etapas de lavado (dos lavados con 500 pl PBST y
un lavado con 500 pl PBS) segun el procedimiento habitual utilizando un campo
magnético.

Ademads para tener las sefiales de referencia y poder comprobar si el bloqueo es
efectivo se incubé también DON-HRP (1 mg I'*) sobre las MBs-prA y sobre las MBs-prA-
pAbDON ambas sin bloquear.

Los resultados obtenidos se representan en la siguiente figura 51:
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Figura 51: Estudio de especificidad del pAbDON y el DON-HRP (1 mg I'') sobre las MBs-prA y
deteccion por CRA con HQ (1,8 mM), H,0, (1 mM) 10 min, AEcz, 0 a -0,25 V.

Se concluyd con estos resultados que el uso de estos bloqueantes de naturaleza
proteica no es satisfactorio para evitar la unién inespecifica durante el
biorreconocimiento, ya que se observa que la peroxidasa del conjugado DON-HRP se
une mejor a los bloqueantes de lo que es capaz de unirse al pAbDON inmovilizado, al
ser mayores las corrientes debidas a la HRP del conjugado sintetizado sobre el
bloqueante.

Por lo tanto, se decidié ensayar otros tipos de funcionalizaciones de las MBs que
permitieran un mayor recubrimiento de su superficie por el pAbDON inmovilizado
evitando asi que queden huecos libres en los que el DON-HRP pueda fijarse dando los
problemas de inespecificidad que se han obtenido tanto con las MBs-To como con las
MBs-prA.

- Afinidad del pAbDON sobre particulas magnéticas funcionalizadas con un
anticuerpo genérico (MBs-algG)

Viendo los resultados de experiencias anteriores utilizando MBs-To y MBs-prA se
decidié estudiar otras particulas magnéticas modificadas con un anticuerpo genérico
tipo IgG. La unidn entre anticuerpos se produce siempre entre la regién F,, de uno de
ellos, con la region F.del otro, por lo que la unién del pAbDON sobre el anticuerpo IgG
permite que su regidn F,, se mantenga libre para que la reaccién de
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biorreconocimiento con el DON y el DON-HRP se produzca satisfactoriamente, tal y
como se muestra en la figura 52.

MBs-algG

Figura 52: Inmovilizacion del pAbDON (azul) por su region F.a la region F,, del anticuerpo
tipo IgG del recubrimiento de las MBs-algG

Al igual que para los otros tipos de MBs, en este apartado se describe el estudio de las
MBs-algG como soporte sélido de inmovilizacién de los anticuerpos de DON y sus
caracteristicas que permiten utilizarlas en el disefio de inmunosensores de esta
micotoxina. Para optimizar la cantidad de anticuerpo, se realizdé el estudio de la
inmovilizaciéon de pAbDON sobre las MBs-algG durante 10 y 60 minutos, ya que en las
especificaciones técnicas se recomienda este intervalo de tiempos, a una temperatura
de 4 °Cy con agitacién. A continuaciéon las MBs-algG-pAbDON se incubaron durante 60
minutos con tres concentraciones diferentes de DON-HRP.

Se midieron las corrientes de la pBQ generada después de la reaccidén enzimatica de
transformacién de la HQ con concentraciones de DON-HRP que se modificaron entre la
concentracién estequiométrica de DON-HRP (0,296 pg I'*) para la cantidad de pAbDON
inmovilizado sobre las MBs-algG suponiendo una relacién molar 1:1, y otras dos
concentraciones diferentes, una por encima (0,50 pg ™) y otra por debajo (0,15 pg I'")
de este valor estequiométrico.

Los valores de corrientes medidas se indican en la figura 53:
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Figura 53: Comparacion de las corrientes obtenidas con diferentes concentraciones de DON-

HRP (0,15 0,296 y 0,5 ug I'), sobre MBs-algG- pAbDON (0,075 pug), inmovilizacién 10 min o 60
min, AEcga: de 0 a -0.25 V

Se observod que para la misma concentracién de DON-HRP la corriente fue mayor para
las experiencias que se llevaron a cabo con un tiempo de inmovilizacién del pAbDON
sobre las MBs-algG de 60 min, obteniéndose un incremento en la corriente medida del
50 % aproximadamente, lo que parece indicar que se inmovilizé el doble de pAbDON
durante los 60 minutos que durante los 10 minutos.

A continuacién se estudid la unién no especifica entre el DON-HRP y las MBs-algG,
comparando experiencias en ausencia y en presencia de pAbDON tras la inmovilizacién

durante 60 min, para las tres concentraciones de DON-HRP utilizadas anteriormente.

Las corrientes medidas fueron las indicadas en la Figura 54:
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Figura 54: Comparacién de diferentes concentraciones de DON-HRP (0,15 0,296 y 0,5 ug I'"),
sobre MBs-algG- pAbDON (0,075 ug), inmovilizacion 60 min, AEcz,: de 0 a -0.25 V

Se observd un ligero aumento de la corriente a medida que aumenta la concentracién
de DON-HRP en el ensayo, aunque aparecié una fuerte unidn inespecifica del
conjugado enzimatico DON-HRP sobre las MBs-algG en las experiencias en ausencia de
pAbDON.

La sefial obtenida en presencia y ausencia de pAbDON fue muy similar, por lo que se
concluyd que el ensayo realizado sobre MBs-algG no es el adecuado para llevar a cabo
el desarrollo del inmunosensor, es decir, la unién inespecifica del conjugado
enzimatico con este tipo de MBs es elevada (-0,166 pA frente a -0,186 pA de unidn
especifica).

- Afinidad del pAbDON sobre particulas magnéticas funcionalizadas con grupos
carboxilos (MBs-COOH):

Después del estudio de la afinidad del pAbDON inmovilizado sobre diferentes tipos de
MBs, obteniéndose resultados analiticamente poco favorables producidos por la baja
diferencia de sefial producida entre las experiencias que incluyen pAbDON vy las que
no, se procedid a utilizar particulas magnéticas funcionalizadas con grupos carboxilos
(MBs-COOH). Para la inmovilizacion del pAbDON sobre las MBs-COOH se realiza un
enlace amida utilizando el reactivo EDC (procedimiento habitual de la carbodiimida).
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En la optimizacion de la concentracion de DON-HRP se trabajo con tres
concentraciones diferentes (2,5, 6 y 10 pg I'*). La concentracién de 6 pg I* correspondia
con la cantidad estequiométrica en relacion a los moles de pAbDON inmovilizados
sobre las MBs-COOH (5,926 pg I de DON-HRP) suponiendo una unién 1:1 entre el
pAbDON y el DON durante la reaccion de afinidad, y otras dos concentraciones, una
por encima (10 ug I') y otra por debajo (2,5 pg I*) del valor tedrico anterior. Se
evaluaron los resultados en presencia y ausencia del elemento de biorreconocimiento
(pAbDON).

Las corrientes medidas para cada una de las concentraciones fueron:

H sin pAbDON

L pAbDON (1.5 ug)
-0.300

-0.250 -0.260
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Figura 55: Comparacion de las corrientes obtenidos utilizando distintas concentraciones de
DON-HRP, MBs-COOH (30 ug) en presencia y ausencia de pAbDON (1,5 ug). AECz, 0y -0,25 V

Se observé un aumento en las corrientes medidas al comparar las experiencias en
presencia y ausencia de pAbDON, por lo que se puede asegurar que el pAbDON ha sido
inmovilizado con la orientacién adecuada sobre las MBs-COOH, y mantiene su afinidad
hacia el DON-HRP.

La mayor diferencia de corriente en presencia y en ausencia del pAbDON, se observd
para la concentracién de DON-HRP de 6 pg I, que coincide con la concentracidn
estequiométrica calculada para la concentracién afiadida de pAbDON en funcién de la
capacidad tedrica de unidn de las MBs-COOH. Se produjo un aumento en la corriente
medida del 47,6% entre la experiencia en ausencia y en presencia de pAbDON. Ademads
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se puede asegurar que no seria necesario aumentar la concentracion de DON-HRP en
el ensayo ya que la sefial permanece constante a partir de DON-HRP (6 pg I'*) que
produce la saturacién de los sitios de unién del anticuerpo inmovilizado en las
condiciones citadas. Por el contrario se obtuvo una alta sefial de fondo (-0.131 pA) en
ausencia del anticuerpo, especialmente alta en la experiencia que incluye DON-HRP

(10 pg I™).

En el estudio de la afinidad del anticuerpo policlonal (pAbDON) con el conjugado DON-
HRP sintetizado siguiendo el procedimiento 3.4.1 [101] se ha demostrado
experimentalmente que la reaccion de biorreconocimiento de este anticuerpo
policlonal no es adecuada como base para un inmunosensor suficientemente sensible,
especifico y selectivo a esta micotoxina. El motivo ha sido la baja afinidad del
anticuerpo policlonal hacia el DON una vez que éste ha sido conjugado a la HRP por el
procedimiento explicado.

El DON requiere la introduccién de un grupo carboxilo que pueda ser activado
facilmente para la unién covalente a los grupos amina contenidos en las proteinas
portadoras formando enlaces amida muy estables. EIl DON posee varios grupos
funcionales disponibles por lo que pueden realizarse diferentes reacciones quimicas
de conjugacion para la formacién de esta amida. Las mas frecuentes han sido las que
hacen uso de la N-hidroxisuccinimida (NHS), de las carbodiimidas solubles en agua
(WSC) o través del 1,1,-carbodiimidazol (CDI) y de los anhidridos mixtos (MA) [270].

El 1,1'Carbonildiimidazol (CDI) es un reactivo de acoplamiento multifuncional que
forma enlaces amida y carbamato no cargados y de longitud cero. El carboxilo y los
grupos hidroxilo de moléculas diana se convierten facilmente en un acilimidazol o
imidazolcarbamato por reaccion con el CDI. Estos intermedios son entonces
reemplazado con nucledfilos tales como las aminas de las proteinas para formar
enlaces covalentes estables. La reaccion CDI por lo tanto, se debe complementar con
una micotoxina que posea grupos carboxilo o hidroxilo (naturales o introducidos por
otra reaccion quimica de acoplamiento) [270].

Para que un anticuerpo sea capaz de reconocer de forma eficiente a un antigeno (DON
en este caso) seria conveniente que el conjugado de DON utilizado en la inmunizacién
del animal vivo para la obtencién de los anticuerpos, tuviera la proteina portadora en
la misma posicién que el conjugado enzimatico utilizado en los inmunoensayos y que
debe reconocer dicho anticuerpo. Es decir, dado que las posiciones mas activas del
DON para la unién de grupos funcionales (o proteinas en este caso) son las posiciones
3y 15, seria recomendable que los conjugados de DON utilizados tanto en la etapa de
inmunizacion del animal como en el inmunosensor contuvieran la proteina o enzima
unida por el mismo carbono.
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Frecuentemente, se lleva a cabo una reacciéon donde se transforma el DON en 15-
acetil-DON [271] para posteriormente conjugarlo en la posicién 15 de forma selectiva
con hemocianina y albumina de sérica bovina donde el grupo NH-se origina a partir de
un grupo amino primario de la proteina [67; 111].

NH=—Protein

o

Figura 56: Conjugacion de una proteina al DON mediante su posicién [67]

Este procedimiento implica el bloqueo previo del OH- de la posicion 3, (el grupo OH- de
la posicién 7 no seria necesario debido a su baja reactividad) para que la Unica posicién
reactiva sea la del carbono 15.

Es preciso recordar que, tal como se ha explicado, el DON posee varios grupos
funcionales desde los que se pueden unir por enlaces covalentes a moléculas de
proteina [255].

En nuestro caso, el procedimiento seguido para la sintesis del DON-HRP se realizd en
dos etapas. En primer lugar la HRP se afiadié con los grupos sulfhidrilos protegidos de
la unién de aminas que posteriormente se desprotegen por reaccion con SATA. A
continuacion, los grupos -OH de deoxinivalenol hicieron reaccionar con el grupo
isocianato del reactivo PMPI para formar un enlace carbamato. Por ultimo se realizé
una reacciéon entre la maleimida del deoxinivalenol-PMPI con los grupos -SH del
conjugado HRP-SATA formando enlaces tioéter estables [101; 118]. En una
comparativa de las bandas obtenidas por SDS-PAGE para HRP y deoxinivalenol-HRP, se
observé que la formacion de conjugado de HRP era evidente ya que se obtuvo una
banda de peso molecular mas alto que la de la HRP no conjugada. Sin embargo, no
pudo determinarse el grado de carga de hapteno por SDS-PAGE, debido a las
limitaciones en la resolucion y el tamafio de la proteina grande en relacién con la de la
forma conjugada [228].

A la vista de los resultados obtenidos, la sintesis realizada del conjugado de DON-HRP
no fue selectiva en una de las posiciones, por lo que el reconocimiento del pAbDON
no fue correcto. En conclusion, el anticuerpo pAbDON DO1F-1 lote 1, (Antiprot,
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Aachen, Alemania) no es el adecuado para el reconocimiento especifico y selectivo del
conjugado DON-HRP que se ha sintetizado mediante los grupos OH disponibles del
DON por el motivo de no coincidir con el conjugado utilizado como inmundégeno DON-
BSA utilizado en la elicitacién de la creacién de este anticuerpo. Por otro lado, ademas
de la dificil accesibilidad del DON (proveniente del DON-HRP), el conjugado DON-HRP
se adsorbe inespecificamente sobre las superficies sdélidas (y sobre otras biomoléculas)
utilizadas en el inmunosensor, tales como la superficie de los pocillos de poliestireno o
las particulas magnéticas, debido a la activacién producida por los reactivos de la
sintesis (SATA y PMPI), que interfieren a la unién especifica del anticuerpo. El exceso
en la relacion molar de HRP sobre el DON dificulta asi mismo el biorreconocimiento del
anticuerpo sobre la micotoxina.

Por estos motivos, se decidié utilizar nuevos biorreactivos (anticuerpo y conjugado
DON-HRP) que permitieran por un lado un reconocimiento mas eficiente del DON vy
DON-HRP por el anticuerpo y por otro que se evitaran uniones no especificas del
conjugado enzimatico sobre las MBs, los grupos funcionales que recubren estas MBs y
en general todas las superficies sélidas del inmunosensor.

Aunque no siempre es asi, en general los anticuerpos monoclonales suponen mayor
afinidad, reproducibilidad y especificidad hacia el antigeno correspondiente, siempre
gue se escoja el conjugado enzimatico del antigeno adecuado, que habra de coincidir
con el reconocimiento de los grupos funcionales de la propia molécula de antigeno
(epitopos) tanto en este conjugado como en el utilizado como inmunégeno.

4.2.2 Anticuerpo monoclonal

A la vista de los resultados obtenidos con el par formado por el pAbDON y el DON-HRP
sintetizado en nuestro laboratorio, con los que se concluyd que la afinidad entre ellos
se producia con un bajo rendimiento, y con altas uniones inespecificas por parte de la
HRP sobre las superficies sélidas de trabajo (diferentes funcionalizaciones de MBs), se
decidid estudiar la afinidad entre nuevos pares de biorreactivos (anticuerpos y DON-
HRP).

Después de una recopilacion de la disponibilidad de diferentes anticuerpos
comerciales y posibilidades de conjugacion del DON compatibles, y de ensayos previos
con varios de ellos (ELISA convencional), los mejores resultados analiticos previos se
dieron con el anticuerpo monoclonal mMAbDON de R-Biopharm IB12 (tipo IgG1
procedente de ratdn, R-Biopharm, Darmstadt, Alemania) y el conjugado enzimdtico
DON-HRP (5121DONCO/NN6994, Europroxima, Holanda) procedente de un kit
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comercial ELISA de esta casa comercial (kit 5121DON, Europroxima, Holanda). La
calidad de estos reactivos, que se encuentran purificados por cromatografia de
afinidad, produjo a priori buenos resultados.

En los apartados posteriores se muestran los resultados del estudio analitico del
anticuerpo mAbDON (R-Biopharm) combinado con el conjugado enzimatico DON-HRP
(Europroxima), y su utilizaciéon en nuevos inmunosensores del DON.

4.2.2.1 Estudio de la afinidad (mAbDON) mediante ELISA convencional

En primer lugar se estudié la afinidad del mAbDON (R-Biopharm) mediante
procedimientos ELISA convencionales de inmunoensayo, utilizando competitivamente
DON-HRP (Europroxima). Para ello se realizaron incubaciones antigeno-anticuerpo en
un tiempo optimizado de 60 min utilizando 50 ul del DON-HRP sobre los pocillos de la
placa ELISA directamente sin modificar, y sobre los pocillos modificados con mAbDON
(60 mg I™") en tampdn CB durante 24 h a 4 °C. Con esta experiencia se evalud la unién
inespecifica del DON-HRP sobre el pocillo de poliestireno y la afinidad del mAbDON por
el DON-HRP.

Los resultados se representan en la figura 57:
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Figura 57: Absorbancias obtenidos en ELISA aiiadiendo DON-HRP (50 ul Europroxima), 60 min
de incubacion sobre pocillo sin modificar y con inmovilizacion de mAbDON
(60 mg I'') en tampén CB durante 24 h a 4 °C

Estos resultados fueron muy satisfactorios, encontrandose que la unién inespecifica
observada del DON-HRP sobre el pocillo (sin bloquear) fue muy baja (0,030 unidades
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de absorbancia). De igual modo, se comprobd que existe una alta reaccién de afinidad
entre el mAbDON y el DON-HRP (0,282 unidades de absorbancia), existiendo un
biorreconocimiento especifico del anticuerpo hacia el DON-HRP.

Para comprobar si la propia HRP presenta unién inespecifica hacia el mAbDON, sobre
los pocillos modificados con mAbDON (60 mg I™) en tamp6n CB durante 24 h a 4 °C, se
utilizé un patrén de HRP (1 mg I™) vy se incubd sobre este pocillo en las mismas
condiciones (para descartar uniones inespecificas del enzima HRP sobre el mAbDON) y
se llevé a cabo una experiencia competitiva utilizando mAbDON (60 mg I7)
inmovilizado sobre los pocillos, y DON-HRP (50 ul Europroxima) junto con patrones de
DON (0, 5y 10 pg I'") durante 60 min de competicién.

Los resultados se han representado en la figura 58:
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Figura 58: Absorbancias obtenidas por ELISA afiadiendo HRP (1 mg ") o DON-HRP (50 ul
Europroxima) 60 min incubacion sobre pocillos con mAbDON inmovilizado
(60 mg I'') en tampdn CB durante 24 h a 4 °C

En primer lugar se observd que la HRP no se une inespecificamente sobre el mAbDON,
dado que la absorbancia obtenida (0,017 unidades de absorbancia) es muy pequefia
(es decir, practicamente ausencia de HRP que produzca la aparicion de absorbancia
con el sustrato). Por otro lado, en comparacion con la absorbancia en ausencia de DON
(unién del DON-HRP al anticuerpo inmovilizado sobre el pocillo), la presencia de
concentraciones crecientes de DON provoca disminuciones de absorbancia debidas a
la competitividad de la micotoxina en la unidon sobre los sitios disponibles de
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anticuerpo. Con respecto a la experiencia sin inhibicién con DON (0 ug 1), la
disminucion de la absorbancia medida es del 76% para 5 pg I"* de DON y de un 83%
para 10 pg I de DON.

Con los resultados obtenidos con medidas por ELISA espectrofotométrico en las
condiciones indicadas, se demostraron varios hechos importantes para un
inmunosensor: el mAbDON (R-Biopharm) reconoce al DON y al DON-HRP
satisfactoriamente y se demostré una alta reaccion de afinidad por el DON-HRP
(Europroxima) y una casi despreciable unién inespecifica de la HRP sobre el
mAbDON, lo que indica en primer lugar que el mAbDON y DON-HRP son puros y se
unen por su afinidad mutua, al contrario de lo que ocurrié con el pAbDON (de ahi
todos los problemas derivados de uniones inespecificas). Ademas la sintesis del
conjugado enzimatico comercial utilizado y la purificacién posterior es correcta ya que
no se ha observado un exceso de la HRP sobre el DON viendo que el conjugado no se
puede unir inespecificamente ni sobre el pocillo ni sobre el mAbDON, tal y como se
observé en el caso del DON-HRP sintetizado por el procedimiento SATA-PMPI.

Por todas estas primeras conclusiones se decidié seguir utilizando estos nuevos
biorreactivos y su posterior optimizacion para el disefio de nuevos inmunosensores,
descartando en el futuro el uso del pAbDON y del DON-HRP sintetizado en nuestro
laboratorio, por los problemas analiticos descritos en los apartados anteriores.

4.2.2.2 Particulas magnéticas (MBs) en el desarrollo y optimizacion de un ELISA
inmunomagnético

Una vez comprobado que el mAbDON inmovilizado sobre los pocillos de poliestireno
reconoce correctamente y con alta selectividad tanto al DON libre provocando una
reaccion competitiva, como al DON del conjugado enzimatico (DON-HRP, Europroxima)
se procedid a la inmovilizacion del anticuerpo sobre diferentes tipos de MBs para
estudiar las mdas adecuadas para su uso en un inmunosensor magnético.

En primer lugar se ensayaron MBs funcionalizadas con grupos tosilo (MBs-To), por la
sencillez de union covalente con proteinas a través de su grupo amino (sin necesidad
de reactivos adicionales, como en el caso del procedimiento de la carbodiimida).

Para evaluar la posible adsorcién de la HRP sobre las MBs-To sin modificar se afadid
DON-HRP (30 pl) sobre MBs-To (5 pg por experiencia), en ausencia de mAbDON.
Ademas se incubd durante 60 minutos DON-HRP (30 y 60 pl) sobre MBs-To-mAbDON
(inmovilizacion del mAbDON (6 pg), sobre 10 pl de MBs-To durante 24 h (Apartado
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3.4.3.2) quedando finalmente en el pocillo 5 pg de MBs-To-mAbDON en cada
experiencia.

Los resultados con los tipos de MBs-To indicadas se recogen en la figura 59:
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Figura 59: Absorbancias obtenidos utilizando MBs-To (5 ug) en presencia y ausencia de
mAbDON (0,1 ug por experiencia), DON-HRP (30 o 60 ul) durante 60 min

A partir de los resultados obtenidos puede decirse que el mAbDON (R-Biopharm)
inmovilizado sobre las MBs-To es capaz de reconocer satisfactoriamente al DON-HRP,
obteniéndose ademds un aumento proporcional de la sefial con el aumento de la
cantidad de DON-HRP durante la incubacion (en otros ensayos se observd saturacién
de los sitios libres de unién del anticuerpo para esta cantidad de DON-HRP) y una baja
adsorcion de la HRP (Abs = 0,078) sobre los grupos tosilo no modificados con
anticuerpo.

Se evaluaron ademas otros tipos de particulas magnéticas para tener una comparativa
y poder seleccionar las MBs con mejores resultados analiticos. Como consecuencia de
ensayos previos con diferentes tipos de MBs y de anticuerpos realizados en el grupo de
investigacion, y por sus caracteristicas, se estudiaron MBs funcionalizadas con
proteina G (MBs-prG), donde la proteina G se une con gran afinidad a la regién F. de
anticuerpo procedentes de ratones, como es el caso del mAbDON, dejando asi su parte
Fab hacia el exterior y mejor expuesta a las uniones de afinidad con el DON.

Nuevamente se comprobd tanto la afinidad como la aparicion de adsorciones
inespecificas de la HRP sobre la proteina G, realizando una incubacidon durante 60
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minutos de DON-HRP (25 pul) sobre las MBs-prG (5 pg) en ausencia de mAbDON y sobre
MBs-prG-mAbDON (inmovilizacién del mAbDON (2,4 pg), sobre 10 pl de MBs-prG
durante 10 min (Apartado 3.4.3.5), quedando finalmente en el pocillo 5 ug de MBs-
prG-mAbDON.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 60:

0.257 B MBs-prG

0.25 +
MBs-prG-mAbDON

0.2 A

n
L2 0.15 -

0.1

0.055
- A—-
0 -

DON-HRP (25 pl)

Figura 60: Absorbancias obtenidos utilizando MBs-prG (5 ug) en presencia y ausencia de
mAbDON (0,04 ug por experiencia), DON-HRP (25 ul, Europroxima) durante 60 min

Se observé que del mAbDON no disminuye su afinidad por el DON-HRP una vez
inmovilizado sobre las MBs-prG, y se ha obtenido una mayor absorbancia para la
experiencia con MBs-prG que con MBs-To pese a utilizar menor cantidad de mAbDON
acorde con la capacidad de unién de cada una de las particulas magnéticas (capacidad
de union 20 pg Ab/mg MBs en las MBs-To frente a 8 ug Ab/mg MBs de las MBs-prG), y
por consiguiente también menor cantidad de DON-HRP en las condiciones
comprobadas de saturacion (defecto de anticuerpo sobre DON-HRP), lo que pone de
manifiesto que la correcta inmovilizacion del mAbDON sobre este tipo de particulas
(MBs-prG) y la mayor eficiencia de reconocimiento del anticuerpo al encontrarse
inmovilizado de forma orientada.

La absorbancia obtenida anadiendo DON-HRP (25 pl) sobre las MBs-prG en ausencia de
mAbDON fueron menores que en el caso de las MBs-To con iguales cantidades de MBs
y de DON-HRP, lo que ademas significa una menor afinidad (inespecifica) de la proteina
G hacia el enzima HRP (unida al DON).

141



142

Capitulo 4: RESULTADOS Y DISCUSION

En el estudio de reaccién competitiva del DON-HRP en presencia de micotoxina libre,
se llevd a cabo la competicién durante 60 minutos con DON (10 y 100 pg I'%), utilizando
MBs-prG (5 pg) con inmovilizacion de mAbDON (0,04 ug).

0.3 -

0.246

0.25 -

0.2 A

0.15 -

Abs

0.05 - 0.043

0.017

0 10 100
DON (ug/l)

Figura 61: Absorbancias obtenidos utilizando en cada experiencia MBs-prG (5 ug) con
mAbDON 0,04 ug), reaccién de competicion de DON-HRP (25 ul) y DON (0, 10 y 100 ug ')
durante 60 min

En las absorbancias de esta figura (Figura 61), se observa una disminucién progresiva
de la sefial con concentraciones crecientes del DON en comparaciéon con la
absorbancia en ausencia no competitiva del DON (0 ug I'"), siendo esta disminucion del
82,5% para DON (10 pg I™") y de un 93,1% para DON (100 pg I").

Ademas dentro del grupo de investigacién se consideraron otros tipos de MBs (MBs-
COOH, MBs-NH,, MBs-algG), que no mejoraron las propiedades de las MBs-prG
habiendo efectuado similares ensayos previos de adsorcién inespecifica, unién
(afinidad) del anticuerpo y competitividad.

En conclusién, la inmovilizacién del mMAbDON sobre MBs funcionalizadas con proteina
G se produjo de forma mucho mas eficiente (mayor cantidad de anticuerpo en relacién
a los grupos activos y capacidad de unidn), que sobre las MBs con grupos tosilo y
obteniendo ademds menores adsorciones no especificas de los grupos reactivos de
estas MBs sobre el enzima HRP, con unas propiedades de biorreconocimiento mejores
hacia el DON y DON etiquetado debido a la inmovilizaciéon orientada del anticuerpo
sobre la proteina G.

Adicionalmente, la inmovilizacion del anticuerpo requiere mucho menos tiempo en el
caso de la proteina G (10 minutos) que con respecto al grupo tosilo (24 horas), siendo
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éste mas reactivo hacia las proteinas y en consecuencia hacia la HRP. Por estos
motivos, para el desarrollo y optimizacion del inmunosensor se escogié las MBs-prG
por sus mejores resultados analiticos.

4.3 OPTIMIZACION Y DESARROLLO DE UN INMUNOSENSOR DIRECTO
COMPETITIVO PARA LA DETERMINACION DE DEOXINIVALENOL

Para el disefio del inmunosensor magnético competitivo directo (transduccién
electroquimica y 6ptica) para la determinacidon cuantitativa de DON se optimizaron
cada una de las siguientes variables que influyen en sus propiedades analiticas:

Cantidad del mAbDON inmovilizado sobre las MBs-prG

Cantidad (ug totales) de particulas magnéticas (MBs-prG) en cada experiencia
Dilucién del conjugado enzimatico DON-HRP

Tiempo de la etapa de competicidén

Temperatura de la etapa de competicidon

o un kA w N PR

Etapas de separacion y lavado (numero de lavados, presencia de tensoactivos
para evitar atracciones hidrofébicas como Tween-20, agitacion)
7. Optimizacién de la transduccidn éptica y electroquimica (revelado enzimatico

amplificado).

Como se ha expuesto en el apartado anterior, se seleccionaron las MBs-prG por sus
buenas propiedades con los biorreactivos utilizados en el inmunosensor de DON. En
primer lugar, una de las optimizaciones mas importantes es la de la cantidad de sitios
de unidn de anticuerpo (que puede variarse por la cantidad de MBs modificadas
afiadidas al ensayo o con la cantidad de anticuerpo inmovilizado sobre las mismas) en
relacién a la concentracion competitiva de DON-HRP en el ensayo. Por ejemplo, un
gran exceso de anticuerpo monoclonal en relacidn al conjugado enzimatico haria que
la competitividad del DON apareciera con mayores concentraciones, mientras que
pequefias cantidades de anticuerpo (con las consiguientes menores cantidades
estequiométricas de DON-HRP) harian al inmunosensor mds sensible pues menores
concentraciones de DON comenzarian a inhibir y disminuir la sefial medida.

Sin embargo, aun con mayores cantidades de anticuerpo, la sensibilidad de los
inmunosensores que hemos desarrollado se encuentra muy por debajo de las
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concentraciones maximas permitidas de DON por la legislacion europea (entre 200 y
1750 pg Kg™* segiin el Reglamento 1126/2007 [272]). La ventaja de la gran sensibilidad
conseguida frente a la requerida por la legislacion, como se vera mds adelante, es que
tras la extraccion de la muestra, ésta podra diluirse en mayores volimenes de tampén
PBS, disminuyendo sustancialmente los efectos provocados por las matrices naturales
de las muestras de cereales, y teniendo asi un menores influencias (proporciones) de
disolventes organicos, utilizado en la extraccion.

A continuacién se detallan las diferentes experiencias de estas optimizaciones, que se
llevaron a cabo tanto con mELISA como utilizando deteccion electroquimica.

4.3.1 mELISA utilizando particulas magnéticas funcionalizadas con proteina G:

En los inmunosensores competitivos que hemos desarrollado, podemos encontrar tres
secuencias diferenciadas. La primera, la inmovilizacion del anticuerpo sobre la
superficie sdlida de las MBs, la segunda la etapa de competicion entre DON y DON-HRP
sobre los sitios de union del anticuerpo monoclonal, y la tercera la transduccién
analitica de la sefial (6ptica o electroquimica).

Nuestro objetivo fue el desarrollo de inmunosensores competitivos directos para el
DON utilizando particulas magnéticas, tanto con transduccién espectrofotométrica UV-
Visible (lo denominaremos mELISA) como electroquimica usando deteccién
amperométrica (lo denominamos Inmunosensor electroquimico). Mientras que la
primera secuencia es comun a los inmunosensores estudiados con los biorreactivos
pAbDON y el conjugado DON-HRP sintetizado, en la segunda se utilizaron placas ELISA
convencionales de poliestireno de 96 pocillos en el propio inmunoensayo competitivo
para hacerla comun a ambos tipos de transduccion.

La utilizacién de los pocillos para llevar a cabo la etapa de competicién (en lugar de
viales independientes), con sus correspondientes etapas de reacciones de afinidad,
separaciones y lavados, tiene la ventaja de que pueden llevarse a cabo
simultdaneamente hasta un numero de 96 reacciones (por ejemplo en calibrados
simultdneos para determinaciones en alimentos), de forma homogénea, y sin
problemas afiadidos (por ejemplo posibles adsorciones no especificas o efectos de la
matriz sobre las superficies porosas de las tintas de serigrafiado en el caso de realizar
las incubaciones directamente sobre electrodos SPCEs). El uso de particulas
magnéticas que pueden ser confinadas bajo la acciéon de un campo magnético facilita
enormemente el trabajo, y mejora la eficacia de todas las separaciones que han de
llevarse a cabo (el rendimiento de separacion magnética alcanza el 100 % de retencién
de las MBs). Si bien las optimizaciones del propio inmunoensayo se realizaron por lo
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tanto sobre los pocillos para ambos inmunosensores, algunas de las variables
optimizadas son diferentes dependiendo del tipo de transduccién, por ejemplo una
cantidad excesiva de MBs podria apantallar las medidas electroquimicas en la
transduccidon amperométrica, al dificultar la velocidad de transferencia de carga de los
mediadores electroquimicos generados enzimaticamente (pBQ).

El mELISA permite ademas, previamente al inmunosensor electroquimico, conocer la
reactividad del mAbDON una vez inmovilizado sobre las MBs-prG, la extensién de la
reaccion de biorreconocimiento, la estequiometria y los valores de inhibicidn
competitiva para diferentes cantidades relativas de conjugado y de anticuerpo (que
van a depender de la modulacién de la sensibilidad que requerimos para el
inmunosensor en base a los requerimientos de la legislacién aplicable), y en general
conocer las mejores condiciones de la competicion.

4.3.1.1 Optimizacion de la concentracion del mAbDON inmovilizado sobre las MBs-
prG

La primera variable estudiada fue la concentracién de mAbDON a inmovilizar sobre las
MBs-prG. Las especificaciones técnicas de las MBs-prG contemplan una capacidad de
union tedrica de 8 ug de anticuerpo por cada miligramo utilizado de MBs-prG.

La concentracion de mAbDON segun la capacidad de unidn teérica de las MBs-prG (se
partio de 10 ul) es de 5 mg I gue se corresponde con 2,4 ug de mAbDON. Se
ensayaron tres concentraciones diferentes de mAbDON (0,6; 5y 10 mg I™%), sobre 10 pl
de MBs-prG, y se inmovilizd durante un tiempo de 10 minutos siguiendo el
procedimiento detallado en el Apartado 3.4.3.5. De forma cruzada, para cada una de
estas cantidades de anticuerpo se midieron las absorbancias correspondientes a tres
diluciones diferentes (1/100, 1/10 y 1/1) del conjugado enzimatico DON-HRP
(Europroxima) en PBS (0,1 M, pH 7,4) con el objetivo de ver la pareja de
concentraciones que proporcionaba la mayor sensibilidad.

Las absorbancias obtenidas se muestran en la figura 62:
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Figura 62: Optimizacién de la dilucion éptima de DON-HRP (1/100, 1/10y 1/1 en PBS
(0,1 M, pH 7,4)) y de la concentracién de mAbDON (0,6; 5 y 10 mg I'"), inmovilizado
sobre MBs-prG (5 ug), Tiempo de incubacion: 60 min

Segun los resultados de la figura 62, el uso de una concentracién pequena de mAbDON
(0,6 mg I'"), inferior a la capacidad de unién tedrica de las MBs-prG, es insuficiente y
proporciona absorbancias muy pequefias aun con la mayor concentracion de DON-
HRP.

Para cantidades mayores de anticuerpo (5 y 10 mg I?), se observé la saturacién
(maxima sefial, igual en ambos casos) con diluciones de DON-HRP de 1/1 (v/v) (méaxima
concentracion disponible) lo que indica que los sitios de unidn de anticuerpo ya se
encuentran saturados en el caso intermedio (5 mg I'), y que mayor cantidad de
anticuerpo (10 mg I'!) no permite unirse mayor cantidad de conjugado enzimatico al
encontrarse en este caso en gran exceso el anticuerpo frente al DON-HRP en defecto
(dilucion maxima 1/1, v/v). Para evitar un gasto innecesario y trabajar con un gran
exceso de anticuerpo que haria al inmunosensor menos sensible (con 10 mg It de
mAbDON, el DON podria unirse directamente al mAbDON en exceso sin competir con
el DON-HRP), se selecciond como valor éptimo de anticuerpo para las MBs-prG la
concentracién de mAbDON de 5 mg I (equivalente a 2,4 ug totales de mAbDON para
la cantidad total de MBs utilizada).

No obstante, evaluando las absorbancias obtenidas, aun utilizando la maxima
concentracién de DON-HRP (1/1, v/v) se observé que estos valores son demasiado
pequefios (Abs ~ 0,045), lo que conlleva baja sensibilidad y pequefias disminuciones
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del porcentaje de absorbancia posibles con concentraciones competitivas crecientes
de DON.

Ante este problema, se precisé de un nuevo conjugado de la misma casa comercial
(Europroxima) pero con una mayor concentracidén, que permitiera aumentar las
sefiales. Se consiguié un nuevo conjugado enzimatico, con el mismo nimero de lote de
fabricacion (mismas caracteristicas analiticas) pero concentrado diez veces mas (lo
denominaremos DON-HRP (10x)). En lo sucesivo y a lo largo de todo el trabajo
presentado en esta tesis se utilizé este conjugado enzimatico DON-HRP (10x), que
como veremos mas adelante nos proporciond resultados satisfactorios.

4.3.1.2 Optimizacion de la dilucién del conjugado enzimatico DON-HRP (10x):

Con este nuevo conjugado enzimatico DON-HRP (10x), se realizé un estudio completo
del rango de diluciones con los valores de 1/100, 1/10, 1/8, 1/5,y 1/2 (v/v) en PBS (0,1
M, pH 7,4), y se midieron las absorbancias para tres cantidades de MBs-prG-mAbDON
(5, 10 y 15 pg), manteniendo constante la cantidad (2,4 ug) de mAbDON inmovilizado
sobre las MBs-prG en todos los casos.

Las cantidades de MBs-prG corresponden con los microgramos de particulas
magnéticas que se usaron finalmente en cada experiencia y no con la cantidad
utilizada durante la inmovilizacién del anticuerpo. Es decir, la inmovilizacidn se realizé
segun el procedimiento habitual (10 pl de MBs-prG + 2,4 ug de mAbDON, en 500 ul) y
se tomaron diferentes voliumenes segun las cantidades de MBs-prG necesarias. Para
que los volumenes finales de reaccién fueran iguales y evitar problemas de diferencias
en las diluciones del DON-HRP (10x), en lo sucesivo se ajustaron en el pocillo todos los
volumenes finales a 100 pl en PBS (0,1 M, pH 7,4).

Los resultados de las experiencias anteriores sobre la nueva optimizacion de las
cantidades cruzadas de anticuerpo y conjugado enzimatico competitivo se representan
en la figura 63:
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Figura 63: Optimizacién de la dilucién éptima de DON-HRP (10x) (diluciones 1/100, 1/10, 1/8,
1/5,y 1/2 (v/v) en PBS (0,1 M, pH 7,4), para 3 cantidades de MBs-prG (5, 10 y 15 ug) con
mAbDON (2,4 ug, 5 mg I''), Tiempo de incubacion: 60 min

La sefial de absorbancia medida para la experiencia con DON-HRP (10x) dilucién 1/10
(v/v), utilizando una cantidad total de 5 ug de MBs-prG, coindice con la absorbancia
Abs=0,050 con dilucién 1/1 (v/v) del conjugado descrito en el apartado anterior (Figura
62), por lo que se asegurd que el nuevo DON-HRP (10x) es del mismo lote de
conjugado enzimatico y que tiene una concentracién (no facilitada por Europroxima)
10 veces superior a la anterior.

El DON-HRP (10x) permitié obtener mayores absorbancias (y mayor porcentaje de
disminucion de la sefial en presencia de DON, es decir, mayor competicién) para
cantidades de MBs-prG iguales a las utilizadas con el conjugado enzimatico diluido diez
veces. La absorbancia maxima de 0,275 unidades se obtiene aproximadamente igual
para la experiencia con 15 pug de MBs-prG y DON-HRP (10x) con dilucién 1/5 (v/v),
que con diluciéon 1/2 (v/v), logrando una saturaciéon de la sefial de absorbancia
medida con lo que se consigue una disminucidon importante del gasto de DON-HRP sin
provocar variacién en esta sefial maxima.

La finalidad de la experiencia anterior fue evaluar la diluciéon éptima del conjugado
enzimatico, seleccionandose una dilucion de DON-HRP (10x) de 1/5 (v/v) en PBS (0,1
M, pH 7,4), en primer lugar y 15 pug de MBs-prG con mAbDON inmovilizado (2,4 pg).
No obstante, estas mismas proporciones dptimas pueden variarse en funcidn de la
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sensibilidad requerida, dentro de las mismas proporciones mutuas (anticuerpo vs
conjugado).

4.3.1.3 Optimizacion de la cantidad de particulas magnéticas (MBs-prG-mAbDON)

Una vez fijada la cantidad de mAbDON a inmovilizar (5 mg I, equivalente a 2,4 pg
durante la inmovilizacién) sobre las MBs-prG y seleccionada la dilucién éptima de
DON-HRP (10x) 1/5 (v/v) en PBS (0,1 M, pH 7,4), se procedid a estudiar la cantidad
Optima de MBs-prG (ug totales) para cada ensayo y para diferentes concentraciones de
DON.

Para ello se llevd a cabo la reaccién de competicion modificando la concentracién de
DON (calibrado de 0 a 100 pg I™') y una concentracién fija de DON-HRP (10x) (25 pl,
dilucién 1/5 (v/v) en PBS (0,1 M, pH 7,4)) durante 60 minutos para tres cantidades de
MBs-prG diferentes, comprendidas entre 5 y 15 pg con la concentracién dptima de
mAbDON inmovilizada (5 mg I'!) en cada caso.

Los resultados se muestran en la figura 64. El ajuste sigmoideo se realizo siguiendo el
modelo de correlacién de 4 parametros logisticos (4PL), modelo que describe de forma
adecuada una inhibicion competitiva como la que ocurre en el inmunosensor.

0.25- © S ugMBs
e 10 pg MBs
0.20- * 15pug MBs
0.15-
(72}
<
0.104
0.05- \\
0.00 . . . .
-4 -2 0 2 4
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Figura 64: Optimizacidn de la cantidad optima de MBs-prG (5, 10 o 15 ug) con mAbDON (5
mg I'"), reaccion de competicion de DON-HRP 10x (25 ul, dilucién 1/5 (v/v)) durante 60 min

En todos los casos, se observa una disminucion de la absorbancia con concentraciones
competitivas crecientes de la micotoxina, con un mayor porcentaje de disminucion de
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la sefial (84,3%) al utilizar 15 pug de MBs, provocada por una mayor unién de DON-HRP
debido a que hay una mayor cantidad de mAbDON en el pocillo. Se comprobd ademas
gue este aumento de absorbancia con el aumento de la cantidad de MBs-prG es
debido Unicamente a la unidn especifica de mayores cantidades de DON-HRP (10x)
sobre el mMAbDON inmovilizado, y no debido por ejemplo a la dispersiéon producida por
las particulas magnéticas en suspensién dentro del pocillo.

Para este estudio se midié la absorbancia producida por la reaccién con el TMB (20
min) a 450 nm de MBs-prG-mAbDON (5, 10 y 15 pg) en un volumen final de 100 ul de
tampodn PBS (0,1 M, pH 7,4) en ausencia de DON-HRP. Las absorbancias obtenidas de
este estudio fueron valores préoximos a cero en todos los casos, por lo que pudo
asegurarse gue no existe dispersién producida por las MBs-prG durante la medida
espectrofotométrica de las absorbancias moleculares.

Se ensay6 la posibilidad de conseguir un aumento de la absorbancia incrementando la
cantidad de MBs-prG en cada ensayo, o comprobar si al utilizar 15 g la seiial se
estabiliza por saturacién (anteriormente se ha concluido que no es necesario aumentar
la concentracién de mAbDON inmovilizado ni la concentracion de DON-HRP (10x) ya
que las sefiales permanecen constantes en este valor maximo). Se llevé a cabo el
estudio aumentando la cantidad de MBs-prG hasta 25 y 50 ug, reaccionando con DON-
HRP (10x) (25 ul con dilucién 1/5 (v/v) en PBS (0,1 M, pH 7,4)) durante 60 min, y
posterior revelado espectrofotométrico con TMB (20 min).

Los resultados obtenidos fueron:

25 pug de MBs-prG-mAbDON - Abs = 0,249

50 pug de MBs-prG-mAbDON - Abs = 0,305

Por lo tanto, si se quieren conseguir mayores absorbancias habria que aumentar la
cantidad de MBs-prG-mAbDON en cada experiencia dado que la seial no se estabiliza,
sino que sigue aumentando. Este hecho, en principio no es posible por la limitacién de
la cantidad de reactivos que se disponen y por el gasto econdmico que supone, pero
ademas del riesgo existente en el uso de demasiada cantidad de anticuerpo que
provoca que la competicidn se produzca con mayores concentraciones de DON, y por
lo tanto se pierda sensibilidad del inmunosensor.

Por estas razones, para experiencias posteriores se fijé la cantidad 6ptima de MBs en
15 pg.
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4.3.1.4 Optimizacion del tiempo de la etapa de competicion:

En este esquema de inmunosensor competitivo directo que se ha diseifado, el
anticuerpo se inmoviliza por afinidad sobre las MBs-prG vy se lleva a cabo una reaccién
competitiva entre el DON libre y el DON-HRP. El tiempo de la etapa de competicidn
entre el DON y DON-HRP y el anticuerpo es una variable muy importante a tener en
cuenta, ya que durante este tiempo de competicién el DON presente en la muestra
debe ser capaz de unirse al mAbDON desplazando competitivamente al DON-HRP
unido al mismo anticuerpo. Si el tiempo de la etapa de competicidon es demasiado
largo podria producirse un aumento de la unidn inespecifica (especialmente del
conjugado enzimatico sobre las MBs), obteniéndose una sefial mds elevada y una
menor competicidon. En los apartados anteriores se utilizd un tiempo de incubacién
contante de 60 minutos, que podria considerarse a priori suficiente para los volumenes
de biorreactivos utilizados, aunque este valor se ha optimizado.

Manteniendo constante el resto de las variables anteriores ya optimizadas, se
realizaron calibrados competitivos con DON-HRP (10x) (25 pl con dilucién 1/5 (v/v) en
PBS (0,1 M, pH 7,4)) y DON (0 — 100 pg I') sobre MBs-prG-mAbDON (15 ug) durante
15, 30, 45 y 60 minutos, y posterior revelado con TMB (20 min).

Los calibrados competitivos se recogen en la figura 65:
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Figura 65: Calibrados en funcidn del tiempo de competicién (15-60 min) con MBs-prG (15 ug)
inmovilizacion de mAbDON (5 mg I'"), reaccién de competicion de DON-HRP 10x (25 pl,
dilucién 1/5 (v/v)) y DON (0-100 ug I'*)
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A la vista de los resultados puede considerarse que 15 minutos es un tiempo
insuficiente para la unién del anticuerpo a ambos antigenos, obteniéndose una sefial
pequeia y constante.

Para los tiempos de competicion de 30, 45 y 60 minutos si se observa la unién del
conjugado y la disminucién de la sefial competitiva a mayores concentraciones de DON
libre, teniendo las mayores sefiales para un tiempo de incubacién de 60 minutos,
probablemente tan grande debido a una cinética lenta del anticuerpo (en condiciones
similares, para otros anticuerpos y micotoxinas hemos encontrado que tiempos de
incubacién de 30 minutos suelen ser suficientes). Con este tiempo, la diferencia de
absorbancias entre la sefial madxima y la minima (inhibicién del 0% y 100%) tiene un
valor porcentual del 98%, que es adecuado para un calibrado competitivo.

Se ensayaron adicionalmente tiempos superiores a 60 minutos (entre 15 y 240 min)
para comprobar el valor mdximo de absorbancia con mayores tiempos de incubacién,
utilizando DON-HRP (10x) (25 pl con dilucién 1/5 (v/v) en PBS (0,1 M, pH 7,4)) sobre
MBs-prG-mAbDON (15 ug), y un revelado posterior con TMB (20 min).
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Figura 66: Optimizacion del tiempo de competicion (15-240 min) con MBs-prG (15 ug)
inmovilizacién de mAbDON (5 mg I'"), reaccién de incubacién de DON-HRP 10x (25 ul,
dilucién 1/5 (v/v))

La estabilidad de la sefial en su valor mdximo (Abs = 0,280 aproximadamente) se
obtiene en un tiempo de 120 minutos (2 horas), a partir del cual la absorbancia
permanece practicamente constante. Realizar una reaccidon de competicién durante 2
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horas supone un importante retraso en cada determinacién de DON, dejando asi de
ser un dispositivo rapido de medida. Otro de los riesgos de utilizar tiempos tan largos
es que pueden aumentar notablemente las uniones inespecificas, apareciendo en este
caso problemas analiticos importantes.

Por estos motivos, se reoptimizé la cantidad de MBs-prG-mAbDON para cada ensayo,
junto con la dilucion de DON-HRP y el tiempo de competicion, buscando una
situacion de compromiso entre el consumo de reactivos y de tiempo, y los buenos
resultados de sensibilidad y de competicidn. La alta sensibilidad del inmunosensor en
relacion a las concentraciones limite requeridas por la legislacion permite también en
este sentido la solucién de compromiso mencionada.

En la tabla adjunta (tabla 17) se resumen los resultados para tres tiempos de
competicion en el intervalo entre 30 y 120 minutos, experiencias competitivas con
DON (0 y 100 pg I'*) en las que se combina un menor gasto de MBs-prG-mAbDON (15
pg) aumentando la concentracion de DON-HRP (10x) realizando una dilucion de 1/5
(v/v) en PBS (0,1 M, pH 7,4), o el uso de mayor cantidad de MBs-prG-mAbDON (20 pg)
con una mayor dilucién (menor concentracion) de DON-HRP (10x), realizando una
dilucién de 1/10 (v/v) en PBS (0,1 M, pH 7,4).

MBs- DON (0 DON (100 MBs- DON (0 DON (100
prG ug/l) png/l) prG ug/l) mng/l)
15 pg 0,184 0,066 20 pg 0,133 0,049
15 pg 0,248 0,061 | 20 pg 0,152 0,058
15 pg 0,282 0,066 20 pg 0,222 0,062

Tabla 17: Optimizacién de la dilucién éptima de DON-HRP 10x (1/5 y 1/10 en PBS (0,1 M, pH
7,4)), para 2 cantidades de MBs-prG (10 y 15 ug) con mAbDON (5 mg I'"). Tiempos de
incubacion: 30-120 min.

Evaluando los resultados de la tabla 17 se observd que la mayor sensibilidad se
consigue aumentando el tiempo hasta 120 minutos, y combinando MBs-prG-mAbDON
(15 pg) y DON-HRP (10x) con dilucion de 1/5 (v/v) en PBS (0,1 M, pH 7,4), lo que
supondria aumentar el tiempo de competicién al doble (120 min), con los
inconvenientes que se han resaltado anteriormente.

Valorando el resto de experiencias y buscando una situacion de compromiso entre
sensibilidad y coste econdmico, se decidié seleccionar como condiciones éptimas:
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- MBs-prG-mAbDON (15 pg) con mAbDON (5 mg ")
- DON-HRP (10x) con dilucion de 1/5 (v/v) en PBS (0,1 M, pH 7,4)

- Tiempo de competicién: 60 min

La sensibilidad en las condiciones seleccionadas es aproximadamente igual que la
obtenida con el doble de tiempo (120 minutos) y el porcentaje de disminucién de las
sefiales es aproximadamente 76% para las 2 experiencias. Por supuesto, la sensibilidad
en estas condiciones es suficiente para la aplicacién del inmunosensor en la
determinacién de DON dentro de los limites establecidos por la legislacién europea
(entre 200 y 1750 pg Kg* seguin Reglamento 1126/2007) [272].

4.3.1.5 Optimizacion de la temperatura de la etapa de competicidn:

La temperatura de incubacidn antigeno-anticuerpo en un inmunoensayo es una
variable importante, que puede afectar a la reactividad del anticuerpo en la etapa de
biorreconocimiento competitivo del DON y del conjugado DON-HRP. Dado que la
temperatura de funcionamiento natural de los anticuerpos en los organismos vivos es
de aproximadamente 37 °C, en numerosos inmunoensayos utilizan esta temperatura
como 6ptima, por ejemplo en algunos kits ELISA comerciales (kit de Europroxima para
FB1), variable que depende sobre todo de la reactividad y constante de afinidad del
anticuerpo.

En las especificaciones del mAbDON utilizado no se incluyen recomendaciones en
cuanto a la temperatura éptima de trabajo, por lo tanto se comparé la reactividad del
mAbDON a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) y a 37 °C.

Para este estudio, se midid la absorbancia después de 60 minutos de incubacién a 25
°Cy a 37 °C entre MBs-prG-mAbDON (15 pg) y DON-HRP (10x) (25 pl con dilucion 1/5
(v/v) en PBS (0,1 M, pH 7,4)), y posterior revelado con TMB (20 min).

Incubacion Abs
25°C 0,233
37°C 0,223

Tabla 18: Resultados de la optimizacion de la temperatura de competicion (25 y 37° C)
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La reactividad del mAbDON de R-Biopharm objeto del estudio disminuye con el
aumento de la temperatura de reaccién hasta 37 °C, por lo tanto se fijé la temperatura
utilizada durante las etapas de competicion en 25 °C, lo que ademas simplifica el
procedimiento del inmunoensayo.

4.3.1.6 Optimizacion de las etapas previas de bloqueo

Es habitual en los procedimientos de inmunoensayo prever la alta capacidad de
adsorcidén de moléculas orgdnicas y proteinas sobre las superficies sélidas utilizadas,
que conducirian a resultados erréneos, por lo que es preciso en la mayoria de los casos
procedimientos de bloqueo que eliminen estas uniones inespecificas. Comercialmente
se encuentran disponibles diversos tampones, con propiedades definidas, cuya
finalidad es bloquear la superficie de los pocillos de poliestireno de las placas ELISA
para evitar que los biorreactivos se adhieran, como son el tampdn Superblock Blocking
o el tampdn Protein Free Blocking de la casa comercial Pierce [185], ambos
compuestos principalmente de tampdn fosfato salino (PBS) y tampdn tris salino (TBS)
gue incluyen agentes bloqueantes. Ambos son especialmente eficaces en el bloqueo
de microplacas de poliestireno, seglin sus especificaciones técnicas.

En el caso del tampdn Protein Free Blocking estda libre de compuestos proteicos muy
util en los casos en lo que se aprecia union inespecifica de proteinas del ensayo con el
tampdn de bloqueo. El tampdn Superblock Blocking si contiene compuestos proteicos
pero estd exento de inmunoglobulinas, albumina o biotina enddgena, que lo hace
compatible en muchas situaciones en las que los agentes de bloqueo tradicionales
fallan [185].

Uno de los procedimientos mas utilizados, sin duda, es utilizar disoluciones con un alto
contenido (0,01 a 5% m/v) de proteinas como albumina sérica bovina, BSA (1%) o
caseina, con el mismo fin [57; 67]. En algunos tipos de MBs, como es el caso de las
MBs-To las especificaciones técnicas recomiendan también un bloqueo con BSA (0,1%,
m/v) tras la inmovilizacién del anticuerpo y como tampdén de almacenamiento con el
objetivo de cubrir los sitios libres de unién que no han sido ocupados por el
anticuerpo. En las especificaciones de las MBs-prG no aparece esta recomendacion, y
una vez probada no se encontraron diferencias, por lo que se obvid bloquear las MBs
modificadas o utilizar BSA para su almacenamiento.

En el estudio de la inespecificidad producida por la HRP del conjugado enzimatico de
Europroxima DON-HRP (10x) sobre los pocillos asi como sobre el mAbDON
inmovilizado en los pocillos e inmovilizado sobre MBs-To o sobre MBs-prG se
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obtuvieron unas absorbancias de 0,033; 0,078 y 0,055 respectivamente, valores muy
proximos a la absorbancia de base en ausencia del DON-HRP. Este apartado pretende
realizar la comparativa entre la necesidad de bloquear previamente el pocillo de
poliestireno de la placa o de si por el contrario no se obtienen resultados
significativamente diferentes.

Para comprobar la necesidad de bloqueo sobre los pocillos utilizados para las
incubaciones (placas ELISA de poliestireno) se llevaron a cabo experiencias incubando
durante 60 minutos una disolucion de HRP (1 mg I en PBS 0,1 M pH 7,4),
directamente sobre los pocillos sin bloquear, y sobre pocillos bloqueados con 300 pl
BSA (0,1% m/v en PBS 0,1 M pH 7,4, durante 1 h seguido de 2 lavados con PBS 0,1 M
pH 7,4) y con los tampones Protein Free Blocking (bloqueo con 300 ul por pocillo
durante 1 h seguido de 2 lavados con PBS 0,1 M pH 7,4) y SuperBlocker Blocking
(blogqueo con 300 ul por pocillo durante 3 veces, y desechar inmediatamente, seguido
de 2 lavados con PBS 0,1 M pH 7,4), en todos los casos en ausencia de mAbDON. Cabe
destacar que para el ensayo se utilizd HRP y no el conjugado DON-HRP del cual no se
facilitd su concentracion por parte de la casa comercial.

Los resultados se muestran en la figura 67:
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Figura 67: Incubacion de HRP (1 mg I'') durante 60 minutos directamente sobre los pocillos
sin bloquear, y bloqueando con BSA (0,1% m/v en PBS 0,1 M pH 7,4) y con Protein Free
Blocking y SuperBlocker Blocking
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De esta experiencia se dedujo que el uso de bloqueantes sobre el pocillo previamente
a la adiciéon de los biorreactivos para la etapa competitiva evita posibles uniones
inespecificas de la HRP que se afadid en gran concentracion con respecto a la afadida
en el desarrollo del inmunosensor.

Se observé que cuando el pocillo esta sin bloquear la sefial producida por la HRP (1 mg
I') fue de 0,114 unidades de absorbancia, mientras que en los pocillos que se utiliza
alguno de los tampones de bloqueo se obtuvo una absorbancia mucho menor (en
torno a 0,020 unidades de absorbancia). La sefial disminuye, aproximadamente igual
para todos ellos (disminucion 82%), siendo el mejor bloqueante el tampdn
SuperBlocker Blocking que hace que la sefial disminuya un 86% y en menor tiempo.

Se seleccionod para el trabajo posterior el tampon SuperBlocker Blocking dado que es
el mas rapido (afiadir 300 pl y desechar, 3 veces, sin la espera de 60 minutos
necesarios en el Protein Free Blocking) y es con el que se obtuvo la menor absorbancia
debida a la HRP.

4.3.1.7 Optimizacion de las etapas de separaciones y lavados

Para la etapa de separacion, aprovechando las propiedades magnéticas de las MBs
debidas a su nucleo de ferrita, se utilizé un separador magnético (Figura 15) disefiado
para placas ELISA de 96 pocillos con fondo plano, con el que se consigue una
eliminaciéon rapida y sencilla del sobrenadante de muestras inmovilizadas sobre
particulas magnéticas de forma simultdnea para los 96 pocillos, en comparacion con la
separacion realizada anteriormente en viales eppendorf individuales y con imanes
independientes. Ademds este separador magnético, logra una retencién mas
reproducible en los 96 pocillos de la placa, y mejora la recuperacion y pureza de los
biorreactivos inmovilizados por la facilidad con la que se elimina el sobrenadante con
los reactivos en exceso o no unidos a las MBs.

Una separacion magnética eficiente y un proceso de lavado correctos después de la
etapa de competicidn asegura una mayor precision y exactitud en las determinaciones
del inmunoensayo, evitando pérdidas de reactivos inmovilizados sobre las MBs y una
mejora en la pureza del ensayo, reduciendo ademas las interferencias y las uniones
inespecificas o los posibles efectos de las matrices de las muestras.

Para la correcta separacion magnética tras la colocacion de la placa ELISA sobre el
iman, se permanecio un tiempo constante de 1 minuto después de cada lavado, con el
fin de separar eficientemente las MBs y de forma reproducible. Con 1 minuto de
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separacion se observa visualmente como las MBs se compactan en el centro del
pocillo. Se ensayaron mayores tiempos de separacion obteniéndose que 1 minuto es
suficiente ya que no se mejoraron los resultados.

Para las etapas de lavado y apoyandonos en la experiencia previa del grupo de
investigacion, después de la etapa de competicidon se realizaron dos lavados con el
agente tensoactivo tween-20 (0,1% m/v en PBS 0,1 M pH 7,4) seguido de un ultimo
lavado con PBS (0,1 M pH 7,4).

Segun la bibliografia con el uso de tensoactivos en los lavados se consigue eliminar casi
la totalidad de HRP no reaccionada [273; 274], evitando asi el uso adicional de
tampones de bloqueo, que aumentarian el precio del inmunosensor, las etapas de
trabajo y el riesgo de uniones no especificas sobre los componentes del bloqueante
[275]. Su finalidad es evitar las atracciones hidrofdbicas, al aumentar el contenido
idnico del medio.

En la tabla 19 se recogen los resultados obtenidos en la incubacién durante 60 minutos
de 100 pl de DON-HRP (10x, diluciéon 1/5 en PBS 0,1 M pH 7,4) y de 100 ul de
incubacién con HRP (1 mg It en PBS 0,1 M pH 7,4) directamente sobre los pocillos sin
bloquear, y bloqueando con BSA (0,1% m/v en PBS 0,1 M pH 7,4, con 300 pl por pocillo
durante 1 h seguido de dos lavados con PBS 0,1 M pH 7,4) y con los tampones Protein
Free Blocking (bloqueo con 300 pl por pocillo durante 1 h seguido de 2 lavados con PBS
0,1 M pH 7,4) y SuperBlocker Blocking (bloqueo con 300 pl por pocillo tres veces, y
desechando inmediatamente el contenido, seguido de dos lavados con PBS 0,1 M pH
7,4), en todos los casos en ausencia de mAbDON.

Después de la incubacién se realizaron dos lavados con tampdn PBST (tween-20 (0,1%
m/v en PBS 0,1 M pH 7,4) seguido de una ultimo lavado con PBS (0,1 M pH 7,4). Los
resultados se muestran en la tabla 19:

Sin bloqueo  BSA (1%) Protein Free SuperBlocker

0,008 0,009 0,007 0,005

0,011 0,008 0,009 0,008

Tabla 19: Comparativa de absorbancias obtenidas después de 2 lavados con PBST y 1 lavado
con PBS (0,1 M pH 7,4) para DON-HRP (10x dil 1/5 (v/v)) y HRP (1 mg I'") depositados sobre
los pocillos sin bloquear y bloqueando con BSA, tampdn Protein Free y tampon Superblocker.

A la vista de los resultados, si se realizan lavados con PBST (0,1%, m/v) en lugar de
realizar los lavados uUnicamente con PBS (0,1 M) después de la etapa de
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incubacién/competicion se llega a la conclusion de que no es necesario utilizar
bloqueantes en los pocillos. La absorbancia medida, tanto para la incubacién de la HRP
como del DON-HRP (10x) en los casos en los que se ha realizado un bloqueo previo son
comparables con las experiencias sin bloqueo (incubacion directa sobre el pocillo), y
despreciables en todos los casos (Abs < 0,011).

Una vez vistos los resultados obtenidos, y con el fin de disminuir etapas en el
inmunosensor y reducir gastos de reactivos que no son necesarios, en el futuro no se
llevd a cabo ningun bloqueo previo de los pocillos antes de las etapas de medida del
inmunoensayo, a la vez que los lavados se realizaron siempre siguiendo el mismo
protocolo de forma reproducible: 2 lavados de 1 minuto cada uno con tampdén PBST
(tween-20 0,1% m/v en PBS 0,1 M pH 7,4) seguido de un ultimo lavado de 1 minuto
con PBS (0,1 M pH 7,4). El tiempo de separacion se fijo en 1 minuto, tiempo suficiente
para observar la separacién eficiente de las MBs sobre el iman.

4.3.1.8 Comprobacidn de las condiciones dptimas en la etapa de competicidn:

Todas las condiciones anteriores fueron optimizadas con el conjugado enzimatico
concentrado, DON-HRP (10x) excepto la cantidad de mAbDON que ya se habia
evaluado previamente con el DON-HRP original del kit de Europroxima. En el apartado
de optimizacion de la dilucién de DON-HRP (10x) pudo comprobarse que el conjugado
enzimatico concentrado era el mismo que el original del kit (mismo lote de produccién
5121DONCO/NN6994) y se correspondia con una concentracion 10 veces superior
(Apartado 4.3.1.2).

Una vez optimizadas y fijadas las variables indicadas que influyen en las medidas del
inmunosensor, se comprobd la influencia de la variacion de la concentracién de
mAbDON inmovilizado sobre las MBs-prG. En este ensayo se realizé una competicién
durante 60 min a 25 °C, en el intervalo de DON (0 y 100 pg I"*), con DON-HRP 10x (25
ul, dilucién 1/5 (v/v) en PBS (0,1 M)) y MBs-prG (15 pg) realizando la inmovilizacién de
mAbDON (0 a 10 mg I'!), a temperatura ambiente y durante 10 minutos siguiendo el
protocolo de inmovilizacion sobre las MBs-prG (Apartado 3.4.3.5).

Los calibrados competitivos obtenidos se representan en la figura 68:
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Figura 68: Calibrados en las condiciones de inmunoensayo optimas en funcion de la
concentracion de mAbDON.

Las conclusiones son similares a las obtenidas en el apartado de optimizacion de la
concentracion de mAbDON inmovilizado (Figura 62). En la experiencia en ausencia de
mAbDON inmovilizado [mMAbDON (0 mg I'Y)], no existen uniones inespecificas de la
HRP sobre las MBs-prG. Ademas, se observd que el uso de una concentracion de
mAbDON (0,6 mg 1) por debajo de la capacidad de unidn tedrica de las MBs-prG
produjo la competicion pero con una baja sensibilidad (menor cantidad de mAbDON
retiene poca concentracién de DON-HRP).

En las experiencias realizadas a partir de la concentracién de mAbDON (5 mg I
equivalente a 2,4 ug) recomendada por el fabricante, se obtuvieron sefiales maximas
proximas a 0,200 unidades de absorbancia (iguales que durante todas las etapas de
optimizacion) y un calibrado competitivo satisfactorio, al observarse la disminucién de
la sefial producida por el aumento de la inhibicion competitiva del DON a mayores
concentraciones. Ademads, al igual que se vid en la Figura 62, se produce una
estabilizacién de la sefial para mAbDON 5y 10 mg I, indicando que no es necesario un
mayor gasto de anticuerpo.

Puede asegurarse que la optimizacién se ha realizado correctamente, viendo que las
conclusiones finales y las iniciales son coincidentes.

Después de las optimizaciones de las condiciones analiticas para el desarrollo de los
ELISAs inmunomagnéticos, que se realizaron midiendo espectrofotométricamente las
absorbancias en los pocillos utilizando como sustrato el TMB (Tabla 20), se estudiaron
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estas mismas condiciones de las etapas del inmunoensayo para su posterior uso en
transduccion electroquimica, tal como se describe en apartados posteriores y
siguiendo los procedimientos explicado en los apartados 3.4.5y 3.4.6.

En la tabla 20 se resumen las condiciones optimizadas del ELISA inmunomagnético.

15 pg
5mg I equivalentea 2,4 ug
1/5 (v/v) en PBS (0,1 M, pH 7,4)
DON (0y 100 pg I'")
60 minutos
25°C
NO

2 PBST (0,1% m/v) y 1 PBS (0,1 M)
Tabla 20: Condiciones dptimas seleccionadas para el inmunosensor competitivo mediante
MELISA

4.3.2 Inmunosensor electroquimico utilizando electrodos serigrafiados (SPCEs)
individuales

La transduccién electroquimica es muy utilizada en biosensores por sus ventajas
inherentes, como su gran sensibilidad en la medida de la corriente eléctrica, su
instrumentacion sencilla y de pequefio tamafio (portabilidad), la posibilidad de medir
disoluciones con especies que presenten absorcidén dptica o turbidez (muestras), o su
buena reproducibilidad.

Tal como se ha indicado, el siguiente paso después de la optimizacién del mELISA
competitivo para la determinacién de DON, fue trasladar las condiciones del
inmunoensayo a una ultima etapa de medida utilizando transduccién amperométrica
sobre electrodos serigrafiados de base carbono (SPCEs). En un principio se utilizaron
electrodos SPCEs individuales (con un instrumento monopotenciostatico Autolab
PGSTAT12 y conector individual). Una vez optimizada la transduccién con estos
electrodos individuales, para una mayor productividad y en un avance posterior se
trabajoé con electrodos multiples de 8 medidas simultaneas (array CH8), con los
mismos tipos de tintas de serigrafiado y curados, y con un instrumento capaz de medir
simultaneamente los 8 canales de forma multiplexada (PalmSens con software PSTrace
y conector del potenciostato para el array de 8 electrodos).
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Las condiciones electroquimicas y los sustratos para la reaccién enzimatica que da
lugar al revelado de la sefial, fueron los optimizados en el apartado 4.2.1.3. La reaccién
enzimatica de la HRP (DON-HRP, Europroxima) se llevd a cabo con el sustrato
enzimatico HQ (1,8 mM) y en presencia del co-sustrato H,0, (1 mM) durante 10
minutos sobre la superficie del electrodo, realizando un salto de potencial por
cronoamperometria (AEcra) entre 0y -0,25 V, manteniendo este potencial final para la
medida de la corriente durante 90 segundos (en este tiempo la componente
capacitativa de la corriente medida es despreciable).

Los condiciones para realizar un calibrado competitivo con un objetivo de comprobar
el comportamiento electroquimico de los biorreactivos, fueron 15 pug de MBs-prG con
mAbDON inmovilizado (5 mg I"!), 25 pl DON-HRP (directo kit de Europroxima) y un
calibrado realizado con DON (25 pl, 0-100 pg ™) durante 60 minutos de competicidn.

El calibrado obtenido se muestra en la figura siguiente (Figura 69):
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Figura 69: Calibrado competitivo entre DON (0 y 100 ug I'’) utilizando MBs-prG (15 ug)
inmovilizacién de mAbDON (5 mg I'') y DON-HRP (Europroxima, 25 ul) durante 60 mina T
25° C. Reaccion HQ (1,8 mM) y H,0, (1 mM), 10 minutos. AEcz, sobre los SPCEs entre 0 y -0,25
V, medida de la corriente tm= 90 s.

El calibrado realizado produjo un porcentaje de disminucion de senales del 32,7%,
entre corrientes comprendidas entre -0,055 pA y -0,037 pA. El ajuste, realizado en el
modo 4PL utilizando una regresién no lineal mediante el software GraphPad Prism
v.6.0, fue satisfactorio en un nivel de confianza del 95% (coeficiente de regresidon R =
0,9940).
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La baja sensibilidad del calibrado junto con la pequeiia diferencia de sefiales entre el
maximo y el minimo limita la determinacién de DON en muestras de cereales, por lo
que se utilizé una mayor concentraciéon de etiquetado enzimatico, DON-HRP (10x) tal y
como se optimizd previamente para el mELISA (DON-HRP (10x) dilucién 1/5 (v/v) en
PBS (0,1 M, pH 7,4)).

En estas condiciones se obtuvieron los calibrados competitivos de la figura 70:

-0.20+

-0.15-

-0.10+

| (LA)

-0.05+

0.00 : : . .
-4 -2 0 2 4

Log [DON] (ug/l)

Figura 70: Calibrado electroquimico de DON (0'y 100 ug I'") utilizando MBs-prG (15 ug)
inmovilizacién de mAbDON (5 mg I'') y DON-HRP ((10x) dilucion 1/5 (v/v) en PBS (0,1 M, pH
7,4)) durante 60 min a T 25° C. Reaccion HQ (1,8 mM) y H,0, (1 mM), 10 minutos. AEc, entre

0y-0,25V, tm=90s.

El calibrado se realizé utilizando el método 4PL. Se observa un buen ajuste a una curva
sigmoidea (coeficiente de regresién de R = 0,9874). El factor ECso fue de 1,785 pg I de
DON.

Se obtuvo un porcentaje de disminucion de senal de 78% y una sefial maxima de -
0,185 pA, porcentaje de inhibicidn competitiva comparable a los obtenidos por
mMELISA, indicando que las condiciones fijadas en el apartado 4.3.1 son extrapolables a
las medidas electroquimicas.

El principal inconveniente de este procedimiento, ademas del tiempo utilizado en las
medidas individuales sobre cada electrodo, es la inestabilidad de la HQ a partir del
momento de preparacion en disolucidn, que junto con los tiempos de medida de todos
los puntos de calibracion y la reaccién enzimatica sobre el SPCE de cada uno de los
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puntos de calibracién hacen que la HQ se vaya oxidando de forma espontdnea, con lo
gue existe el riesgo de medir mayores corrientes que las debidas a la transformacién
enzimatica del etiquetado.

Para superar este inconveniente, y como se explica en apartados posteriores, se
disminuyé el tiempo de las medidas mediante el uso de electrodos serigrafiados
multiples, dispuestos en bloques de 8 SPCEs (CH8) (Figura 26), ademads de modificar el
procedimiento para eliminar la oxidacién espontanea de la HQ durante el tiempo en
que se llevan a cabo las medidas electroquimicas.

4.3.3 Inmunosensor electroquimico utilizando electrodos SPCEs multiples (CH8):
Multistep Amperometric

Con el objetivo de lograr la maxima rapidez en la determinacion de DON en ensayos de
rutina, y con el fin de evitar la oxidacién espontanea de HQ en disolucién se decidié
modificar el dispositivo de medida, utilizando placas de 8 electrodos serigrafiados
(CH8) conectados a un potenciostato (Palmsens, Figura 24), con capacidad de
multiplexado de 8 controles potenciostaticos (es decir la capacidad de medir
simultdaneamente en 8 electrodos de trabajo).

El potenciostato de PalmSens tiene un gran niumero de técnicas voltamétricas, las mas
habituales (barrido escalonado, técnicas voltamétricas impulsionales, de redisolucién,
voltametria ciclica) y amperométricas (deteccion amperométrica, cronoamperometria
y amperometria a varios potenciales constantes -Multistep Amperometric).

Los primeros estudios con transduccién amperométrica, sobre electrodos SPCEs
individuales, se realizaron mediante cronoamperometria (CRA) (denominada en este
instrumento como Multistep Amperometric), con un AEcra desde 0 a -0,25 V, sobre un
electrodo individual en cada medida y sobre un conector individual para un solo SPCE,
y también bajo la influencia de un campo magnético para retener las MBs sobre el
electrodo de trabajo. En comparacion con el array CHS8, légicamente el tiempo para
realizar el mismo numero de medidas es mucho mayor, con los riesgos mencionados
de estabilidad de la disolucién de HQ recién preparada en cada caso. En el caso del
array CH8, al disponer de pocillos en donde se mantienen las disoluciones
(dispersiones de MBs), se mejora la reproducibilidad en las medidas y la limpieza sobre
los electrodos (mayor seguridad en la manipulacion).

Otro aspecto diferente entre los SPCEs individuales y el CH8 (ambos suministrados por
la Universidad de Florencia (Italia)) son las dimensiones de los electrodos de trabajo,
que modifican las corrientes medidas (@ =2 mm en los CH8 y @ = 3 mm en los SPCEs)
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[202]. Por ejemplo, en el calibrado de 8 puntos que se representa en la Figura 71,
puede observarse que las corrientes son mucho menores en el CH8 que con respecto a
los SPCEs individuales por el motivo anterior. En relacién a los tipos de tinta de base
carbono y su curado, tienen también una influencia muy importante en la velocidad de
transferencia de carga y por lo tanto en las corrientes obtenidas.

Las condiciones de trabajo de este calibrado (las mismas que se fijaron en el desarrollo
del mELISA) fueron: MBs-prG (15 pg) inmovilizacién de mAbDON (5 mg ™) y DON-HRP
(10x) dilucion 1/5 (v/v) en PBS (0,1 M, pH 7,4)) durante 60 min a T 25 °C. La reaccion
enzimatica sobre cada ET se realizd en las condiciones seleccionadas para los SPCEs
con HQ (1,8 mM) y H,0; (1 mM) durante 10 minutos. El AEcra por CRA entre 0y -0,25
V, durante 90 segundos.
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Figura 71: Calibrado competitivo en un CH8 entre DON (0 y 100 ug I'). Reaccién HQ (1,8 mM)
y H,0, (1 mM), 10 minutos. AEcz, 0y -0,25 V, tm= 90 s.

Los resultados siguieron una tendencia decreciente, propia de un calibrado
competitivo directo con un ajuste sigmoideo correcto (coeficiente de regresién R =
0,9921). Por el contrario se observa que las corrientes medidas son menores que
utilizando los SPCEs en las mismas condiciones de trabajo (sefial maxima -0,077 pA), y
el factor ECso obtenido fue de 5,37 ug I de DON, frente al ECso de 1,785 ug I*obtenido
en el calibrado realizado en las mismas condiciones con SPCEs.

Por lo tanto, una vez realizadas las optimizaciones de las concentraciones relativas de
DON, DON-HRP vy utilizando mELISA para la caracterizacién de la afinidad del
anticuerpo, estas condiciones se adaptaron a la transduccion electroquimica y se
reoptimizaron para medir corrientes mayores, teniendo en cuenta la sensibilidad
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necesaria para la determinaciéon del DON y con el objetivo de no provocar un gasto
excesivo de biorreactivos que hiciera que el inmunosensor electroquimico
incrementara su precio notablemente. Estos estudios se detallan en los apartados que
siguen a continuacion.

4.3.3.1 Optimizacion de la cantidad de MBs-prG-mAbDON

Para aumentar las sefiales electroquimicas, es necesaria una mayor cantidad de HRP
que produzca una mayor oxidacién enzimatica del sustrato HQ (+H,0,). Sin embargo, si
se mantuvieran los sitios libres de unién del anticuerpo, esto significaria que serian
necesarias mayores concentraciones de DON para producir los mismos porcentajes de
inhibicién en el calibrado, por lo que este cambio ha de suponer la variacion de los
sitios de anticuerpo disponibles. Estas concentraciones, a su vez, pueden modularse
para que los inmunosensores resultantes respondan a las concentraciones adecuadas
de la micotoxina, que normalmente serdn aquéllas de las aplicaciones finales o de los
requerimientos de la legislacién sobre su presencia en alimentos.

El nimero de sitios de unién del anticuerpo se modificé con la cantidad total de MBs
modificadas, pues se mantuvo constante la concentracion de mAbDON inmovilizado (5
mg I equivalente a 2,4 pg durante la inmovilizacién) ya que se demostrd
anteriormente (Figura 62) que concentraciones superiores de mAbDON no se
inmovilizaron sobre las MBs-prG (al superar su capacidad de funcionalizacidn).

Se ensayaron diferentes cantidades de MBs-prG (5, 15 y 25 ug) realizando reacciones
competitivas de 60 minutos entre DON-HRP (10x) en 1/5 (v/v) en PBS (0,1 M, pH 7,4),
para DON (0y 100 pg I').

Los resultados se representan en la figura 72:
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Figura 72: Unién competitiva entre DON-HRP ((10x) dilucion 1/5 (v/v) en PBS (0,1 M, pH 7,4))
y DON (0'y 100 ug I'") utilizando MBs-prG (5, 15 o 25 ug). Reaccién HQ (1,8 mM) y H,0, (1

mM), 10 minutos. AEcz, entre 0y -0,25 V, sobre los CH8

Los resultados obtenidos concluyen que un aumento en la cantidad de las MBs-prG

hasta 25 pg con respecto a la cantidad anteriormente optimizada (15 pg) produce un

incremento de la sefial maxima de un 65%, a la vez que 100 pg I'* de DON produce una

inhibicion apreciable con esta cantidad de MBs (inhibicién por competicion del 83%).

En la tabla 21 se comparan los porcentajes de disminucidn de la sefial producidos por
la competicion de DON (0y 100 ug I'*) para cada una de las tres cantidades estudiadas
de MBs-prG vy la relacion sefial/ruido (S/N) existente entre la maxima sefial DON (0 pg I’
') y la minima DON (100 pg I™):

-0,027 -0,026 2,3 1,02
-0,049 -0,029 41,2 1,70
-0,141 -0,024 83,3 5,97

Tabla 21: Célculo del porcentaje de disminucién de sefial y la relacién S/N para diferentes
cantidades de MBs-prG-mAbDON (5, 15 y 25 ug) para DON (0y 100 ug I'') AEcra (0 a -0,25 V)
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A la vista de los resultados de la tabla anterior se demuestra que la cantidad éptima de
MBs-prG (pg) necesaria para obtener la suficiente sensibilidad realizando la deteccion
por la técnica Multistep Amperometric (0 a -0,25 V durante 90 s), utilizando CH8 es 25
ug de MBs-prG. Se obtuvo una sefal maxima de -0,141 pA y una disminucidén de la
sefial tras la competicion del 83 % (relacién S/N 5,97).

Se observa que con menores cantidades de MBs-prG la competicion también se
produce satisfactoriamente (inhibicion completa, corrientes residuales, con 100 ug It
de DON) pero las sefiales maximas son menores.

4.3.3.2 Optimizacion de la dilucién de DON-HRP (10x)

El cambio de concentracidon del anticuerpo y la comprobacion de la inhibicién del DON
en alta concentracién, ha de acompafiarse con la adecuacién de la cantidad de
conjugado enzimatico (DON-HRP (10x)) frente al DON, que se describe en este
apartado. Se midieron las corrientes producidas sobre la competicién entre DON (0 y
100 pg I'!) y DON-HRP (10x) con diferentes diluciones (1/2, 1/3 y 1/5 (v/v) en PBS (0,1
M, pH 7,4), utilizando en todos los casos 25 pug de MBs-prG.

Los resultados se muestran en la figura 73:
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Figura 73: Corrientes debidas a la unién del DON-HRP (10x) dilucion (1/2, 1/3y 1/5 (v/v) en
PBS (0,1 M, pH 7,4)) para DON (0'y 100 ug I'") Reaccion HQ (1,8 mM) y H,0, (1 mM), 10
minutos. AEcz, 0y -0,25 V, sobre los electrodos CH8
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A medida que disminuye la concentracion de DON-HRP disminuye la corriente medida.
Se calcularon las relaciones existentes, obteniéndose una proporcionalidad directa
entre el aumento de concentracién de DON-HRP y el aumento de la corriente medida:

Relacion concentracion 1/5y 1/2: 0,4 - Relacidén seiales: 0,4

Relaciéon concentracion 1/5y 1/3: 0,6 > Relacidn sefiales: 0,664

Esto significa ademas que con pequefias concentraciones de DON-HRP los sitios de
union del anticuerpo se encuentran en exceso, pese a producirse la inhibicion del DON
libre al encontrarse éste en muy alta concentracion (100 pg I™).

Los porcentajes de disminucién de la sefial producidos por la competicién de DON (0 y
100 pg I'") para cada una de las tres diluciones estudiadas de DON-HRP y la relacién
sefial/ruido (S/N) existente entre la maxima sefial DON (0 ug ") y la minima DON (100
ug I'!) se presentan en la tabla 22:

-0,273 -0,083 69,6 3,29
-0,182 -0,067 63,2 2,72
-0,121 -0,026 78,5 4,65

Tabla 22: Cdlculo del porcentaje de competicion y de la relacién S/N para 3 diluciones de
DON-HRP (10x, 1/2, 1/3 y 1/5 (v/v))

El aumento de la corriente es directamente proporcional al aumento de concentracion
de DON-HRP. Sin embargo, el mayor descenso de sefial de inhibicién con 100 pg I'* de
DON (y mayor relacion sefial-ruido) se encontré para la menor concentracién de DON-
HRP (dilucion 1/5 (v/v)), por lo que se selecciond dicha dilucion como éptima.

Por lo tanto, aumentos de las corrientes debidos al incremento en la concentracién de
los biorreactivos, suponen en este caso disminuir la sensibilidad del inmunosensor
(mayor concentracién de DON libre necesaria para la mismo porcentaje de inhibicién
competitiva).

4.3.3.3 Optimizacion de las concentraciones de HQ y H,0,
El objetivo de la re-optimizacién de las concentraciones de los sustratos enzimaticos

fue la de aumentar las corrientes medidas mdximas sin incrementar el gasto de
reactivos. Una mayor cantidad de enzima HRP requiere mayores concentraciones de
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sustrato enzimatico (siempre en condiciones de exceso sobre el enzima), de tal manera
gue siguiendo la cinética enzimatica (modelo tedrico de Michaelis-Menten) las
variaciones cinéticas de la sefial son proporcionales a la concentracién del enzima (y no
de los sustratos). Es decir, que es necesario un exceso de sustrato (HQ) y de co-
sustrato (H,0,) enzimaticos, para que las corrientes medidas sean proporcionales a la
cantidad de enzima del DON-HRP unido competitivamente sobre el anticuerpo de las
MBs, a su vez dependiente competitivamente de la concentracion de DON. La seial
amperométrica medida con el inmunosensor ademds se encuentra amplificada por la
propia reaccion enzimatica catalitica debida a la HRP.

Para el estudio de las concentraciones éptimas de HQ y H,0; se realizaron calibrados
competitivos con DON-HRP (10x) dilucién 1/5 (v/v) en PBS (0,1 M, pH 7,4)) y DON (0 —
100 pg 1) utilizando MBs-prG (25 pg) con inmovilizacion de mAbDON (5 mg I™)
(condiciones optimizadas anteriormente) con las concentraciones siguientes de
sustratos enzimaticos:

- HQ (1,8 mM) vy H,0;, (1 mM)
- HQ (1,8 mM)y H,0, (9,6 mM)
- HQ(9,6 mM)y H,0, (9,6 mM)

Los calibrados se recogen en la figura 74:

-0.64 e HQ (9,6 mM) + H202 (9,6 mM)
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Figura 74: Variaciones debidas a las concentraciones de sustratos enzimdticos HQ y H,0,en
calibrados competitivos AEcz, 0y -0,25 V, sobre los electrodos CHS. t,,=90 s.

En la figura 74 se observa que para la cantidad de enzima HRP utilizada en los ensayos,
son necesarias cantidades de co-sustratos préximas a 10 mM, de tal manera que se
encuentran en exceso y la catdlisis enzimatica viene limitada por la cantidad de enzima
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y es dependiente de su concentracion en defecto. Los resultados son satisfactorios, al
cumplirse el objetivo de incrementar la seflal maxima sin que esto suponga un mayor
gasto de biorreactivos, dada la finalidad ultima de este inmunosensor que es la de su
explotacién comercial en forma de kit.

Utilizando DON-HRP (10x diluciéon 1/5 (v/v)) y los sustratos enzimdaticos en
concentraciones con HQ (1,8 mM) y H,0, (9,6 mM) se consiguid una sefial maxima
superior a la obtenida en el apartado anterior con DON-HRP (dilucién 1/2 (v/v)) con HQ
(1,8 mM) y H,0, (1 mM), (sefiales de -0,335 pAy -0,273 UA, respectivamente).

Las corrientes maximas aumentaron desde -0,121 pA a -0,335 pA (aumento de seiial
del 64%) con un incremento Unicamente de la concentracion de H,0,(de 1a 9,6 mM) y
hasta -0,480 YA (aumento de sefial del 75%) con el aumento de ambos sustratos HQ
(9,6 mM) y H,0, (9,6 mM), en todos los casos utilizando DON-HRP (10x dilucién 1/5
(v/v)) y MBs-prG-mAbDON (25 pug).

HQ (9,6 mM) y H,0, (9,6 mM)  -0,480 78,3 4,6
HQ (1,8 mM)y H,0, (9,6 mM)  -0,335 86,3 7,3
HQ (1,8 mM)yH,0, (1mM)  -0,121 40,0 1,7

Tabla 23: Calculo del porcentaje de disminucién de sefial y la relacién S/N para diferentes
concentraciones de los sustratos enzimdticos HQ y H,0,en calibrados competitivos

Examinando los resultados anteriores de disminucion de la sefial en la competicién y
de la relacidén sefial/ruido calculada, se comprobé que la sefial aumenta notablemente
si se aumentan ambas concentraciones de HQ y H,0, hasta 9,6 mM, pero se observd
que en ese caso el ruido de fondo era mucho mayor.

Viendo que la disminucion de la sefial debido a la competicion (% disminucién) asi
como la relacion S/N entre la intensidad maxima y minima son mayores para el caso en
gue las concentraciones son HQ (1,8 mM) y H,0, (9,6 mM), se decidid fijar dichas
concentraciones para el sustrato y co-sustrato enzimaticos que ademds producen una
disminucion del ruido de fondo en las medidas con respecto al uso de HQ (9,6 mM) y
H,0; (9,6 mM). Por lo tanto puede concluirse que no es necesario aumentar el
consumo de conjugado enzimatico DON-HRP por ensayo, si se aumenta la
concentracion de H,0,a 9,6 mM (frente a 1 mM).

Con el aumento de senales producido debido al incremento de la concentracidn de
co-sustrato enzimdtico, se decidid buscar un ahorro en la cantidad de MBs-prG-
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mAbDON por lo que se re-optimizé la cantidad de MBs necesarias en cada ensayo,
manteniendo constantes el resto de condiciones optimizadas previamente.

4.3.3.4 Re-optimizacion de la cantidad de MBs-prG-mAbDON

Con las condiciones de los apartados anteriores (sustratos enzimaticos y DON-HRP), se
reoptimizaron las cantidades de anticuerpo viendo el resultado de calibrados con
diferentes cantidades de MBs-prG-mAbDON.

En la figura 75 se representan los calibrados competitivos que se obtuvieron utilizando
diferentes cantidades de MBs-prG-mAbDON (la concentracion de mAbDON no se
modifico, siendo 5 mg I en todas las experiencias), comprendidas entre 5y 25 ug. El
resto de condiciones se mantuvieron constantes [DON-HRP (10x, dilucién 1/5 (v/v),
DON (0-1000 pg 1), 60 minutos de competicién], y con las concentraciones de
sustratos fijas en HQ (1,8 mM) y H,0, (9,6 mM).

° 5ug
-0.4- . 154
° 209
'0.3- 25 ug
f:g -0.2-
-0.14
0.0 T T T 1
-4 -2 0 2 4

Log [DON] (ug/)

Figura 75: Estudio de la cantidad optima de MBs-prG-mAbDON (5, 15, 20y 25 ug) AEcz, 0y -
0,25 V, sobre los CH8 durante 90 segundos HQ (1,8 mM) y H,0,(9,6 mM)

Segun estos resultados, con una cantidad de 5 pug de MBs-prG-mAbDON no se produce
inhibicién competitiva al disponer de una cantidad de anticuerpo muy pequefa (0,2

ug).-

Cantidades crecientes de MBs y anticuerpo producen mayores porcentajes de
competicion (disminucion de corrientes), como se refleja en la tabla 24, indicando en
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ésta los ajustes de los parametros sigmoideos obtenidos con un modelo 3PL (se realizo
la comparativa entre los modelos de ajuste 3PL y 4PL con el software del GradPhad,
obteniéndose un mejor ajuste sigmoideo con un modelo 3PL en este caso):

Minimo (pA) -0,030 -0,048 -0,048 -0,024
Maximo (pA) -0,033 -0,156 -0,207 -0,374
ECso (ng 1) 34,63 3,33 9,18 6,76
Pendiente 1 1 1 1

R 0,6366 0,9998 1 0,9954
%Competicion 9 69 77 94

Tabla 24: Parametros logisticos sigmoideos de los calibrados competitivos, con las
cantidades de MBs-prG-mAbDON indicadas

A la vista de los resultados de la tabla 24, puede decirse que para el resto de
cantidades de MBs (15, 20 y 25 ug) ensayadas la competicién se produce
satisfactoriamente (coeficientes de regresién R > 0,99), pero la sefial maxima no se
consigue estabilizar con el aumento de las MB-prG-mAbDON, siendo en la experiencia
con 25 ug en la que se consigue unas corrientes maximas mayores (-0,374 uA) y el
mayor porcentaje de disminucion de la sefial producida por la competicién (94%).

Los valores de ECso, en las experiencias ensayadas con 20 y 25 pg (9,18 y 6,76 pg I,
respectivamente), son suficientes para la determinacién de DON en muestras de
cereales de acuerdo con la legislacion. Una disminucién en el factor ECso produce una
mayor sensibilidad en el inmunosensor (interpolacién de concentraciones de DON
menores), y permiten que puedan realizarse mayores diluciones de los extractos con el
objetivo de disminuir el porcentaje de disolventes organicos que pudieran provenir de
la extraccion a partir de los cereales (metanol por ejemplo).

Se observa que el aumento de seial existente entre el uso de 20 y 25 pg de MBs-prG-
mAbDON supone un aumento de la seiial de un 45%, aumentando tan solo 5 ug de
MBs por experiencia. Ademas de las altas sefiales, comparando el factor ECsqg obtenido
en las experiencias con 20 y 25 ug, se observé que es menor (mayor sensibilidad en las
determinaciones) para el caso de MBs-prG-mAbDON (25 ug).

Un aspecto que hemos considerado importante es el coste econémico de los ensayos
con el objetivo final de la comercializacion de los inmunosensores electroquimicos que
desarrollamos. Para comprobar si es viable utilizar la cantidad mdaxima de MBs
ensayada (25 pg), se calculd el gasto total de un inmunosensor disefiada para realizar 8
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puntos de calibrado que supone el trabajo con 15 pg, 20 pg y 25 pg de MBs
modificadas con el anticuerpo (Tabla 25). El calculo se ha obtenido a partir del coste
proporcional de los biorreactivos utilizados, incluyendo el coste de la placa ELISA y el
de la bateria de electrodos CHS.

15 ug 20 pg 25 ug
12,93€ 13,27€ 13,63€

Tabla 25: Calculo del coste total (€) en el inmunosensor que supone el aumentar la cantidad
de MBs-prG-mAbDON para un calibrado de 8 medidas

La diferencia en euros (€) que supone aumentar la cantidad de MBs-prG-mAbDON de
20 pg a 25 pg es Unicamente 0,36€, pero este incremento supone un aumento en la
sefial maxima del 45% (desde -0,207 a -0,374 pA). Evaluando el gasto que supone el
aumento de la cantidad de MBs en cada ensayo, y llegando a una situacién de
compromiso con las ventajas que conlleva mejorar la sensibilidad (disminucién del
factor ECsg) y trabajar con un alto porcentaje de disminucién de la sefial para la
determinacién de DON (94% en este caso), se establecié como cantidad 6ptima de
particulas 25 pug de MBs-prG-mAbDON en cada ensayo bajo este criterio.

Se comprobd que la variable que mas influye en el inmunosensor en cuanto al
aumento de las corrientes es la cantidad de MBs utilizadas en cada ensayo (que es
directamente proporcional a la cantidad disponible de mAbDON), ya que pudo verse
gue con un incremento en la concentracién de los sustratos de la reaccién enzimatica
fue posible reducir la concentracion de DON-HRP manteniendo sin variaciones la sefal
maxima obtenida, pero no es posible reducir la cantidad de MBs-prG-mAbDON en cada
ensayo ya que la seiial maxima se reduce bruscamente (reduccion de 25 pg a 20 pg,
disminucién sefial maxima un 45%).

4.3.3.5 Reproducibilidad de los inmunosensores electroquimicos de DON

En un proceso de optimizacion de un inmunosensor, y dada la complejidad de las
reacciones que se producen, es frecuente que al modificar alguna de las variables
afecte a las senales obtenidas y al resto de las otras variables. Por otro lado, algunos
factores también influyen en gran medida, como por ejemplo la forma de preparacién
de la disolucién de DON-HRP (dilucién en PBS), la inmovilizacién del anticuerpo sobre
las MBs a partir de diferentes alicuotas de mAbDON, diferentes electrodos
serigrafiados CH8, mismas medidas realizadas en diferentes dias, tiempo de analisis de
los extractos desde la extracciéon de muestras de los alimentos, etc.
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Con el objetivo de listar y evaluar la influencia que tiene cada uno de estos factores
con los que se trabaja a diario y de aquellos que modifican las respuestas del
inmunosensor, en este apartado se describen una serie de ensayos comparativos sobre
cambios en estas variables (dejando constantes el resto). Las variables que se
estudiaron estadisticamente (andlisis de varianza) fueron:

Reproducibilidad entre 2 electrodos CH8 diferentes
Reproducibilidad entre diferentes preparaciones de MBs-prG-mAbDON
Reproducibilidad entre 8 medidas sin competicidn sobre un mismo electrodo

Reproducibilidad entre concentraciones replicadas con competicidon

i & W N R

Reproducibilidad entre las mismas medidas realizadas en dias consecutivos

Para todas las experiencias se utilizaron las condiciones dptimas de competicién: 25 ug
MBs-prG-mAbDON (mAbDON 5 mg I™!), DON-HRP (10x, dilucién 1/5 (v/v) en PBS 0,1 M,
pH 7,4) y DON (0-1000 pg I'™') en PBS (0,1M). Medidas por Multistep Amperometric, con
HQ (1,8 mM) y H,0; (9,6 mM), AEcga de 0 a -0,25 V, t,=90 s (Potenciostato Palmsens).

La dilucion realizada para el conjugado enzimatico DON-HRP (10x, dilucién 1/5 (v/v) en
PBS 0,1 M, pH 7,4) se prepard en todos los casos inmediatamente antes de su uso,
protegiendo la disolucion de la exposicién a la luz y evitando almacenarlo una vez
diluido. Estas precauciones se tomaron como consecuencia de la posible disminucién
de la actividad del enzima HRP en disolucidén y expuesta a la luz.

1. Reproducibilidad entre electrodos CH8 diferentes

Los electrodos CH8 son elaborados en serie mediante el serigrafiado de las tintas
necesarias (de grafito para ET y EA y de plata para el ER) sobre una superficie de
poliéster y entre diferentes lotes no se han encontrado diferencias importantes en su
comportamiento electroquimico (reproducibilidad en la determinacion de pBQ por
DPV).

Realizando medidas en el tiempo se observd que para alguno de ellos las sefiales
obtenidas fueron ligeramente diferentes. Por ello se comparé la sefial electroquimica
inter-electrodos sobre dos CHS8, realizandose dos calibrados competitivos replicados
con las mismas disoluciones recién preparadas (para evitar asi la variable del tiempo
de preparacién). La Unica variable distinta en las determinaciones fue el uso de dos
electrodos CH8 diferentes. Los dos calibrados se representan en la figura 76:
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Figura 76: Reproducibilidad de calibrado sobre 2 CH8 diferentes, AEcza (0 a -0,25 V)

Aparentemente ambos calibrados son satisfactorios y semejantes entre si.
Comparando ambas curvas estadisticamente con el programa GradPhad se obtiene
gue el mejor ajuste fue el realizado con el ajuste de los 4 parametros logisticos para
ambas curvas, obteniéndose los parametros recogidos en la tabla 26 a partir del ajuste
de regresién no lineal:

Minimo (pA) -0,109 -0,089
Maximo (pA) -0,479 -0,426
ECso (ug I'") 13,89 16,46
Pendiente 1,232 1,452
R 1 1
%Competicion 77,2 79

Tabla 26: Paradmetros obtenidos en el ajuste sigmoideo de los calibrados anteriores

Mediante el programa GradPhad se compararon estadisticamente los pardmetros de
ajuste obtenidos para cada uno de los calibrados con un nivel de confianza del 95%,
para calcular estadisticamente si pueden considerarse iguales entre si.

El resultado encontrado fue que ninguno de los 4 parametros del ajuste (maximo,
minimo, ECsg y pendiente) se puede considerar igual, son estadisticamente diferentes,
por lo que pudo asegurarse que el uso de electrodos diferentes afecta
significativamente en los resultados del calibrado, pese a utilizar los mismos reactivos.
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Esto corrobora la necesidad de efectuar calibrados frecuentes (y diarios) en este tipo
de inmunosensores, por la facilidad de cambio de las sefiales analiticas obtenidas, en
este caso, tan sdlo utilizando un electrodo diferente. Viendo la influencia que el
cambio de electrodo provoca en la sefial y con el fin de evitar introducir variables
externas que afecten a la medida se decidié utilizar un Unico electrodo a la largo de
todo el proceso de optimizacidn, teniendo en cuenta que su regeneracion efectiva se
consiguié con un simple lavado con abundante agua milliQ y secado con aire
comprimido.

Célculos estadisticos ANOVA (andlisis de varianza) mostraron que para un mismo
electrodo, simplemente lavado con agua de la forma descrita después de cada medida,
las corrientes DPV obtenidas de 10 medidas voltamétricas replicadas de pBQ (1 mM)
fueron significativamente comparables (nivel de confianza del 95%).

2. Reproducibilidad entre diferentes inmovilizaciones del mAbDON sobre
MBs-prG

La inmovilizacién del mAbDON sobre las MBs-prG es una etapa crucial en el desarrollo
de un inmunosensor, ya que determina la cantidad de elemento de
biorreconocimiento disponible. Para comprobar este efecto y su influencia en el
inmunosensor, igualmente se efectuaron dos calibrados iguales (con los mismos
biorreactivos recién preparados) y con dos inmovilizaciones en MBs-prG-mAbDON
realizadas en el mismo tiempo en viales eppendorf diferentes, con dos alicuotas
distintas del mismo mAbDON, por lo que no sdlo se evalud la inmovilizacién eficiente
del mAbDON sino también las diferencias existentes entre alicuotas de anticuerpo
almacenadas a -20 °C.

Los dos calibrados se representan en la figura 77 y los ajustes logisticos (modelo 4PL)
en la tabla 27.
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Figura 77: Resultados del estudio de reproducibilidad realizando 2 inmovilizaciones de MBs-
prG-mAbDON (mAbDON 5 mg I'"), diferentes, AEca (0 a -0,25 V)

Minimo (pA) -0,0599 -0,0735
Maximo (nA) -0,3771  -0,3860
ECso (pg 1) 12,81 38,44
Pendiente 1,154 1,992
R 1 1
%Competicion 84 81

Tabla 27: Paradmetros obtenidos en el ajuste sigmoideo de los calibrados anteriores

Ambos calibrados se ajustan muy bien al modelo sigmoideo. Sin embargo, ninguno de
los pardmetros obtenidos en ambas curvas (mdximo, minimo, ECso y pendiente)
pueden considerarse comparables estadisticamente para una probabilidad del 95%.
Por lo tanto, aunque ambas curvas son similares, estadisticamente los dos calibrados
realizados con diferentes MBs-prG-mAbDON no son comparables. Es de destacar los
valores de ECso, que indican que la sensibilidad de ambos inmunosensores son
significativamente diferentes.

Con el objetivo de evitar irreproducibilidades entre ensayos, provocadas por el uso de
diferentes MBs-prG-mAbDON vy diferentes alicuotas de anticuerpo (almacenado a -20
°C) se prepararon en el futuro mayores volumenes de MBs modificadas con el
anticuerpo. Las proporciones utilizadas fueron las correspondientes a la capacidad de
unién de las MBs-prG (8 ug de mAbDON por mg de MBs-prG), pero una vez realizada la
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inmovilizacion en tres viales eppendorf al mismo tiempo, se homogeneizaron en un
Unico vial falcon consiguiendo un mayor volumen (aproximadamente 4 ml), vy
consiguiendo asi un mayor nimero de medidas (superior a 80 medidas) con la misma
dispersion de MB-prG-mAbDON (almacenada a 4 °C hasta su uso).

El tiempo de vida del mAbDON a 4 °C, segun las recomendaciones del fabricante,
Europroxima, es de 1 mes. Una vez inmovilizado sobre las MBs-prG, comprobamos que
su actividad y afinidad se mantuvo un tiempo mdaximo de 25 dias, desde el primer
momento de su union a las MBs (Apartado 4.5).

3. Reproducibilidad entre 8 medidas sin competicion

Se comprobd la reproducibilidad de las medidas para un mismo punto de calibrado en
situacion de no competitividad (imax), con los mismos biorreactivos y en los diferentes
electrodos de una placa CH8. Esta experiencia es importante para asegurar la
repetitividad y robustez del inmunosensor.

Para ello se midié la reproducibilidad (%DSR) entre 8 réplicas a partir de una
incubacién en ausencia de competicién (sefial maxima para DON (0 pg 1), en
disoluciones de 25 pg MBs-prG-mAbDON (mAbDON 5 mg I™) y DON-HRP (10x, dilucién
1/5 (v/v) en PBS 0,1 M, pH 7,4) en un volumen final de 100 ul con PBS (0,1M).

En la tabla 28 se resumen los resultados obtenidos.

1 2 3 4 5 6 7 8
-0,281 -0,265 -0,292 -0,260 -0,314 -0,330 -0,310 -0,329
Tabla 28: Reproducibilidad de 8 medidas iguales del inmunosensor sin competicion,

La desviacion estandar relativa DSR (%) (n=8 puntos) es del 9,2 %.

Este valor dé %DSR (8 réplicas) es pequefo y aceptable, y engloba a las medidas
electroquimicas realizadas sobre los diferentes electrodos del electrodo multiple CH8
ademas de la varianza proveniente de todas las etapas previas y propias del
inmunoensayo. El valor es comparable con la reproducibilidad inherente a medidas
voltamétricas DPV entre los 8 electrodos, que es de %DSR = 8%, y teniendo en cuenta
ademas que la adicion de las MBs sobre los electrodos es un proceso manual en el que
se debe asegurar que la totalidad de las MBs queden confinadas dentro de la
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superficie del ET para asi contribuir (de forma reproducible) a la medida de la corriente
de los productos de la reaccidon enzimatica de la peroxidasa.

Con las 8 réplicas anteriores el intervalo de confianza de la sefial es:

| (LA) =-0,298 + 0,023 (probabilidad del 95%)

4. Reproducibilidad entre réplicas de medidas con competicion con DON

Se realizaron simultdneamente de forma replicada dos medidas de cuatro
concentraciones de DON para evaluar la reproducibilidad entre los puntos de dos
calibrados competitivos. En ambos calibrados se utilizaron los mismos reactivos.

Los resultados se recogen en la tabla 29. Las condiciones son las mismas utilizadas en
apartados anteriores y se resumen en el pie de la tabla (Tabla 29):

0,01 10 100 1000
medidal -0,313 -0,202 -0,134 -0,099
medida2 -0,338 -0,200 -0,125 -0,089

media -0,326 -0,201 -0,130 -0,094
S 0,018 0,001 0,006 0,007
%DSR 5,4 0,7 4,9 7,5

Tabla 29: Reproducibilidad de réplicas con competicién realizadas con DON (0-1000 ug I') en
PBS (0,1M). HQ (1,8 Mm) y H,0, (9,6 mM), AEz, (0 a -0,25 V)

Los resultados mostraron una reproducibilidad adecuada, con valores de %DSR
pequeios y siempre inferiores al 8% (n=2). De especial importancia es el punto
correspondiente a una concentracion de DON 0,01 pg I (imax) ¥ de 1000 pg 1™ (imin),
gue son los resultados con los que se calculan los parametros logisticos del calibrado,
ademas de valores %DSR muy pequefios en concentraciones de DON correspondientes
al uso habitual de cuantificacién de la micotoxina.

Los valores medios se utilizaron en el ajuste no lineal del calibrado. Los resultados se
resumen en la tabla 30, y en la figura 78 se representa un calibrado conjunto promedio
de los dos y los valores de incertidumbre asociados (+ s):
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Figura 78: Reproducibilidad de réplicas de 2 puntos por concentracion en el calibrado
realizado en las condiciones habituales.

Los parametros obtenidos en el ajuste sigmoideo con el modelo 3PL se recogen en la
tabla 30:

Minimo (pA) -0,101
Maximo (pA) -0,325
ECso (ng 1) 8,503
Pendiente 1

R 0,9935

Tabla 30: Parametros logisticos del calibrado de la figura 78

El coeficiente de regresién del ajuste no lineal (GraphPad) indica la correcta
correlacién ajustada a una curva sigmoidea (R = 0,9935), y con pequeiias desviaciones
estandar en cada punto (DSR < 8%). Por lo tanto, podemos concluir que las medidas
replicadas de cada punto de concentracion producen un buen ajuste del calibrado en
el inmunosensor electroquimico.

5. Reproducibilidad de calibrados del inmunosensor entre dias consecutivos

Otro de los factores importantes que pueden afectar a la reproducibilidad de los
resultados es la comparaciéon de dos calibrados realizados en las mismas condiciones y
con los mismos biorreactivos (preparados el dia 1), en dias consecutivos. Para ello se
compararon dos calibrados de 4 puntos en dos dias diferentes.
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Los resultados experimentales se presentan en la tabla 31:

0,01 10 100 1000
DIA1 -0,326 -0,201 -0,130 -0,094
DIA 2 -0,280 -0,180 -0,113 -0,082
media -0,303 -0,191 -0,121 -0,088
s 0,032 0,015 0,012 0,009
%DSR 10,6 7,8 9,6 9,6

Tabla 31: Medidas obtenidas de 2 calibrados efectuados con los mismos biorreactivos en 2
dias consecutivos

Los valores de DSR (%) son pequefios (entre 7,8 y 10,6%), aunque comparativamente
algo mayores que en el apartado anterior, lo que indica diferencias mayores en el
amplio conjunto de factores que afectan a la reproducibilidad del inmunoensayo, que
ya varian de un dia a otro, y que entre otros pueden ser debidos a la estabilidad y
actividad de los biorreactivos (sobre todo de afinidad y el conjugado enzimatico)

utilizados.

-0.41

-0.31

-0.2+1

| (LA)

-0.1+

Dia 1
Dia 2

0.0

Figura 79: Reproducibilidad 2 calibrados en las condiciones habituales, realizados en dias
consecutivos
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Minimo (pA) -0,076 -0,070
Maximo (pA) -0,332 -0,283
ECso (ng 1Y) 9,18 11,19
Pendiente 0,5548 1,044

R 1 1
Tabla 32: Parametros del ajuste no lineal de los dos calibrados efectuados en dias
consecutivos

Se estudid estadisticamente con el programa GradPhad si los dos calibrados son
estadisticamente comparables con una probabilidad del 95%. Ninguno de los 4
pardmetros (imax, imin, ECsoy pendiente) tuvo un valor comparable en los dos calibrados.
Por lo tanto, aunque el ajuste individual al modelo de inhibicién es correcto (R=1), los
calibrados son estadisticamente diferentes entre dias consecutivos, lo que refuerza
algo ya conocido del inmunoensayo como es la necesidad de realizar el calibrado a
diario y simultdneamente a la medida de concentraciones en su aplicacién analitica.

Légicamente, para evitar errores en las determinaciones de DON siempre realizamos el
calibrado competitivo y la etapa de competicion de las muestras simultdaneamente (en
ningun caso reutilizamos el calibrado de un dia para interpolar muestras medidas en
un dia diferente).

Como conclusién de los dos apartados anteriores, las mismas medidas efectuadas en el
mismo momento son reproducibles (%DSR < 7,5%), mientras que las mismas medidas
realizadas en dias sucesivos aumentan algo mas la irreproducibilidad (%DSR 8-11%).

4.3.4 Inmunosensor electroquimico utilizando electrodos SPCEs multiples (CH8):
Amperometric Detection

Para el desarrollo y las aplicaciones de los inmunosensores electroquimicos con el
array de electrodos CH8 se utilizd un instrumento Palmsens, un potenciostato
monocanal alimentado por baterias, de pequefo tamano y gran portabilidad. A través
de conexidon USB, el software (PSTrace) permite medir con las técnicas voltamétricas
mas habituales (barrido lineal, impulsionales, voltametria ciclica, redisolucion y las
técnicas amperométricas de multi-pulso, cronoamperometria, fast-AD y Amperometric
Detection (AD)).
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De forma interesante, mediante la interfase denominada CH8 multiplexado, tal como
se ha explicado anteriormente (apartado 3.4.6), es posible tomar simultaneamente
hasta 8 medidas con este instrumento.

El instrumento es monopotenciostatico, y en su conexién con la bateria de los 8
electrodos posee dos opciones de deteccion amperométrica (AD):

1. Modo consecutivo: se realizan medidas de un electrodo después del otro
secuencialmente, hasta completar las 8 medidas. En este caso, en todos los
electrodos se mide con control potenciostatico de 3 electrodos (trabajo,
auxiliar y referencia), lo que se escoge a través del cable de conexién adecuado
e indicando al instrumento la forma de medida a través de la selecciéon de una
serie de jumpers o pines de conexion.

2. Modo alternado: en este caso, se van midiendo en cada momento los 8 canales
de forma multiplexada y simultanea, con una velocidad (mdxima) de medida de
los 8 canales cada 0,24 s (es decir, en cada medida de cada electrodo individual
se utilizan 0,03 s, dejando a continuacion el electrodo en circuito abierto un
tiempo de 0,21 s hasta la préxima medida). En la practica es como si se
midieran simultdaneamente los 8 canales del CH8 (lo que disminuye
apreciablemente el tiempo total para estas medidas), si bien hay que tener en
cuenta la posible apariciéon de una componente de corriente capacitativa al
pasar de una situacién de circuito abierto a otra de aplicaciéon de un potencial
eléctrico (que no es muy grande y ocurre en un tiempo pequefio).

En resumen, en el caso de realizar las medidas con la técnica “Amperometric
detection” en modo consecutivo, las medidas se realizan en todos los casos sin el
intervalo de 0,24 segundos entre medidas, lo que provoca que las sefales se deban
exclusivamente a la corriente faradaica recogida. Al contrario, con el modo alternado,
se realizan las 8 medidas de forma multiplexada cada 0,24 s, es decir que para cada ET
la aplicacion de potencial dura un tiempo de 0,03 s y permanece en circuito abierto
durante 0,21 s hasta la siguiente medida (aplicar potencial y medida de la corriente).
Esto significa que al aplicar de nuevo el potencial aparece una componente
capacitativa de la corriente, que se suma a la corriente faradaica, y como se ha
estudiado y se describe mas adelante no tuvo influencia en los parametros analiticos
de los calibrados del inmunoensayo (sensibilidad, ECso y pendiente en las curvas de
inhibicién en donde se representa la corriente en funcién del logaritmo de la
concentracion de la micotoxina).

Podria parecer que, a priori, el modo alternado puede traer inconvenientes, pero en la
practica se demostrd que los calibrados se realizaron correctamente, sobre todo por el
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hecho de los pequefios tiempos de gap de potencial y pequefios valores del mismo (-
0,25 V), y también al hecho de que a todos los electrodos se les aplica el mismo
potencial eléctrico (conexién del jumper J6).

El multiconector (CH8 multiplexer) (Figura 24) puede usarse en 4 configuraciones
diferentes, que vienen definidas por el nimero de jumpers o puentes conectados y el
tipo de cable de conexién desde este multiplexor y la bateria de electrodos. En el
interior de este multiconector hay siete jumpers marcados desde J1 a J7.

La conexion de cada uno de los jumpers tiene diferentes efectos en las conexiones
electrénicas, que se resumen en la tabla 33:

JUMPERS p
CONECTADOS EFECTOS ELECTRONICOS PRODUCIDOS

J1 Conecta ERy EA

12 Sensor con mas de un ET y un Unico ER/EA
combinado

13 Sensor con mas de un ET y un Unico ER/EA
combinado

14 Cada sensor tiene su EA

J5 Cada sensor tiene su ER

J6 El potencial aplicado pasa por los 8 ET

17 Generalmente en circuito abierto

Tabla 33: Efectos electronicos producidos con la conexion de diferentes jumpers en el
instrumento Palmsens en formato multiplexado

Las posibles configuraciones de medida, provocadas por la conexién o desconexion de
los diferentes jumpers en cada caso son:

1. Configuracion 1 (jumpers J4+)5): consiste en arrays con hasta 8 electrodos de
trabajo, 8 de referencia (ER) y 8 auxiliares (EA) independientes todos ellos. El
potencial se aplica solamente en el canal elegido, estando el resto en circuito
abierto, es decir no existe conexidn entre ellos ni comparten ninguno de sus
conexiones, consiguiendo asi 8 electrodos independientes, cada uno con su
electrodo de trabajo, auxiliar y de referencia diferenciados.

2. Configuracion 2 (jumpers J1, )4, )5 y J6): consiste en arrays con hasta 8
electrodos de trabajo y 8 electrodos combinados referencia/auxiliar (conexion
simultdnea de los jumpers J1+J4+]5). Si se ajusta el puente J6, el potencial (a
través de la conexidon conjunta ER/EA) se aplica continuamente a los 8
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electrodos, y se produce la conexién eléctrica de los 8 electrodos auxiliares y
los 8 de referencia, manteniendo sus 8 electrodos de trabajo independientes,
formando en cada celda electroquimica un sistema de 2 electrodos y no de 3.
Para que el potencial aplicado pase por todos los electrodos de trabajo es
preciso conectar el jumper J6. En caso de no conectar J6 (configuracion con J1,
J4, J5) el potencial aplicado solo llega a los canales seleccionados, y los canales
no seleccionados permanecerian en circuito abierto.

3. Configuracion 3 (jumpers J2+)3): arrays con 8 electrodos de trabajo
compartiendo un solo electrodo de referencia y un solo electrodo auxiliar
(J2+J3).

4. Configuracion 4: Sensor arrays con 8 electrodos de trabajo compartiendo un
electrodo combinado referencia /auxiliar

En todas las configuraciones, al tratarse de un instrumento mono-potenciostatico se
mide de forma multiplexada cada sensor individualmente, dejando los electrodos no
seleccionados en circuito abierto. Las configuraciones de sensores 2, 3 y 4 tienen la
posibilidad de dejar los sensores o las celdas no seleccionadas en circuito abierto o
bien aplicar el mismo potencial a todos los sensores o celdas, siempre que se utilicen
electrodos combinados ER/EA.

De las configuraciones descritas, se trabajo en deteccion amperométrica (AD) con la
configuracion 1 y con la configuracién 2. La diferencia entre ambas son los diferentes
jumpers utilizados (conectados) que producen diferentes sefiales y prestaciones
analiticas dependiendo de la forma de medida que se desee.

Para las medidas electroquimicas de los productos de la reaccién enzimatica de la HRP
se utilizd deteccién amperométrica (AD) con las condiciones expresadas en la tabla 34.
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E -0,25V
E cond oV
E dep ov
interv 0,24 s
trun 90s
t cond 0
tdep 0
teq 0

Tabla 34: Condiciones electroquimicas utilizadas para la técnica Amperometric
Detection (-0,25V)

Las condiciones que permite variar el potenciostato son: E (potencial de trabajo), Econd
(potencial de acondicionamiento), Eqgep (potencial de deposicidn), interv (intervalo de
tiempo entre electrodos), t,,, (tiempo de medida) tcong (tiempo de acondicionamiento),
tyep (tiempo de deposicidn), teq (tiempo de equilibrio).

Los parametros que aparecen en la tabla anterior (Tabla 34) fueron seleccionados en el
minipotenciostato de PalmSens (PSTrace) con el objetivo de utilizar las condiciones
mas parecidas a las utilizadas anteriormente con el potenciostato (Autolab PGSTAT12)
y los SPCEs individuales. Para realizar la técnica AD no es necesario aplicar un potencial
de acondicionamiento (E cong) Ni de deposicion (E gep).

Se realizaron determinaciones por AD aplicando un potencial (E) de -0,25 V durante un
tiempo total de medida (t,,,) de 90 s con un intervalo de tiempo entre electrodos de
0,24 s, el minimo tiempo que permite el instrumento.

4.3.4.1 Medidas del inmunosensor con configuraciones 1y 2

Para comparar las posibilidades de medida del potenciostato Palmsens, se compararon
las configuraciones 1 (J4+J5) y 2 (J1+J4+)5+J6) realizando 2 calibrados con el
inmunosensor de DON con la técnica AD y las condiciones de la tabla anterior (Tabla
34). En ambos casos, tal como se ha explicado, la medida de los 8 electrodos se realiza
de forma simultdnea (modo alternate), con la consiguiente reduccidon del tiempo
necesario para las 8 medidas (AD-a), simplemente modificando las configuraciones del
cable conector en cada caso (jumpers conectados).
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En el calibrado competitivo de 4 puntos replicados se utilizaron 25 ug de MBs-prG-
mAbDON (mAbDON 5 mg %), 25 pl de DON-HRP (10x, dilucién 1/5 (v/v) y DON (0-1000
pg 1), 60 minutos de tiempo de competicién. La concentracién de los sustratos
enzimaticos utilizada fue de HQ (1,8 mM) y H,0, (9,6 mM) aplicando un potencial de
reduccion de -0,25 V después de 10 minutos de reaccidn enzimatica.

En la figura 80 se muestran los resultados obtenidos con la configuracién 1.

-1.0-

-0.8+

-0.4-

-0.24
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Log [DON] (ug/l)

Figura 80: Calibrado por (AD-a) aplicando E = -0,25V con la configuracion 1 (J1, J4).

Con la técnica “Amperometric Detection” (AD) en modo alternado (AD-alternate) se
obtienen mayores senales que en el caso de la técnica anteriormente utilizada
“Multistep Amperometric” (MA) (imax desde -0,300 pA a -0,860 pA), y ademds mejora la
sensibilidad del inmunosensor, disminuyendo el factor ECsg de aproximadamente 9 ug
I"en MA a 3,6 pg I'* en AD-a, configuracion 1. La disminucién de sefial producida por la
reaccion de competicion (imax VS imin) €s de un 90% aproximadamente.

Con esta forma de medida se facilita enormemente la adiciéon de los sustratos
enzimaticos (HQ y H,0;) que se realizan al mismo tiempo, se evita controlar el tiempo
de reaccién en las 8 reacciones enzimaticas que ahora son simultaneas, y mejora
notablemente la rapidez de las 8 medidas de corriente que se realiza en los 90
segundos de la toma del valor de la corriente para los 8 sensores. Al completar mas
rapidamente las 8 medidas, se disminuye el riesgo de oxidacién de la HQ al estar
menos tiempo expuesta al aire.

Con el fin de evaluar la influencia de las conexiones de los jumpers se realizé un
segundo calibrado en las condiciones anteriores, utilizando como técnica
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electroquimica “Amperometric Detection” con la configuracion 2 (conexidn
J1+J4+)5+)6) y en modo AD-a (AD alternado).

-0.4-
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-0.2-
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Figura 81: Calibrado competitivo en modo AD-(a) y configuracion 2.
Mismas condiciones que en la figura 81

En la comparativa realizada entre las sefiales obtenidas con la técnica “Amperometric
Detection” utilizando la configuracion 2 (conexién jumpers J1, 14, J5 y J6) con la técnica
“Multistep Amperometric” puede decirse que las sefiales obtenidas son
aproximadamente iguales (préximas a -0,310 pA).

Con respecto a los valores del factor ECsg obtenidos para las dos configuraciones (1y 2)
posibles en la técnica Amperometric detection, modo alternado se observé una mejora
de la sensibilidad similar en ambos casos. Los ECsg obtenidos con AD-a tanto con
configuracion 1 como con configuracién 2, son préximos a 3,5 pg I (Tabla 35),
menores con respecto al ECso obtenido por MA de aproximadamente 9 pg ™. En
cualquier caso, son valores ECsp lo suficientemente pequeios para permitir la
determinacién de DON con una sensibilidad muy alta, y suficiente para los objetivos de
determinacién por debajo de los limites legislados por la UE.

En la figura 82 se comparan los calibrados AD (modo alternado) con ambas
configuraciones (configuracién 1, J4 y J5, y configuracién 2, J1, J4, J5 y J6 conectados),
asi como los parametros de ajuste obtenidos en ambos calibrados (tabla 35):
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Figura 82: Comparacion de calibrados de DON realizados por AD-a con las
configuraciones 1y 2

El cambio de configuracién 1 (J4 y J5) a configuracién 2 (J1, J4, J5 y J6) con la técnica
AD en modo alternado, produce menores corrientes para cada una de
concentraciones del DON con las mismas condiciones del inmunoensayo y el mismo
potencial (-0,25 V), aproximadamente tres veces menores para la configuracion 2. Sin

RESULTADOS Y DISCUSION

e J4,35
-1.0-
e J1,J4,75, 36
-0.84
2 067
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— -0.4-
-0.24
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4 -2 0 2 4

Log [DON] (ug/l)

embargo, la sensibilidad del calibrado no varia (ECso= 3,5 pg Y.

En la tabla 35 se recogen los ajustes de ambos calibrados, observdandose que lo
importante es la reproducibilidad de estos calibrados para cada modo y que el valor
del ECso es el mismo, reflejando asi el mismo comportamiento de porcentajes de

inhibicién producidos por las mismas concentraciones del DON.

Tabla 35: Ajustes de los calibrados (modelo 3PL) con las configuraciones instrumentales

Minimo (pA)  -0,09087 -0,029
Maximo (pA)  -0,8649 -0,3147
ECso (pg 1) 3,592 3,413

Pendiente 0,8583 0,7988
R 1 1
%Competicién 89,5 90,7

indicadas
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Se obtuvo aproximadamente el mismo valor de ECso (3,5 pg I*) v un porcentaje de
competicion muy similar para ambas configuraciones, pero ademdas se obtuvo un
incremento de seiales tanto en las maximas como en las minimas aproximadamente
del triple para la configuracién 1 (J4 y J5).

Comparando los resultados obtenidos mediante “Amperometric Detection” en la
configuracion 2 y los resultados que se obtuvieron por “Multistep Amperometric”
pueden considerarse similares (imax = -0,310 HA), realizando una mejora el modo de
medida que pasa a ser simultdnea en lugar de secuencial y una disminucién positiva
del factor ECsg hasta 3,5 pg It frente al ECso de 9 ug It para las determinaciones por
Multistep Amperometric. En cualquier caso, la sefial obtenida por “Amperometric
Detection” en la configuracién 1 es tres veces superior (a la obtenida con AD-a
configuracion 2 y en MA). Por lo tanto, después del estudio anterior, se selecciond la
configuracion 1 para el desarrollo del sensor por su incremento en las sefiales
maximas, manteniendo el resto de pardmetros constantes.

Para conocer el potencial de amperometria correcto con los nuevos modos de trabajo,
en el que ocurre la reduccidn voltamétrica de la pBQ generada enzimaticamente, que
depende de las tintas utilizadas en el serigrafiado de los electrodos del CH8 y de su
estado superficial (es decir, de la constante estandar de intercambio de electrones y de
la velocidad de la reaccidén electroquimica), se registraron voltagramas de pulso
diferenciales (DPV) a una velocidad de barrido de potenciales de 10 mV/s una
diferencia de potencial de AE= 2 mV, y un AE,= -25 mV (Figura 83), de una disolucion
de pBQ (1000 mg I ) en tampdén PBS 0,1M, pH 7,4.

La representacion de los 8 voltagramas obtenidos por DPV de las 8 determinaciones de
pBQ (1000 mg I™") en tampdn PBS 0,1M, pH 7,4, se recogen en la figura 83:
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Figura 83: Voltagramas DPV de una disolucién pBQ (1000 mg I'"), 8 medidas. Condiciones
instrumentales DPV: AE= 2 mV.; AE,= -25 mV; V=10 mV/s

De los 8 voltagramas medidos (Figura 84), se obtuvo un potencial de maxima corriente
del pico de: E,= -0,174 + 0,009 V, %DSR = 8,0% (n=8,), siendo i,= -19,39 + 1,07 pA,
%DSR = 8,2% (n=8).
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Figura 84: Voltagrama DPV de una disolucién pBQ (1000 mg I'"). Sefial media obtenida de 8
medidas consecutivas
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La vuelta a la linea de base del voltagrama ocurre a un potencial aproximadamente de
-0,35 V. Si consideramos un potencial amperométrico del orden de -0,20 V mayor que
el correspondiente al Ey=-0,174 V como potencial para la determinacion
amperométrica, entonces el potencial a aplicar seria aproximadamente de E;mp=-0,35
V, menor (mas reductor) que el utilizado en los electrodos SPCEs individuales (Eamp=-
0,25 V), en donde la velocidad de transferencia de carga seria menor. Este efecto
puede verse en la figura 85, en donde se observan menores corrientes aplicando este
ultimo potencial amperométrico, frente a un potencial E;mp=-0,35 V.

El desplazamiento de los voltagramas a potenciales algo mas catddicos en arrays CH8
frente a electrodos SPCEs (Universidad de Florencia) puede deberse a la tinta del
electrodo de referencia diferente, al procesado de estas tintas y por lo tanto a la
diferente velocidad de transferencia de carga sobre el propio electrodo de trabajo.

Se evaluaron ademads las senales maximas obtenidas a un potencial de reduccidn de -
0,25V vy a-0,35V, utilizando AD modo alternado con la configuracién 1, sobre los CH8
realizando 2 calibrados competitivos en las condiciones optimizadas para el
inmunosensor.

En la figura 85 se muestran los resultados.
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Figura 85: Calibrado de DON con deteccion electroquimica (AD-a, configuracion 1) utilizando
los dos potenciales de -0,25 V y -0,35 V
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Minimo (pA) -0,1026 -0,1360
Maximo (pA) -0,7957 -2,019
ECso (pg 1) 3,315 8,062
Pendiente 1 1
R 0,9965 0,9963
%Competicién 87,1 93,3

Tabla 36: Parametros del ajuste logistico 3PL de los 2 calibrados con los potenciales de
medida amperométrica indicados utilizando los dos potenciales de -0,25 V y -0,35 V.

Pueden observarse valores del ECso muy diferentes, sin embargo el menor valor de
sefial maxima obtenido con un E,np=-0,25 V simplemente es debido a una insuficiente
corriente maxima (para altas concentraciones de HRP) que hace que la disminucién de
la sefial sea excesivamente pequefia en este caso.

Por esto, se decidid modificar el potencial de trabajo en AD a -0,35 V con el objetivo
de realizar la reaccidn de reduccion completa del pBQ generado enzimdaticamente.

4.3.4.2 Medidas del inmunosensor con modos de trabajo alternado (AD-a) y
consecutivo (AD-c) con configuracién 1

El software del multipotenciostato (PSTrace) ofrece 2 modos de medida en deteccién
amperométrica (AD), que son en modo consecutivo (AD-c) y en modo alternado (AD-
a), tal como se ha explicado con anterioridad. Ya se ha explicado anteriormente que el
modo AD-a es mucho mas rapido y sencillo en la manipulacién que el modo AD-c.

En este apartado se comparan ambos modos y su repercusién en las propiedades
analiticas del inmunosensor. En modo AD-a, las 8 medidas se realizan de forma
practicamente simultdnea en forma multiplexada, lo que facilita enormemente la
forma de trabajo en la adicion de los sustratos del enzima y se produce una importante
reduccion del tiempo de la medida amperométrica a los 90 segundos. Al contrario, en
modo AD-c se realizan secuencialmente las medida amperométricas, lo que implica
sincronizar los tiempos, de la adicidn de los sustratos de los 8 canales uno detrds del
otro durante los 10 minutos de duracién de la reaccién enzimatica de revelado, y las 8
medidas consecutivas en los tiempos de 90 s.

Las condiciones electroquimicas para ambos modo de trabajo son las indicadas en la
tabla 37 siguiente:
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E -0,35V
E cond ov
E dep ov
trun 90s
t cond 0
tdep 0
teq 0

Tabla 37: Condiciones electroquimicas utilizadas para la técnica Amperometric Detection
(-0,35 V) con configuracion 1 en AD-a y AD-c

Para evaluar las prestaciones analiticas que ofrecen ambos modo de trabajo (alternado
y consecutivo) y buscando una mejora de las prestaciones analiticas, en el
inmunosensor se realizaron 2 calibrados competitivos de 8 puntos utilizando las
condiciones habituales de trabajo [25 pg de MBs-prG-mAbDON (mAbDON 5 mg %), 25
ul de DON-HRP (10x, dilucién 1/5 (v/v) y DON (0-100 ug I'*), 60 minutos de tiempo de
competicidn]. La reaccién enzimatica sobre los ET del array CH8 se realizé durante 10
minutos con HQ (1,8 mM) y H,0, (9,6 mM) aplicando finalmente un potencial de
reduccién de -0,35 V.

Los calibrados realizados en las condiciones descritas, con la técnica amperométrica en
sus dos modos de trabajo (AD-a y AD-c) utilizando la configuracion 1 se han
representado en la figura 86, y los ajustes 3PL de los mismos se resumen en la tabla 38.

e Alternado
-2.5- _
¢ Consecutivo

-2.0+

-1.54

| (uA)

-1.0+

-0.51

00 ) ) I L) L) 1

Log [DON] (ug/l)

Figura 86: Comparativa de calibrados de DON realizados en modo AD-a y AD-c (E,,,=-0,35V),
en las condiciones de trabajo habituales
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Minimo (pA) -0,082 -0,091
Maximo (pA) -2,079 -0,466
ECso (ug I'") 9,336 8,302
Pendiente 1 1
R 0,9925 0,9908
%Competicion 96,0 80,4

Tabla 38: Parametros logisticos del calibrado de inhibicién en los dos modos de medida
amperométrica AD-a y AD-c (Egmp=-0,35V)

Las corrientes en modo AD-a son mayores que en el modo AD-c (ambos con
configuracion 1), pero en el caso de las corrientes minimas los valores son muy
proximos y significativamente iguales (95% nivel de confianza). Ademds se han
obtenidos mayores porcentajes de bajada de la sefial de inhibicidn en el caso AD-a. Sin
embargo, los valores de sensibilidad del inmunosensor, tomados como los valores del
ECso, son estadisticamente iguales para ambas formas de medida. En ambos casos, el
ajuste no lineal proporciona coeficientes de correlacion mayores que 0,9900,
analiticamente aceptables para un buen ajuste al modelo tedrico.

El aumento de sefiales con AD-a frente a las sefiales obtenidas con AD-c, es debido al
tiempo de medida multiplexado cada 0,24 segundos para los 8 electrodos. El intervalo
de tiempo en circuito abierto (0,21 s) de cada electrodo de trabajo aporta una
corriente capacitativa al aplicar nuevamente el potencial, que siempre es constante
(E=-0,35 V). En el modo consecutivo, no existe este vacio de control potenciostatico
(no aparece la pequeiia componente capacitativa), por lo tanto las corrientes medidas
son Unicamente debidas a la corriente faradaica y aparecen del orden de 3 veces
inferiores.

Por el aumento obtenido en las sefiales maximas después de comprobar que el efecto
de la corriente capacitativa no afecta a los resultados, por la facilidad y rapidez en las
medidas electroquimicas mejorando la estabilidad de la HQ y la obtencidon de
resultados, se seleccioné como condiciones dptimas de medidas el modo alternado
(Amperometric detection, alternado AD-a) en la configuracion 1 (J4+J5) aplicando un
potencial de reducciéon de -0,35 V.

Los calibrados anteriores en modo AD-a configuracion 1, con las mismas condiciones
tanto quimicas como electroquimicas optimizadas, se repitio a lo largo de diferentes
dias con el fin de comprobar su reproducibilidad y repetitividad. Como ejemplo
concreto de todos los calibrados realizados, se representa en la figura 87 dos
calibrados de dias consecutivos, con los mismos biorreactivos y condiciones de trabajo
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optimizadas para el inmunosensor, realizando la determinacion por AD-a,
configuracion 1.

En la tabla 39 posterior se comparan estadisticamente los pardametros del calibrado,
siendo todos ellos significativamente iguales para una probabilidad del 95%
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Figura 87: Calibrados en dias consecutivos (E,m,=-0.35V) en modo AD-a configuracion 1

Minimo (pA) -0,082 -0,188 Comparable (95% prob)
Maximo (pA) -2,079 -1,962 Comparable (95% prob)
ECso (ng1™) 9,336 7,414  Comparable (95% prob)
Pendiente 0,7625 0,6873  Comparable (95% prob)
R 0,9925 0,9937 -
%Competicion 96,0 90,4 -

Tabla 39: Comparacion de los paradmetros logisticos de los dos calibrados anteriores

En la comparativa estadistica se concluye que los cuatro parametros del ajuste
sigmoideo (intensidad maxima, intensidad minima, factor ECso y pendiente obtenida
con el ajuste) pueden considerarse comparables con una probabilidad del 95%. En la
comparacion de las curvas completas se ha obtenido que son estadisticamente iguales,
por lo tanto puede asegurarse que todas las variables del inmunosensor, asi como la
técnica electroquimica seleccionada son adecuadas para el desarrollo del
inmunosensor y que ademas los calibrados obtenidos a los largo de los dias son
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reproducibles trabajando con la técnica Amperometric Detection, modo alternado (AD-
a) en la configuracion 1.

Con todas las variables influyentes en el inmunosensor, se procedié a estimar la
concentracion minima de DON que se puede determinar cuantitativamente. Se
constata que en la curva sigmoidea no es conveniente la interpolacién de las muestras
en las zonas altas ni bajas (conocidas como mesetas), si no que la mejor zona para ello
es la parte lineal de la curva, siendo el punto éptimo para la interpolacion de una
muestra corresponde con el ECs situado en el punto central de la parte lineal de la
sigmoidea. Por no corresponderse con un calibrado lineal no se puede hablar del limite
de deteccién del inmunosensor propiamente dicho.

Por ello se utilizarda como criterio, que la concentracion minima detectables con el
inmunosensor se calcula como la concentracion que se obtiene con el 10% de la sefial
maxima (10% de inhibicion de la sefial) dado que en ese punto comienza
aproximadamente la zona lineal de la curva sigmoidea y es la zona mas apropiada y
con la que se mejora la exactitud de los resultados.

Con esto, la concentracion minima de DON que se va a poder determinar con el
inmunosensor se trata de 3,07 pg I, concentracién calculada en el volumen del
pocillo donde se realizan los ensayos (100 pl).
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4.4 INTERFERENCIAS Y REACTIVIDAD CRUZADA DEL ANTICUERPO
MONOCLONAL (mAbDON) CON OTRAS MICOTOXINAS

4.4.1 Interferencias producidas por disolventes organicos

Las micotoxinas son comunmente extraidas de cereales finamente triturados o de
harinas utilizando agua (tamponada a un cierto pH, por ejemplo con aniones fosfato) o
con mezclas de agua con otros disolventes polares organicos, dependiendo de la
estructura quimica de la micotoxina, sus propiedades quimicas o del método de
analisis que se vaya a aplicar posteriormente [276]. Dependiendo de la polaridad de la
micotoxina y del procedimiento utilizado de limpieza se usan diferentes disolventes de
extraccion [57].

Muchos autores proponen extracciones de DON con disolventes organicos
especialmente MeOH o ACN en porcentajes superiores al 80 % en agua debido a los
altos porcentajes de recuperacién obtenidos, ademds de que su uso garantiza un
extracto mads limpio, especialmente en los casos de determinaciones mediante
técnicas de cromatografia liquida HPLC [57; 277; 278]. En la bibliografia cientifica
consultada se recogen diferentes procedimientos de extraccién, siendo para el DON
los disolventes de extraccién mas comunes el agua, PBS (0,1 M, pH 7,4), MeOH/H,0
(84:16, v/v), ACN/H,0 (84:16, v/v) [18; 58; 257], o ACN/H,0/HAc (79:20:1 v/v/v) [279;
280]. En los piensos de trigo, maiz y productos relacionados, se probd una mezcla de
acido formico (0,1 %)/ACN (43:57 v/v) para dar una mejor recuperacién de DON, en
comparacion con otras mezclas de disolventes ensayados, tal como metanol/acetato
de etilo/agua (20: 70:10) , MeOH/H,0 (40:60 v/v, con HCI 0,1 M, pH 4 ), y MeOH/H,0
(60:40 v/v, con HCI 0,1 M, pH 4). Se encontré que las recuperaciones de DON en las
tres mezclas estan por debajo de 50 % [281].

Segun la bibliografia los disolventes de extraccion mas utilizados en la extraccién del
DON son mezclas en diferentes proporciones de MeOH/H,0 (inmunosensores) y
ACN/H,0 (HPLC), u otros como ACN/H,0 acidificado con acetona y AcEt/ACN/H,0
[282]. Laincorporacién de agua en el disolvente de extraccidn provoca que los granos
de cereales se hinchen, lo cual beneficia el proceso de extraccion del analito de la
matriz correspondiente [66].

Al contrario, el uso de este tipo de disolventes organicos en los inmunoensayos puede
producir interferencias en la determinacién posterior o perjudicar la reaccién de
afinidad entre el antigeno y el anticuerpo, asi como disminuir la actividad enzimatica
de la HRP. En la mayoria de los casos en los que la extraccion de DON se llevd a cabo
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en MeOH o en ACN (o en cualquiera de las mezclas de disolventes indicadas), la
determinacién de DON se realizé por técnicas espectrofotométricas o cromatograficas
en los que no intervienen anticuerpos [153; 283] o realizando una dilucién previa que
disminuya la concentracidon de disolvente orgdnico al minimo antes de la etapa de
reconocimiento con el anticuerpo.

Debido al cardcter marcadamente polar del DON, cabe esperar que es posible su
extracciéon completa con disolventes acuosos o con el propio tampdn de fosfatos (PBS)
gue comunmente se utiliza durante las etapas de incubacién, competicién y lavados
del inmunosensor, asi como en la etapa final de la reaccién enzimatica y la deteccién
electroquimica [66]. En la bibliografia se muestran excelentes resultados de
recuperacién de DON en el extracto superiores al 97% [18] por lo que para evitar
problemas posteriores y tras un estudio realizado con los disolventes organicos
recomendados se decidid realizar la extraccién en PBS (0,1 M, pH 7,4) disminuyendo
asi las interferencias y evitando la introduccién de otros reactivos o disolventes en el
procedimiento del inmunosensor.

La mayoria de los métodos inmunoquimicos para la determinacidon de micotoxinas se
basan en procedimientos de extraccidn de muestras adquiridos de otras técnicas de
analisis, y a menudo implican el uso de disolventes organicos. Después de la extraccién
y con el objetivo de eliminar las particulas sélidas, por lo general el extracto se filtra a
través de un filtro de papel o un microfiltro, antes de realizar el ensayo. Este
procedimiento general es satisfactorio en muestras de cereales o de harinas de
cereales, pero podria dar una sobreestimacion de toxinas o incluso resultados falsos
positivos para matrices alimentarias mas complejas como en el vino [105]. El problema
principal es la influencia del disolvente organico sobre los reactivos bioquimicos de
afinidad (anticuerpo) o cataliticos (enzima HRP).

La determinacién de la concentracién de las micotoxinas, requiere un tratamiento
previo de la muestra, que puede ser mas o menos sencillo dependiendo del tipo de
matriz. La mayoria de las extracciones (alimentos, cereales, piensos) se realizan
utilizando columnas de fase sdlida o sobre todo extracciones en agua o mezclas con
disolventes organicos [66]. También es frecuente en técnicas instrumentales como
HPLC o en procedimientos oficiales, etapas de limpieza de la matriz, eliminaciéon de
interferencias o de preconcentracion de la(s) micotoxina(s), por ejemplo utilizando
columnas de inmunoafinidad (IACs) [65; 276]. Estas columnas de inmunoafinidad
tienen el inconveniente de su elevado coste y que son de un solo uso.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, se ensayaron diferentes posibilidades de
extraccién indicadas mas adelante. Previamente, se evalud la posible interferencia de
diferentes porcentajes de dos de estos disolventes organicos mas utilizados: metanol y
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acetonitrilo, en un intervalo de porcentajes en volumen acuoso desde 0 a 100%,
llevando a cabo la reaccidon de competicién en presencia de los mismos, utilizando
medidas de absorbancia ELISA. El objetivo fue comprobar si existe variacion de seiial
de absorbancia en presencia del disolvente organico o si no influye significativamente
en las reacciones del inmunoensayo.

El intervalo de porcentajes de disolvente organico se refiere en todos los casos al
porcentaje de disolvente que queda en el pocillo en el momento de la competicidn,
simulando la cantidad de disolvente de extraccion que llegaria al inmunosensor
después de las diluciones en los extractos de las muestras antes de la determinacion.

4.4.1.1 Influencia del metanol sobre el inmunosensor:

Para este estudio se prepararon disoluciones de DON de 0y 100 pg I™* en un intervalo
de porcentajes entre 0 y 100% (v/v) de metanol en agua para comprobar si la
competicion se produce en igual extensién para cualquier porcentaje de metanol
presente en el ensayo.

Después de homogeneizacién mecanica de la mezcla de las muestras con el disolvente
de extraccidn, en todos los casos se llevd a cabo una centrifugacion para tomar el
sobrenadante. Recientemente se ha comparado en la bibliografia las recuperaciones
obtenidas después de una Unica extraccidén y de multiples etapas de extraccién de DON
en el maiz, y encontraron que una extraccién de dos etapas produce una recuperacién
de aproximadamente el 90% de DON [284]. También se ha investigado el tiempo de
contacto de muestras con disolventes de extraccion a temperatura ambiente
utilizando un procedimiento de extraccidon de un solo paso, y encontraron que una
incubacién de 30 minutos ofrecia mejores resultados que ambos periodos de tiempo
[62].

Los absorbancias obtenidas se recogen en la figura 88:
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Figura 88: Influencia del MeOH en la reaccion competitiva entre DON y DON-HRP (10x,
Europroxima) sobre el mAbDON

Las sefiales obtenidas para DON (0 pg I™) y DON (100 pg I'!) en presencia de cada
concentracion de MeOH asi como los porcentajes de disminucion de sefiales obtenidos
con respecto a la sefial obtenida para un porcentaje de 0% de metanol (Abs = 0,203) en
las experiencias realizadas en ausencia de DON (para DON (0 pg I')) se muestran en la
tabla 40.

0,230 0,046 0,0

0,159 0,047 30,9
10 0,153 0,049 33,5
20 0,129 0,054 43,9
50 0,087 0,051 62,2
84 0,044 0,063 80,9
100 0,036 0,044 84,3

Tabla 40: Influencia del uso de MeOH y porcentajes de disminucion de sefal obtenidos entre
DON y DON-HRP (Europroxima) sobre el mAbDON

A la vista de los resultados se concluye que la presencia de metanol influye
significativamente en la reaccion de competicion del mMAbDON con el DON y DON-HRP



4.4 Interferencias y reactividad cruzada del anticuerpo
monoclonal (mMAbDON) con otras micotoxinas

(Europroxima). Se observa una pronunciada disminucion de la absorbancia para DON
(0 pug 1) a medida que el porcentaje de metanol utilizado aumenta, llegando a una
disminucién de senal de 84,3% para metanol puro (porcentaje 100%).

Se concluye que la presencia de metanol durante la etapa de competicion a partir de
porcentajes del 5% (v/v) provoca disminuciones progresivas de la absorbancia maxima
en el inmunosensor con el aumento del porcentaje de disolvente. Estas menores
sefiales, podrian interpretarse erroneamente como menores concentraciones de DON
dando lugar en la practica a posibles falsos positivos de DON.

Por lo tanto, utilizando MeOH para extraer DON, lo que se hizo por ejemplo en la
extraccién conjunta de DON y FB1, es preciso diluir el extracto con PBS de tal forma
que en la etapa de competicion el porcentaje de MeOH no supere el 5% (v/v). Esto no
supone problema, dado que la gran sensibilidad del inmunosensor de DON permite
esta dilucidn del extracto.

4.4.1.2 Influencia del acetonitrilo sobre el inmunosensor:

El acetonitrilo (ACN) se utiliza sobretodo en la extraccién del DON previa a su
determinacién por cromatografia liquida HPLC, y no se ha descrito su uso en
inmunosensores para esta micotoxina. Se estudid la influencia del ACN sobre el
inmunoensayo, del mismo modo que para el metanol en el apartado anterior, para
comprobar la posibilidad de usarlo para el inmunosensor. Para ello se prepararon
disoluciones de DON de 0y 100 pg I en un intervalo de porcentajes entre 0 y 100%
(v/v) de acetonitrilo en agua. Los comportamientos sobre las reacciones del
inmunoensayo se midieron con ELISA espectrofotométrico.

Los resultados obtenidos se resumen en la figura 89:
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Figura 89: Influencia del ACN en la reaccion competitiva entre DON y DON-HRP
(Europroxima) sobre el mAbDON

En la tabla 41 se muestran los porcentajes de disminucién de sefiales obtenidos con
respecto a la absorbancia obtenida para un porcentaje de 0% de acetonitrilo (Abs =
0,192) para los casos en ausencia de DON (para DON (0 ug I').

0,192 0,043 0,0

0,180 0,049 6,3
10 0,167 0,045 13,0
20 0,129 0,037 32,8
50 0,054 0,032 71,9
84 0,025 0,015 87,0
100 0,007 0 96,4

Tabla 41: Influencia del uso de ACN y porcentajes de disminucion de seial obtenidos entre
DON y DON-HRP (Europroxima) sobre el mAbDON

Un aumento del porcentaje de acetonitrilo durante la etapa de competicién provoca
una disminucién de la sefial maxima de forma progresiva pero esta disminucién
(interferencia) se produce de manera mas suave que en el caso de usar metanol como
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disolvente. Por el contrario, se deben controlar muy bien los porcentajes altos de
acetonitrilo ya que la seiial se llega a suprimir con un 100% ACN debido a la completa
inhibicidn producida sobre el anticuerpo. Porcentajes de ACN del 50% ya producen una
disminucion estadisticamente significativa de la absorbancia comparada con la
ausencia del disolvente organico.

A la vista de los resultados se concluye que no seria apropiado utilizar porcentajes de
acetonitrilo superiores al 5% (v/v) donde la corriente comienza a disminuir de forma
significativa.

La presencia de los disolventes MeOH y ACN durante la etapa de competicion afecta
significativamente a la absorbancia maxima medida, al dificultar la reaccién de
afinidad antigeno-anticuerpo, y posiblemente también influye negativamente en la
actividad enzimatica de la HRP, por lo que su uso en procedimientos de extraccion del
DON deberia de limitarse, haciendo que el porcentaje final de disolvente organico en
el momento de la competicidn sea muy inferiores al 5% una vez diluidos con tampdn
PBS.

4.4.1.3 Comparativa de curvas de calibrado de DON en presencia de MeOH y ACN

Para profundizar en el estudio de la interferencia de los 2 disolventes organicos
durante la etapa de competicién del DON y DON-HRP (10x, Europroxima) frente al
anticuerpo (mAbDON) se realizaron curvas de calibrado en presencia de las siguientes
proporciones de disolvente orgdnico: MeOH (10%), MeOH (50%), ACN (10%), ACN
(50%) y comparacién con la ausencia de los mismos (PBS (0,1M)).

Los resultados se resumen en la tabla 42:

0,01 10 100 1000
PBS (0,1M) 0,152 0,057 0,024 0,002
MeOH 10% 0,072 0,045 0013 O
MeOH 50% 0,061 0,055 0,001 O
ACN 10% 0,085 0,06 0,002 0
ACN 50% 0,046 0,017 0016 O

Tabla 42: Absorbancias de los calibrados de DON utilizando diferentes porcentajes de MeOH
y ACN, y comparacion con las sefiales obtenidas en PBS 0,1 M (ausencia de estos disolventes
orgdnicos)
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Las absorbancias se ajustaron a una curva sigmoidea siguiendo el modelo 4PL:

*  PBS(0.1M)
e MeOH 10%
0.207 MeOH 50%
0.154 e ACN10%
ACN 50%
0.104
(7))
= —
0.054
0.00 T ' = :
-2 0 2 4
-0.05- Log [DON] (ng/l)

Figura 90: Ajustes sigmoideos obtenidos en los calibrados de DON utilizando diferentes
disolventes de extraccion

Minimo (pA) 0,0082 0,0001 -0,0071 -0,0066 0,0065
Maximo (pA) 0,152 0,0717 0,0649 0,0867 0,0459
ECso (ng 1) 7,397 17,92 30,67 20,25 4,294
Pendiente 1 1 1 1 1
R 0,9953 0,9988 0,9729 0,9914 0,9495
%Competicidn 94,6 99,9 100 100 100

Tabla 43: Parametros de ajuste (modelo 3PL) obtenidos en los calibrados anteriores

A la vista de los resultados puede afirmarse que los disolventes organicos afectan
significativamente a las medidas del inmunosensor en la forma descrita y para los
porcentajes (superiores al 5% v/v) estudiados. Comparando las absorbancias maximas
para DON (0 pg I'™") en presencia de los disolventes organicos, con las obtenidas en PBS
(0,1 M, pH 7,4) se observa que con un porcentaje del 10% (v/v) de ambos disolventes
la sefial se reduce aproximadamente 2 veces, y en el caso de utilizar porcentajes del
50% (v/v) la sefial maxima se reduce aproximadamente 3 veces, con lo que se concluye
que para la determinacién de DON en las muestras de cereales se produce una
interferencia importante para porcentajes de los disolventes organico superiores al
10% (v/v).
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Dado que extracciones con PBS (0,1 M) en muestras de cereales producen
rendimientos de extraccién préximos al 100% segun reportan otros autores [278], y tal
como hemos comprobado en este trabajo (validaciones con otras técnicas
instrumentales, explicado posteriormente), se escogio este tipo de extraccidén para el
DON, en donde el extracto tiene una composicion salina igual a la utilizada en las
reacciones del inmunoensayo si bien en la extraccién conjunta de la FB1 (descrita en la
parte final de esta memoria), las pequefias proporciones finales de MeOH no
provocaron interferencia en la determinacién del DON.

4.4.2 Interferencias de otras micotoxinas en la muestra: reactividad cruzada de los
anticuerpos monoclonales del DON y la FB1

En una misma muestra de cereales se pueden desarrollar diferentes micotoxinas
metabolizadas a partir de hongos de la misma familia, por lo que en una determinacién
mas completa de contaminacién de micotoxinas, o en la determinacién individual del
DON, es necesario comprobar si otras micotoxinas capaces de desarrollarse en
cereales de forma natural influyen en la determinacion con el inmunosensor selectivo
para el DON.

Para este estudio se ha determinado DON (0 y 100 pg I™) en presencia de otras
micotoxinas: ocratoxina A (OTA), ocratoxina B (OTB) o FB1 (concentracion afiadida 100
ug 1) para estudiar si su presencia es influyente en la etapa de competicién y en la
deteccion final.

Este estudio persigue ademas evaluar la reactividad cruzada del anticuerpo (mAbDON)
frente al resto de las micotoxinas estudiadas. Los resultados de las medidas de
absorbancia obtenidas en este estudio para las micotoxinas y en las concentraciones
indicadas se muestran en la figura 91:
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Figura 91: Evaluacion de las interferencias producidas por la presencia de OTA, OTB o FB1
junto con el DON en un extracto de cereales

Las micotoxinas OTA, OTB y FB1 no producen interferencia sobre el anticuerpo de
DON, ya que tanto las absorbancias maximas y minimas (inhibicién del 0% y 100%) se
mantienen constantes (se han comprobado que estas medidas son estadisticamente
comparables con una probabilidad del 95%) por lo que el mMAbDON es capaz de
reconocer de forma selectiva al DON en presencia de estas micotoxinas que no afectan
a su afinidad frente al DON.

Ademads, como uno de los objetivos de este trabajo de investigacién se centra en la
determinacién simultdnea de DON y FB1 (ambas procedentes de Fusarium) se
realizaron un conjunto de experiencias seriadas para evaluar la reactivad cruzada de
cada micotoxina con los anticuerpos correspondientes (MAbDON y mAbFB1).

En esta experiencia se combinaron las reacciones de competicion de ambas
micotoxinas individualmente (0 o 10 pg 1) y de las 2 micotoxinas en una misma
disolucion (10 pg 1), con el conjunto MBs-mAbDON/DON-HRP o MBs-mAbFB1/FB1-
HRP utilizando los anticuerpos de R-Biopharm y los 2 correspondientes conjugados
enzimaticos con HRP de Europroxima.

Las absorbancias obtenidas se muestran en la tabla 44:



4.4 Interferencias y reactividad cruzada del anticuerpo | 209
monoclonal (mMAbDON) con otras micotoxinas

Ape 0445 0143 0198 0,189 0,136
MBemABDON + 0470 0150 0200 0180 0,153
S oNRp | Media 0458 0,147 0199 0,185 0,145

s 0,018 0,005 0,001 0,006 0,012

%DSR 3,864 35379 0,711 3,449 8,319

aps 0307 0300 0217 0,056 0,055

0,316 00286 0,212 0,055 0,057

MB;BT:LI\_::’:: 1* “Media 0312 0293 0215 0,056 0,056
s 0,006 0,010 0,004 0,001 0,001

%DSR 2,043 3379 1,648 1,274 2,525

Tabla 44: Estudio de interferencias y de reactividad cruzada entre DON y FB1

En los casos en los que la competicidn se ha realizado en presencia del anticuerpo vy el
conjugado enzimatico correspondiente a la micotoxina en estudio, la competicién se
produce de forma correcta, mientras que cuando se pone en contacto una micotoxina
con el conjugado enzimatico y el anticuerpo no selectivo a ella, la competicién no se
produce, dando absorbancias maximas de 0,312 en el caso de DON (0 pg I') y de 0,199
en el caso de FB1 (0 ug I').

Ademas en la experiencia en la que intervienen ambas micotoxinas (DON+FB1 (10 pg I’
1)) la competicién sélo se produce con la micotoxina correspondiente y no con la
interferente, ya que las sefiales de absorbancia son iguales (nivel de confianza del 95%
en las réplicas) en presencia y en ausencia de la inferencia (sefiales de absorbancia de
0,145 con anticuerpo y conjugado enzimatico de DON vy sefiales de absorbancia de
0,056 con anticuerpo y conjugado enzimatico de FB1).

Se estudié también la interferencia producida por la unién de uno de los conjugado
enzimaticos de una de las micotoxina con el anticuerpo no selectivo a ella (DON-HRP
frente a mAbFB1 y FB1-HRP frente a mAbDON) obteniéndose una absorbancia
obtenida de 0 aproximadamente, por lo que no hay unién inespecifica de ese tipo. Es
decir, no existe reactividad cruzada entre DON-HRP vy el anticuerpo especifico a FB1
(mADbFB1) y tampoco entre el conjugado FB1-HRP y el anticuerpo especifico mAbDON.

Se ha calculado el porcentaje de reactividad cruzada existente entre cada uno de los
anticuerpos mediante el calculo del porcentaje de competicién (disminucién de seial)
obtenido por la micotoxina (0 pg I* vy 10 pg I, ausencia de micotoxina y una
concentracion préxima al ECsg) para la que el anticuerpo no es selectivo. A partir de las
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experiencias en las que se ha evaluado la posible competicion se obtuvo una
reactividad cruzada del mAbDON con FB1 de 7% vy una reactividad cruzada del
mAbFB1 con DON de 6%.

4.5 TIEMPO DE VIDA DEL INMUNOSENSOR

El trabajo con biorreactivos tiene la principal desventaja de su corta vida atil aln en el
caso de almacenarse en las condiciones apropiadas (habitualmente a temperaturas de
4 °Cy de -20 °C). Para los anticuerpos usados en este trabajo, y en general para todos
los anticuerpos utilizados analiticamente, la recomendaciéon general es de su
almacenamiento a una temperatura -20 °C y en el caso de mantenerse a 4 °C la vida
util es como maximo de 30 dias en la mayoria de los casos.

En este apartado, se estudio el tiempo de vida del mAbDON, una vez inmovilizadas en
las MBs-prG y almacenadas a 4 °C. Para ello se tomaron medidas de absorbancia
diarias con estos anticuerpos inmovilizados sobre las MBs-prG, tomando cada dia una
parte alicuota.

Es importante conocer la vida atil del anticuerpo inmovilizado sobre las MBs-prG,
comprobando que la sefial no disminuye a lo largo del tiempo, bajo un punto de vista
practico. Para controlar el tiempo maximo de uso de este inmunosensor se realizo a lo
largo de 38 dias un ensayo mELISA donde se midié la absorbancia producida por la
reaccion de MBs-mAbDON con DON-HRP (dilucién 1/5 (v/v), PBS (0,1 M pH 7,4), en
ausencia de DON.

Tanto la inmovilizacidén del anticuerpo sobre las MBs como la dilucidn del DON-HRP en
PBS se realizaron el dia 1 de este estudio, manteniéndose el conjugado enzimatico
aislado de la luz con el fin de prevenir su degradacién y evitar esta variable y
almacenados ambos a 4 °C a lo largo de los dias.

Para el tratamiento de las sefiales analiticas obtenidas se realizd un grafico de control
de Shewhart [285]. El fundamento de los graficos de control se basa en la afirmacién
de que cuando se lleva a cabo algun proceso de forma sistematica, es decir, bajo las
mismas fuentes de influencia o variacidn, el proceso se vera afectado Unicamente por
errores aleatorios que conduciran a una distribucién normal de los resultados
(Teorema del limite central). Por lo tanto, se considera que el método analitico esta
bajo control si los resultados obtenidos siguen las caracteristicas de una distribucién
normal y los resultados se encuentran dentro de los limites aceptados. Cuando los
resultados de los andlisis de la muestra de control a lo largo del tiempo se encuentran
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dentro de los limites aceptados, se dice que el sistema se encuentra bajo control
estadistico [285].

Para comprobar la vida atil del inmunosensor para DON se han considerado como
limites aceptados los que corresponden al hecho de que aproximadamente el 95% de
los resultados han de encontrarse dentro del intervalo del mismo valor de absorbancia

(valor de la muestra de control + 2s).

El grafico de control obtenido se muestra en la figura 92:
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Figura 92: Diagrama de control del tiempo de vida util de MBs-prG-mAbDON

Segun el diagrama anterior la sefial va disminuyendo ligeramente con el tiempo, pero
hasta el dia 33 después de la inmovilizaciéon del anticuerpo sobre las MBs-prG se ha
calculado que el método analitico esta bajo control, es decir, que las Unicas diferencias
obtenidas entre resultados en dias sucesivos son producidas exclusivamente por
errores aleatorios.

Sin embargo, a partir del dia 25 la sefial decae bruscamente produciendo una
disminucion apreciable de la sensibilidad en la determinacién de DON. Por este
motivo, el tiempo maximo de uso del conjugado MBs-mAbDON una vez llevada a cabo
la inmovilizacién del anticuerpo mAbDON sobre las particulas magnéticas MBs-prG se
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fijé en 25 dias, siempre que se almacenen correctamente a una temperatura de 4 °C.
Para una aplicacién practica, este tiempo es suficientemente alto y se acerca al tiempo
de vida genérico de un anticuerpo que de forma libre es almacenado en las mismas
condiciones de temperatura.

4.6 DETERMINACION DE DON EN MUESTRAS DE ORIGEN CEREAL

Una vez optimizadas las condiciones (Tabla 45) del magneto-inmunoensayo y su
transduccion éptica (mELISA) y electroquimica, los inmunosensores desarrollados se
aplicaron en muestras certificadas de cereales y en muestras de harinas comerciales,
ademas de proceder a su validacién con las técnicas oficiales de cromatografia liquida.

Las condiciones dptimas que se fijaron para el inmunosensor de DON de forma comun
para ambos tipos de transduccidn se resumen en la Tabla 45:

Cantidad MBs-prG 25 ug
mAbDON inmovilizado 5mgl?
DON-HRP 10x (5121DONCO) Dilucién 1/5 (v/v) en PBS (0,1 M pH 7,4)
Tiempo competicion 60 min
Temperatura competicion 25°C
Tabla 45: Condiciones optimizadas del inmunosensor (con transduccion dptica y
electroquimica)

El objetivo es la determinacidn de los valores de concentracién de la micotoxina DON
por debajo de las exigencias de la legislacién europea y espafiola (Reglamento
1126/2007, de 28 de Septiembre de 2007) en las que se marcan unas concentraciones
maximas permitidas entre 200 pg kg'1 para alimentos infantiles hasta 1750 ug kg'1 para
cereales no procesados [272].

Las propiedades analiticas de estos inmunosensores, se recogieron en la tabla 46:

Minimo (Abs/pA) -0,0323 0,106 pA
Maximo (Abs/uA) 0,292 -3,01 pA
ECso (ng 1Y) 8,3 10,0
Pendiente 1 1
% Competicion >90 >90
R >0,99 >0,99

Tabla 46: Parametros de ajuste obtenidos de los calibrados competitivos
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El factor ECsp se relaciona con la sensibilidad, tanto mayor cuanto menor es su valor.
Para el ajuste de las curvas de calibrado se realizé una regresion no lineal (software
GraphPad v.6) ponderando los puntos estadisticamente para un nivel de confianza del
95%, y dando este mismo programa las concentraciones obtenidas de las muestras
medidas también con la misma probabilidad (Apartado 3.5).

Bajo un punto de vista practico, esta interpolacion de las medidas de las muestras
conviene que se produzcan en la parte intermedia de la curva sigmoidea, en la zona
mas préxima al valor del ECsp obtenido en el calibrado (porcentajes de inhibicién
apropiados podrian estar entre el 10% y el 80%), sin embargo, medidas préximas a las
zonas de baja pendiente de la curva en su parte alta o baja no son apropiadas, al ser
mayor la irreproducibilidad y encontrarnos cerca de una inhibicion completa o
inexistente respectivamente en estos dos casos extremos. La interpolacion de las
muestras en la zona mas préxima al ECso produce ademas una disminucion del error y
por consiguiente un incremento de la exactitud del ensayo.

El factor ECsg, aunque en general aparece en una zona concreta comprendida entre un
intervalo pequeno de concentraciones, es normal que varie ligeramente de un dia a
otro. Para evitar errores, es preferible en primer lugar realizar el calibrado competitivo
y la reacciéon competitiva con la muestra contaminada al mismo tiempo y con los
mismos biorreactivos consiguiendo asi que la extension de la competicidn se produzca
en igual medida para el DON de los patrones y para el DON de la muestra. Por otro
lado, también es recomendable realizar varias diluciones de la muestra de
concentracion desconocida consiguiendo asi la interpolacion en puntos diferentes de
la curva sigmoidea para poder seleccionar finalmente la sefial analitica que produzca la
interpolacidn en la zona mads cercana del ECsq obtenido en cada momento.

Para la extraccion del DON a partir de las matrices de cereales se valoraron diferentes
disolventes de extraccién (Apartado 3.4.8) [282]. En la bibliografia consultada acerca
de la extraccion de DON de las matrices de origen cereal se comprobd el uso
destacado de MeOH [57; 286] y ACN [278; 287] en agua en diferentes concentraciones
[257], y H,0 o PBS [66; 77; 257] dado el alto caracter polar de la molécula de DON. El
uso de disolventes orgdnicos en agua proporciona altos valores de recuperacion de
DON [18], y la presencia de agua provoca que la muestra se hinche produciendo asi
que la salida del DON de la matriz sea mas eficiente [66]. Por el contrario el uso de
disolventes orgdnicos en las reacciones de inmunoensayo provoca una disminucién
notable en la actividad enzimatica y puede afectar a la efectividad de la reaccién
antigeno-anticuerpo, disminuyendo la sefial medida, y por lo tanto la sensibilidad
[288], tal y como se demostrd en el apartado 4.4.1, por lo que es aconsejable que el
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porcentaje de disolvente organico en el inmunosensor sea minimo durante la etapa de
competicion.

No obstante, se ha documentado ampliamente que el DON puede extraerse
eficientemente en muestras de cereales (con un elevado rendimiento de extraccién
proximo al 100%) con disoluciones acuosas sin el uso de disolventes organicos, debido
a la alta polaridad de la molécula de DON [77; 105] por lo que con frecuencia se ha
llevado a cabo esta extraccidén por ejemplo con tampones acuosos neutros, como los
tampones fosfato muy utilizados en inmunoensayos y en biosensores enzimaticos [59;
289].

4.6.1 Determinacion de DON en muestras de cereales

Debido a que el DON y sus derivados son compuestos de naturaleza polar, por lo
general son extraidos por disolventes polares o mezclas de varios disolventes polares
tales como metanol, etanol, acetonitrilo, y agua. La proporcion de cada disolvente en
una mezcla se determina por las caracteristicas fisicas y quimicas de DON vy
dependiendo de los sistemas analiticos seleccionados [62]. Dadas sus propiedades
polares es posible su extraccion en agua, manteniendo una proporcién de 5 ml de agua
por gramo de muestra, aunque en ocasiones se utiliza una baja proporciéon de un
disolvente polar orgédnico como el MeOH si se comprueba previamente que su
presencia no afecta al ensayo.

En los casos en los que los extractos son mads claros y menos contaminados se utiliza
también el ACN en agua por su alto poder de extraccion, aunque es un disolvente
menos utilizado por ser menos volatil que el MeOH [57], y su uso queda casi
circunscrito a procedimientos HPLC (no inmunosensores o inmunoensayo).

En cualquier caso, el método de extraccién del DON, incluyendo los disolventes, la
proporcién de los mismos, los tiempos de agitacidn, etc. deberdn ser estudiados para
cada tipo de alimento o matriz y para la técnica analitica con la que se vaya a
determinar esta micotoxina [290]. Para una matriz de trigo sin procesar puede
extraerse eficazmente simplemente con agua o con un tampdn neutro [72], pero para
una matriz basada en cereales de desayuno formados por mezclas de diferentes
especies de cereales, se recomienda utilizar disolventes orgdnicos polares para
aumentar la sensibilidad [65], al igual que ocurre en los alimentos infantiles basados en
cereales, que cumplen una legislacion mdas estricta (200 pg kg™) por lo que se
necesitaria ademas una etapa previa de pre-concentracién [77].
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La extraccién de DON de la muestra certificada (TR-D100, Lote D-W-158), y en harinas
comerciales de trigo y de maiz para el consumo humano (Haricaman para
supermercados El Arbol), se llevé a cabo para la determinacién individual de DON con
disolucién tampdn de fosfato PBS (0,1 M, pH 7,4), para su determinacién cuantitativa
tanto con el biosensor espectrofotométrico (mELISA) como con el biosensor con
deteccidon amperométrica, para comparar asi ambos resultados. El CRM utilizado de
DON (TR-D100, Lote D-W-158) se trata de una harina de trigo cuya concentracion de
DON son 1400 + 200 pg kg™

El DON fue extraido de las matrices cereales siguiendo el protocolo detallado en el
apartado 3.4.8.1, y se utilizaron los procedimientos de trabajo del inmunosensor
descritos en el apartado 3.4.4 (detecciéon Ooptica) y apartado 3.4.6 (deteccidon
electroquimica con electrodos CHS).

Las reacciones competitivas de los estdndares de DON para la realizacién de los
calibrados asi como del DON de los extractos, se realizaron simultaneamente para la
correcta obtencién de las concentraciones. Debido a que la extraccion se ha llevado a
cabo con PBS, simplemente se diluyeron los extractos con el volumen adecuado del
mismo tampon para la medida con los dos inmunosensores, sin el problema
comentado de la presencia de otros disolventes no acuosos.

Se demostré que el extracto del CRM (TR-D100, Lote D-W-158) en PBS es valido
durante al menos 20 dias desde el momento de su extraccién almacenado a 4 °C,
comprobando las senales obtenidas a lo largo un mes, sobre un mismo extracto con
dilucién 1/10 (v/v). Para su evaluacion, se realizé un diagrama de control (diagrama de
Shewhart) [285] con las absorbancia tomadas sobre un mismo extracto del CRM (TR-
D100, Lote D-W-158) segun el procedimiento de extraccion en PBS (0,1 M, pH 7,4)
establecido en el apartado 3.4.8.1.

El extracto fue almacenado a 4 °C y medido por el inmunosensor mELISA durante dias
consecutivos desde el dia de su extraccidn. Los resultados obtenidos se representaron
en el diagrama de control siguiente (Figura 93):
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Figura 93: Absorbancias obtenidas sobre un mismo extracto del CRM (TR-D100, Lote D-W-
158) con dil (1/10 v/v) en dias consecutivos desde el momento de la extraccion

Tras analizar el diagrama de control se concluyé que todas las medidas tomadas a lo
largo de 30 dias se encontraron entre los limites de control estipulados con lo que el
extracto podria ser utilizado durante al menos 30 dias si se mantiene almacenado a 4
o

C.

En la practica, el extracto se utilizd un maximo de 20 dias contados desde el momento
de su extraccién porque a partir de ahi se observd una mayor turbidez en la disolucién.
En ocasiones se encontré ademas la presencia de materia sdlida en suspension
(mohos) pese a permanecer almacenado a 4 °C. Por todo esto la vida util de los
extractos del CRM almacenados en PBS (0,1 M) a 4° C se fijé en 20 dias.

4.6.1.1 ELISA inmunomagnético (mELISA)

Para la determinacion de DON en los extractos de harinas es preciso realizar
simultdaneamente un calibrado de estandares de DON en las mismas condiciones para
la interpolacion de las sefiales (para ello se utilizé el programa GraphPad Prism v.6.0).

En la figura 94 se muestra un calibrado tipico del DON con deteccién éptica (mELISA)
del que se han calculado los pardmetros de ajuste de la curva. Estos parametros
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logisticos se ajustan mediante el software GraphPad y regresién no lineal siguiendo un
modelo 3PL o 4PL para un nivel de confianza del 95%.

0.4+

Abs
o
"

Log [DON] (ng/l)

Figura 94: Calibrado competitivo tipico de DON con el inmunosensor mELISA

En la Tabla 47 se recogen los parametros de ajuste del calibrado de la Figura 94. En
general con ligeras variaciones, los calibrados son similares en dias diferentes, aunque
no estadisticamente iguales.

Minimo (Abs) -0,0003
Maximo (Abs) 0,320
ECso (ng 1) 7,144
Pendiente 1
%Competicion 98,4
R 0,9944

Tabla 47: Parametros logisticos de un calibrado tipico de mELISA

Calibrados efectuados en dias diferentes pueden hacer cambiar estos valores, debido a
las variaciones propias del inmunoensayo y de los multiples factores que afectan a la
sefial, sobre todo en los valores de absorbancia de los dos extremos (falta de inhibicidon
e inhibicién competitiva del 100%). Sin embargo, los valores del ECsg, se mantienen
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muy similares o incluso estadisticamente iguales, como lo demuestran los obtenidos
en la Tabla 48 en diferentes dias y a lo largo de 2 meses.

6,63
8,15
8,2

8,86

6,15

9,26
10,14

7,14

7,46

MEDIA 8,00
s 1,29
%DSR 16,12
Intervalo 0,99

Tabla 48: Valores de ECs, ug I'* obtenidos en diferentes calibrados por mELISA

Como puede observarse en la tabla 48, el valor medio de ECso es 8,00 + 0,99 pg I'* de
DON para el sensor mELISA, aunque los valores de ECso pueden variar entre 6-10 pg I’
! de DON (Tabla 48). Por este motivo, en la practica es recomendable medir diluciones
diferentes de los extractos de las muestras para coincidir lo mds cerca posible de estos
valores del ECsg.

Realizando el procedimiento de extraccién de DON para el CRM (TR-D100, Lote D-W-
158) la dilucion éptima fue 1/10 (v/v) para que la concentracidn final a interpolar en la
curva de calibrado sigmoidea de DON sea de aproximadamente 8 pg I"*. En la mayoria
de los casos estudiados esta dilucion ha sido la éptima para realizar la interpolacién y
obtener errores inferiores al 10%, pero ante la previsiéon de que el factor ECsq se
desplace se ha trabajado con diluciones del extracto de 1/8, 1/10y 1/12 (v/v) en PBS
(0,1 M, pH 7,4) en cada experiencia.

Ademads, como se ha indicado anteriormente, es necesario realizar el calibrado y la
reacciéon de competicion de la muestra en el mismo momento y con los mismos
biorreactivos consiguiendo asi que la reaccién se produzca en las mismas condiciones,
evitando variables en las medidas que generen irreproducibilidad o inexactitud en las
determinaciones de DON.
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Las concentraciones obtenidas en cada caso proceden de la media de 4 réplicas (n=4).

1/10 1521,4 £124,5 8,7
1/10 1486,8 £ 57,8 6,2
1/8 1257,4 + 86,3 -10,2
1/10 1197,0 £ 283,1 -14,5
1/10 1350,2 £ 97,4 -3,4
1/8 1408,9 £ 92,2 0,6
1/10 1331,2 £42,5 -4,9

Tabla 49: Concentraciones de DON en extractos procedentes de CRM (TR-D100, Lote D-W-
158) por un ensayo mELISA (4 réplicas)

Los errores cometidos en las determinaciones de DON se encuentran en un intervalo
entre 0,6 y 14,5% (en valor absoluto).

Las concentraciones de DON medidas en diferentes dias, con diferentes lotes de MBs-
mADbDON, extractos del CRM, etc. se reflejan en la Tabla 50, y se comparan a través del
test t de Student con el valor de referencia certificado (1400 + 200 pg kg™).

1521,4
1486,8
1257,4
1197,0
1350,2
1409,0
1331,2
Media 1364,7
s 117,2
%DSR 8,6
Valor certif. 1400,0
t calc -0,114
t it 2,47

Tabla 50: Comparativa estadistica de las concentraciones de DON obtenidas con el valor
certificado 1400,0 ug kg™

El calculo de la t de Student critica para (n-1) = 6 se calculd segun la ecuacion siguiente
(Ecuacioén 5):
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- (o — X)
tcalc - s,
I
Ecuacion 5: Cdlculo del factor t .o
Donde:
" U es el valor certificado respecto al que se compara
= Xes el valor medio de la serie de datos
= sesladesviacidn estandar de la serie de datos
* neselnumero de datos

Segun los valores presentados en la tabla 50, donde se ha obtenido que teit >t calc, S€
puede asegurar que las concentraciones de DON determinadas mediante el
inmunosensor éptico mELISA pueden considerarse estadisticamente iguales con una
probabilidad del 95% al valor certificado en el material de referencia TR-D100 (Lote
TD-W-158).

La concentraciéon media de DON determinada por mELISA en el CRM TR-D100 a lo largo
de dias diferentes fue de: 1364,7 + 108,5 pg kg™ (Error -2,5%), con una desviacion
estandar relativa %DSR (n=7) 8,6%.

Ademds, mediante el método mELISA optimizado y desarrollado, se realizé Ia
determinacién de la concentracion de DON de 2 harinas comerciales (Haricaman,
Valladolid), una de trigo y otra de maiz. En la tabla 51 se indican las concentraciones
halladas en las harinas comerciales estudiadas, tomadas de medidas replicadas (n=4).

68,9+9,4 64,8+5,9
70,4+4,1 79,0+17,8
74,6 £12,2 72,4+11,3
65,2+9,3 -

Tabla 51: Concentraciones de DON determinadas en extractos procedentes de harinas de
trigo y maiz comerciales (Haricaman)

Estos resultados obtenidos (tabla 51) demuestran que las concentraciones de la
micotoxina se encuentran por debajo de los limites legales de DON establecidos en la
legislacion europea [272] y por lo tanto son aptas para el consumo humano sin
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entrafiar ningun riesgo de toxicidad o aporte en la ingesta maxima diaria recomendada
(concentracién DON legislada en harinas son 750 ug kg™).

En ambas harinas que proceden de la misma empresa los resultados de concentracion
de DON son similares, proximos a 70 pg kg™'. Aunque a estos niveles no seas toxicas
para el consumo humano, sin embargo podrian considerarse un punto de riesgo
necesario de controlar (APPCC) [7].

4.6.1.2 Inmunosensor electroquimico

Del mismo modo que en el apartado anterior, se procedié a la determinacion de la
concentracion de DON con el inmunosensor electroquimico (Amperometric Detection)
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 4.3.3.

En primer lugar se realizé el procedimiento habitual de extracciéon de muestra en PBS
(0,1 M, pH 7,4) y posteriormente se llevd a cabo un calibrado competitivo en el
intervalo de concentraciones de DON (0-100 pg I™) asi como la reaccién competitiva
entre el DON-HRP y el DON extraido de las muestras.

A continuacién se representa una curva de calibrado sigmoidea (figura 95) tipica

obtenida con deteccién amperométrica (AD-a), sobre las que se llevaron a cabo la
determinacién de DON a partir de los extractos.

-4

| (LA)

O I | |
-2 -1 0 1 2 3

Log [DON] (ng/l)

Figura 95: Calibrado competitivo estdndar tipico con el inmunosensor DON electroquimico
(AD-a)
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Minimo (pA) 0,1087
Maximo (pA) -3,004
ECso (ng 1) 10,04
Pendiente 1
%Competicion 93,3
R 0,9984

Tabla 52: Parametros logisticos del calibrado competitivo del inmunosensor electroquimico

El factor ECsp en el inmunosensor electroquimico tiene usualmente valores préximos a
10 pg I'*, siendo habitual valores entre 7y 12 pg I'*. En la Tabla 53 se presentan valores
de ECso obtenidos en diferentes dias (a lo largo de 2 meses) a partir de calibrados AD-a.

11,43
10,74
10,04
7,16
11,45
10,26
8,29
10,21
10,42
MEDIA 10,00
s 1,41
%DSR 14,13
Intervalo 1,09
Tabla 53: Valores de ECs, ug I obtenidos en diferentes calibrados por AD

El valor de ECso medio obtenido para el inmunosensor electroquimico, es 10,00 +
1,09 pg I'* de DON, aunque aparecié una oscilacién de valores entre el intervalo 7-11
pug I'* de DON (Tabla 53).

Tal y como se comento para el mELISA, para asegurar una interpolacion en la zona mas
proxima al ECsg, se realizaron en todos los casos varias diluciones en PBS (0,1 M, pH
7,4) del extracto de las harinas. En la tabla 54 pueden observarse las concentraciones
obtenidas, asi como los errores obtenidos en funcion de las diluciones (1/6, 1/10 y
1/12 (v/v) en PBS (0,1 M, pH 7,4)) seleccionando el resultado que pueda interpolarse
en la zona mas préxima al ECsg obtenido en cada curva de calibrado.
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1/10 1279,7+ 110,4 -8,6
1/6 1450,8 £ 59,7 3,6
1/10 1409,3 + 61,9 0,7
1/6 1559,9 +£121,2 11,5
1/6 1414,9 £ 96,3 1,1
1/12 1390,6 + 96,3 -0,7
1/10 1513,0£101,3 7,7
1/10 1239,9 £ 86,2 -11,4

Tabla 54: Concentraciones de DON obtenidas con en el inmunosensor electroquimico en
funcién de la dilucion del extracto CRM (TR-D100, Lote D-W-158)

En los resultados de la tabla se obtuvieron errores relativos siempre inferiores al 12%
(intervalo entre 0,7-11,4%), valores que son del mismo orden que en el caso del
procedimiento mELISA para los mismos tipos de extractos.

En la mayoria de los casos los errores son por exceso, indicando que la extraccion es
correcta (no hay pérdidas del analito durante la extraccion de muestra y la realizacién
del ensayo), y se observa una dependencia del error segun la zona de interpolacion en
la curva sigmoidea.

Un error por exceso produciria un falso positivo, es decir una muestra no contaminada
podria considerarse contaminada por error. Las ventajas de errores por exceso
demasiado altos hipotéticamente significaria que no puede llegar a ser ingerida por el
consumidor, pero por el contrario puede suponer una pérdida econémica elevada para
el productor, ya que deberia realizar sobre él una determinacidon confirmatoria que si
se demuestra haria retirar del mercado un producto que esta por encima de los limites
de concentracién legislados. Los errores, no obstante, son pequefios para el rango de
concentraciones en el que se trabaja.

Las concentraciones de DON obtenidas con el inmunosensor electroquimico (tabla 55)
se compararon con el valor certificado a través del calculo t de Student para n=7
utilizando la ecuacion 5.
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1279,7
1450,8
1409,3
1559,9
1414,9
1390,6
1513,0
1239,9
Media 1407,3
s 107,6
%DSR 7,6
Valor certif 1400,0
t calc 0,024
t crit 2,365
Tabla 55: Concentraciones de DON obtenidas y comparativa con el valor certificado

En los calculos incluidos en la tabla 55 se ha obtenido que teit > t cae, por lo que las
concentraciones de DON determinadas mediante el inmunosensor electroquimico no
difieren estadisticamente del valor certificado en el patrén de referencia TR-D100
(Lote TD-W-158) con una probabilidad del 95%.

La concentracion media de DON determinada por el inmunosensor electroquimico en
el CRM TR-D100 a lo largo de dias diferentes fue de: 1407,3 + 89,8 pg kg™* (Error 0,5%),
obteniendo una desviacién estandar relativa %DSR (n=8) 7,6%.

Ademas de la determinacion de DON sobre el CRM se llevé a cabo el analisis sobre
harinas comerciales de trigo y de maiz (Haricaman, Valladolid) con el inmunosensor
electroquimico (AD-a).

Las concentraciones obtenidas se muestran en la tabla 56, y son el resultado de la
medida de 4 réplicas. Los extractos no se diluyeron por la concentracién baja de DON
en este tipo de harina.

58,0+7,4 69,2 18,9
70,2+12,3 59,6 +11,5
Tabla 56: Concentraciones de DON en harinas de trigo y maiz comerciales (Haricaman,

Valladolid) obtenidas con el inmunosensor electroquimico
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Del mismo modo que con el mELISA (Tabla 51) los resultados obtenidos (Tabla 56) se
encuentran muy por debajo de los limites legales de DON (concentracion DON
legislada en harinas son 750 pg kg™).

4.6.2 Comparativa de resultados obtenidos por mELISA y AD-a

En este apartado se comparan estadisticamente los resultados obtenidos por ambas
técnicas (mELISA y inmunosensor electroquimico) para los extractos procedentes del
CRM (TR-D100 Lote D-W-158) asi como de la harina de trigo y de la harina de maiz
(Haricaman).

4.6.2.1 Comparativa estadistica para CRM:

En la tabla 57 se resumen las concentraciones de DON (ug kg) obtenidas por el
inmunosensor desarrollado realizando las medidas por mELISA y por AD-a
provenientes de los apartados 4.6.1.1 para mELISAy 4.6.1.2 par AD-a.

1521,4 1279,7
1486,8 1450,8
1257,4 1409,3
1197,0 1559,9
1350,2 1414,9
1409,0 1390,6
1331,2 1513,0

- 1239,9

Tabla 57: Concentraciones de DON (ug kg™) sobre el CRM TR-D100 medidas
por mELISA y por AD-a

En primer lugar se comprobd si la varianza de las 2 series de datos se considera
estadisticamente igual o diferente, mediante el estudio de varianzas con la prueba de
test-F (Ecuacion 6):

|
Il
htﬂ».‘:l th\-.‘l

Ecuacion 6: Test F, relacion de varianzas
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Prueba F para varianzas de dos muestras

CRM mELISA CRM AD-a

Media 1364,71 1407,26
Varianza 13732,48 11570,95
Observaciones 7 8
Grados de libertad 6 7
F 1,19

P(F<=f) una cola 0,41

Valor critico para F (una

cola) 3,86

Tabla 58: Prueba F para el cdlculo de varianzas

El valor calculado de F (Fcc = 1,18) es inferior al valor critico (Fcit = 3,86), por lo tanto
para F<Feit se considera que las varianzas de las series de datos son
estadisticamente iguales (probabilidad 95%), por lo tanto se realizd el test de contraste
t para muestra suponiendo varianzas iguales:

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

CRM mELISA CRM AD-a

Media 1364,71 1407,26
Varianza 13732,48 11570,95
Observaciones 7 8
Varianza agrupada 12568,58

Diferencia hipotética de las

medias 0

Grados de libertad 13

Estadistico t -0,73

P(T<=t) una cola 0,24

Valor critico de t (una cola) 1,77

P(T<=t) dos colas 0,48

Valor critico de t (dos colas) 2,16

Tabla 59: Prueba t para 2 muestras con varianzas iguales para comparar la concentracion
del CRM por mELISA y por AD-a

Después de aplicar el test t para comparar estadisticamente las concentraciones
determinados de DON (ug kg™*) con los 2 tipos de deteccién desarrollados, se obtuvo
que teac < teit por lo que se pueden considerar comparables los resultados obtenidos
por mELISA y por AD-a, con una probabilidad del 95%.
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Se concluye que la reaccion de inmunoensayo que se ha optimizado produce valores
de concentracion de DON consistentes por los dos tipos de transduccién
espectrofotométrica y electroquimica.

4.6.2.2 Comparativa estadistica para la harina de trigo (Super para Haricaman):

Del mismo modo, se realizaron las comparaciones de concentraciones obtenidas en los
extractos de la harina de trigo (Haricaman) por el sensor dptico mELISA y por el
inmunosensor con deteccién AD-a.

Los resultados a comparar (obtenidos en el apartado 4.6.1.1) se han recogido en la
tabla 60:

68,9 58
70,4 70,2
74,6

65,2

Tabla 60: Concentraciones de DON (ug kg™) de la harina de trigo obtenidas con medidas
mELISA y AD-a.

La prueba F realizada para comprobar si las varianzas de las series de datos son iguales
concluyd que las varianzas son diferentes con una probabilidad del 95% (Fit < Fcaic)-

Prueba F para varianzas de dos muestras

TRIGO mELISA  TRIGO AD-a

Media 69,78 64,1
Varianza 15,12 74,42
Observaciones 4 2
Grados de libertad 3 1
F 0,20
P(F<=f) una cola 0,11
Valor critico para F (una cola) 0,10

Tabla 61: Prueba F para el cdlculo de varianzas

Como consecuencia de la prueba F realizada se realizé el test t suponiendo varianzas
desiguales (tabla 62):
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Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales

TRIGO mELISA TRIGO AD-a

Media 69,78
Varianza 15,12
Observaciones 4
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t 0,89
P(T<=t) una cola 0,27
Valor critico de t (una cola) 6,31
P(T<=t) dos colas 0,54
Valor critico de t (dos colas) 12,71

64,1
74,42
2

Tabla 62: Prueba t para 2 muestras con varianzas desiguales para comparar la concentracion

obtenida en la harina de trigo por mELISA y por AD-a

A la vista de los resultados puede confirmarse que el inmunosensor mELISA y el
electroquimico dieron concentraciones de DON estadisticamente comparables

(probabilidad 95%) sobre la harina de trigo.

4.6.2.3 Comparativa estadistica para la harina de maiz (Haricaman):

Para los resultados obtenidos en los extractos de la harina de maiz (Haricaman) con
ambos tipos de transduccion, se compard de igual modo que en los casos anteriores.

Las concentraciones se recogen en la tabla 63 (apartados 4.6.1.1y 4.6.1.2):

64,8 69,2
79,0 59,6
72,4

Tabla 63: Concentraciones de DON (ug kg™) obtenidas en la harina de maiz a partir de las

medidas por mELISA y por AD-a.

En la tabla 64 se ha incluido el calculo del factor estadistico F:
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Prueba F para varianzas de dos muestras

MAIZ mELISA  MAIZ AD

Media 72,07
Varianza 50,49
Observaciones 3
Grados de libertad 2
F 1,09
P(F<=f) una cola 0,56
Valor critico para F (una cola) 199,5

64,4
46,08
2

1

Tabla 64: Prueba F para el cdlculo de varianzas

De la tabla 64 se extrae que las varianzas obtenidas entre las 2 series de datos se

consideran estadisticamente iguales (Fcaic < Ferit) con una probabilidad del 95%.

Por lo tanto se procedid a realizar el test estadistico para el calculo de t en muestras

con varianzas iguales (tabla 65):

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

MAIZ ELISA MAIZ AD-a
Media 72,01 64,4
Varianza 50,49 46,08
Observaciones 3 2
Varianza agrupada 49,02
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t 1,20
P(T<=t) una cola 0,16
Valor critico de t (una cola) 2,35
P(T<=t) dos colas 0,32
Valor critico de t (dos colas) 3,18

Tabla 65: Prueba t para 2 muestras con varianzas iguales en la comparacion de la

concentracion en la harina de maiz por mELISA y por AD-a

Al igual que en los casos anteriores, no existen diferencias significativas entre las

concentraciones de DON determinadas por mELISA y por AD-a.

Como conclusion final, en las tres muestras de harina estudiadas (CRM, harina

comercial de trigo y de maiz) tanto la transduccion espectrofotométrica como
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electroquimica proporciona iguales resultados de concentracion de DON, con una
probabilidad del 95%. Por lo tanto los inmunosensores desarrollados pueden
considerarse métodos exactos y analiticamente robustos para la determinacion de
DON en harinas de maiz y de trigo.

4.6.3 Reproducibilidad entre determinaciones realizadas sobre diferentes extractos
del CRM TR-D100.

En este apartado se estudia la reproducibilidad de la determinacién de DON sobre 4
extractos diferentes del CRM (TR-D100, Lote D-W-158) obtenidos en cuatro
extracciones independientes realizadas de forma simultanea. Las concentraciones de
las sefiales se interpolaron en un Unico calibrado realizado simultdaneamente. En todos
los casos, las disoluciones de DON-HRP (10x, dilucién 1/5 (v/v), PBS (0,1 M pH 7,4) y las
MBs-prG-mAbDON fueron las mismas con el fin de evitar los cambios de estas
variables que influyan en la DSR.

El calibrado se muestra en la Figura 96:

-4
-3
-1 \
0 T T T T T 1
-3 -2 -1 0 1 2 3

Log [DON] (ng/l)

Figura 96: Calibrado de DON utilizado en el estudio de reproducibilidad

Los pardmetros del ajuste no lineal (modelo 3PL éptimo en este caso) se recogen en la
Tabla 66.
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Minimo (pA) -0,074
Maximo (pA) -3,267
ECso (ug I”) 7,57
Pendiente 1

%Competicion 91,9
R 0,9940

Tabla 66: Parametros logisticos (modelo 3PL) del calibrado de la figura 96 (AD-a).

El ajuste es satisfactorio (R=0,9940), y los parametros encontrados son los habituales.
Se obtuvo un ECsq de 7,57 ug It valor gue se encuentra dentro del intervalo de ECsg
obtenido en calibrados anteriores en las mismas condiciones (comprendidos entre 7 y

11 pg I').

Las extracciones de DON del CRM se realizaron en PBS (0,1 M pH 7,4) siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 3.4.8.1. Para la correcta interpolacion se realizé
una dilucién 1/10 en PBS (0,1 M pH 7,4) para que la concentracién final quede en la
zona central de la curva sigmoidea (la dilucion del extracto 1/10 fue estimada segun el
valor de ECsqg esperado, ya que el calibrado y la reacciéon competitiva del extracto se
realizaron al mismo tiempo, sin conocer previamente el factor ECsp.

Las 4 determinaciones, asi como el calibrado, se realizaron utilizando el mismo array
de electrodos CH8, siendo reutilizados una vez lavados con agua milliQ y secados con
una corriente de aire a presion.

Se realizaron 8 réplicas de cada uno de los extractos de DON diferentes (4x8 medidas).
Las sefiales obtenidas en los cuatro extractos se interpolaron en la curva de calibracion
de la figura 96, obteniéndose las concentraciones (ug kg* DON) indicadas en la Tabla
67.

Los errores que aparecen en la tabla 67 se han calculado con respecto al valor
certificado del CRM (TR-D100, Lote D-W-158), 1400+ 200 pg kg™
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Réplicas Extracto1l Extracto2 Extracto3 Extracto4 Media %DSR %Error
1 1127,7 1589,7 1475,0 1726,6 1479,7 17,3 5,7
2 1481,6 2318,4 1461,4 1660,9 1730,6 23,2 23,6
3 1394,3 1318,5 2007,7 1959,6 1670,0 20,8 19,3
4 1773,1 1567,9 1518,9 1458,9 1579,7 8,6 12,8
5 1578,1 1683,3 1733,7 1437,7 1608,2 8,1 14,9
6 1705,5 1815,8 1371,8 2138,3 1757,9 18,0 25,6
7 1860,1 1620,4 1975,8 1876,2 1833,1 8,2 30,9
8 1645,7 1409,2 1393,6 1439,6 1472,0 8,0 51

Media 1570,8 1665,4 1617,2 1712,2

%DSR 14,9 18,3 15,8 15,4

%Error 12,2 19,0 15,5 22,3

Tabla 67: Concentraciones de DON (ug kg™) obtenidas de los 4 extractos del CRM 8 réplicas
de cada extracto.

El porcentaje de DSR obtenido para las 8 determinaciones realizadas sobre un mismo
electrodo son muy proximas al 15% (intervalo entre 14,9 y 18,3%). Los errores en la
determinacién de DON en los 4 extractos son comparables entre si y todos ellos son
inferiores al 22%, por exceso.

En el caso de los 8 electrodos de un mismo array CH8 se observo que la %DSR
encontrada en las 8 medidas varia en un intervalo mas amplio que en el caso de los 4
extractos. Se obtuvo una variacion de %DSR comprendida entre 8% (para los
electrodos numero 4, 5, 7y 8) y 23% (para el electrodo 2). Igualmente los errores
calculados se encuentran en un intervalo amplio, desde 5,1 a 30,9%.

Con los datos obtenidos se realizé un andlisis de la varianza de un factor (ANOVA) para
evaluar si existen diferencias significativas (con una 95% de probabilidad) entre los

resultados obtenidos entre diferentes extractos y entre diferentes electrodos.

ANOVA para los 4 extractos:

Se estudid la existencia de diferencias significativas entre los 4 extractos
independientes de DON, tomando las medias de las 8 medidas realizadas sobre el

array CH8 para cada extracto:
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RESUMEN
Extractos Cuenta Suma  Promedio Varianza
EXTRACTO 1 8 12566,13 1570,77 54849,50
EXTRACTO 2 8 13323,31 1665,41 93239,27
EXTRACTO 3 8 12937,95 1617,24 65574,08
EXTRACTO 4 8 13697,82 1712,23 69471,97
ANALISIS DE VARIANZA
Origen Suma Grados Promedio
.. . Fealc Prob. Fi
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 89326,77 3 29775,59 0,42 0,74 2,95
Dentro de grupos 1981943,79 28 70783,71

Total

2071270,57 31

Tabla 68: ANOVA de un factor aplicada sobre las concentraciones de los 4 extractos

Del célculo ANOVA anterior se concluye que no existen diferencias estadisticas entre
los 4 extractos estudiados (Fep<Fcit), luego las concentraciones determinadas pueden
considerarse iguales. Por lo tanto la extraccidn de muestra es reproducible,
considerando que el resto de variables y el propio procedimiento de medida no
introduce variaciones sobre los resultados al haberse realizado en el mismo dia y con

los mismos biorreactivos.

independientes del CRM

ANOVA de un mismo extracto medido sobre 8 electrodos:

En este caso se comparan las concentraciones de un mismo extracto replicado en los 8
electrodos de la placa serigrafiada CH8. Se comparan las medias de las 4 medidas

obtenidas sobre cada uno de los 8 electrodos de cada placa sensora CHS.

RESUMEN

Electrodos Cuenta Suma Promedio Varianza
1 4 5918,95 1479,74 65669,88
2 4 6922,32 1730,58 161634,89
3 4 6680,10 1670,03 132501,28
4 4 6318,83 1579,71 18617,79
5 4 6432,87 1608,23 17119,43
6 4 7031,53 1757,8 99952,99
7 4 7332,50 1833,13 22722,16
8 4 5888,11 1472,03 13768,054
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ANALISIS DE
VARIANZA
] Promedio
Origen Suma de Grados
variaciones cuadrados libertad cuadsrado Feae  Prob Ferit
Entre
grupos 475311,18 7 67901,60 1,02 0,44 2,42
Dentro de

grupos 1595959,4 24 66498,31

Total 2071270,6 31
Tabla 69: ANOVA de un factor aplicada sobre los resultados de los 8 electrodos del array CH8

Tal y como se muestra en la tabla 69, no hay evidencia de la existencia de diferencias
significativas entre las medidas obtenidas entre los 8 electrodos (Fcac<Fcrit). Por lo
tanto, pese a los amplios intervalos de %DSR y %error obtenidos en la tabla 67,
estadisticamente las concentraciones determinadas a lo largo de los 8 electrodos del
array pueden considerarse iguales.

Asi pues, se concluye que la determinacién de las concentraciones de DON de los
cuatro extractos diferentes realizados sobre la misma muestra, asi como de las
medidas realizadas sobre los 8 electrodos de un mismo array CH8 pueden considerarse
iguales entre si con una probabilidad del 95%, asegurando medidas estadisticamente
reproducibles en todos los casos al haberse obtenido valores pequefios de %DSR.

4.7 VALIDACION DE LOS INMUNOSENSORES PARA LA DETERMINACION
DE DON

Después de las comparaciones estadisticas de concentraciones de DON en las
muestras de harinas (mELISA e inmunosensor electroquimico), procedimos a validar
los inmunosensores con otras técnicas y procedimientos analiticos, utilizando un kit
ELISA comercial y un método de referencia segun la AOAC (Association of Official
Analytical Chemists) cromatografico de determinacion de DON en cereales mediante
HPLC-UV-Vis [71].

El kit ELISA utilizado procede de la casa comercial Europroxima (Referencia 5121DON)
y utiliza el mismo conjugado enzimatico de nuestro trabajo experimental. Para la
comparacion de los resultados por ELISA se realizd el ensayo con todos los
biorreactivos suministrados en el kit de Europroxima y se siguio el procedimiento y las
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condiciones indicadas en el manual de instrucciones de este kit comercial (Apartado
3.4.10).

Ademas en los apartados posteriores se describe la validacidon de los inmunosensores
mediante el método oficial mencionado (HPLC-UV-Vis), utilizando el CRM (TR-D100,
Lote D-W-158) y midiendo la concentracién de DON en una harina comercial de trigo y
otra de maiz (Haricaman para supermercados “El Arbol”, ambas con concentraciones
de DON desconocidas) para su comparacion con los resultados obtenidos con el
mELISA y con el inmunosensor electroquimico. El procedimiento recomendado por
Vicam que se detalla en el apartado 3.4.8.4, incluye la extraccién de la muestra, la
limpieza de la matriz y preconcentracién con una columna de inmunoafinidad, la
dilucién del eluido con los disolventes de la fase moévil y la separacién y determinacién
cromatografica con el HPLC. Puesto que el DON produce una baja intensidad de
fluorescencia intrinseca, se utilizd un detector UV-Visible (Waters 996), para su
deteccién y se siguié el procedimiento indicado en el apartado 3.4.9.[71; 291].

4.7.1 Comparacion de resultados con un kit ELISA comercial (Europroxima)

Para la comparacion de los resultados obtenidos se utilizé el kit ELISA comercial
(5121DON) de Europroxima para la determinacién de DON. En las recomendaciones
del kit se recoge que puede ser utilizado para la determinacidn cuantitativa de DON
hasta concentraciones de 50 pg I* para la mayoria de las matrices.

El kit comercial incluye una placa ELISA de 96 pocillos (12x8), un bote de tampdn
“Dilution Buffer” para las diluciones realizadas sobre los biorreactivos y otro de
tampdn “Rinsing Buffer” para los lavados realizados después de las incubaciones, un
vial con anticuerpo (no se indica si es policlonal o monoclonal ni su concentracién)
selectivo y especifico a DON en formato sdlido, un vial de conjugado DON-HRP
también en formato sélido (tanto el anticuerpo como el DON-HRP fueron diluidos en 4
ml de “Dilution Buffer” tal y como se indica en las instrucciones del kit, con
concentraciones propietarias no conocidas) y 8 estandares preparados de DON en un
intervalo de concentraciones entre 0y 2,5 ng mI™* (0y 2,5 ug ™). Ademas el kit incluye
un vial de TMB preparado para el revelado de la sefial y un vial de H,SO4 (0,5 M) para
parar la reaccién enzimatica después de la etapa de incubacién durante 30 min a 4 °C
en ausencia de luz. El protocolo definido por Europroxima (apartado 3.4.10) consiste
en un ensayo competitivo directo sobre un anticuerpo especifico para DON utilizando
un conjugado enzimatico de DON-HRP (5121DONCO/NN6994). De ninguno de ambos
reactivos se proporciona ninguna informacidon que los caracterice (tipos de
biorreactivos, inmundgenos utilizados, concentraciones, etc).
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Para la extracciéon de la muestra, se siguié el procedimiento recomendado en las
especificaciones del kit (Europroxima). Sobre 1 g de muestra del CRM (TR-D100, Lote
D-W-158) se extrajo la micotoxina en 19 ml de agua milliQ con agitaciéon por volteo
(agitador Heidolph Reax 2) utilizando la velocidad de agitacién 2 (velocidad maxima 10)
durante 5 minutos en un vial tipo Falcon para conseguir la homogeneizacion y la
puesta en contacto del disolvente de extraccion con la harina sélida. Posteriormente
se centrifugd durante 5 minutos a una velocidad de 2000 x g, y finalmente el
sobrenadante se separd por filtracidén. Este ultimo paso se modificé utilizando un
microfiltro de 0,22 um en lugar del filtro de papel indicado, con el fin de facilitar la
manipulacién, aumentar la velocidad de filtracién y disminuir los riesgos de toxicidad
dada la alta concentracién de DON en el extracto. En las indicaciones del kit se
recomienda una dilucién 1/5 (v/v) del extracto obtenido con “Dilution Buffer”.

Después de la incubacidon competitiva durante 60 minutos siguiendo en protocolo
establecido, la posterior etapa de revelado con TMB durante 30 minutos (parada de la
reaccion con 100 ul H,SO4 (0,5 M)) y la medida de la absorbancia producida a 450 nm,
se obtuvo la curva de calibraciéon recogida en la figura 97. Los parametros de ajuste de
regresion no lineal de este calibrado se recogen en la tabla 70:

0.5

0.3+

Abs

0.2+

0.0 T T T T 1

Log [DON] (ng/l)

Figura 97: Curva de calibracion de DON obtenida con el kit comercial Europroxima
(5121DON)
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Minimo (Abs) 0,017
Maximo (Abs) 0,384
ECso (ng 1) 0,350
Pendiente 1
% Disminucion 87,6
R 0,9939
Ajuste 3PL

Tabla 70: Parametros de ajuste no lineal del calibrado con el kit comercial de Europroxima
(5121DON)

La sensibilidad de los inmunosensores podemos caracterizarla mediante el valor del
ECso, que coincide con el punto de inflexiéon de la curva sigmoidea. Como se ha
comentado anteriormente, la dilucién de las muestras para tener concentraciones
proximas a este valor, mejora la precisién y la exactitud de estos valores de
concentracion. Por este motivo, los extractos del CRM de DON se prepararon de
concentraciones finales préximas al valor de ECso (0,3 pg I'%), realizando una dilucién
previa del extracto de 1/15 (v/v) en “Dilution Buffer”, ademas de la dilucién 1/5 (v/v)
en “Dilution Buffer” recomendada por las instrucciones del kit. En el pocillo se produce
una dilucién de concentracion de 1/4 (v/v) al afiadir 25 pl de muestra y diluir en un
volumen final de 100 pl.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 71, siendo las absorbancias finales el
valor medio de 2 réplicas. La concentracion certificada en el CRM (TR-D100, Lote D-W-
158) es 1400 + 200 pg kg™

0,238 0,232 69,75 1315,7 -6,0
Dil 1/15
0,242 0,222 66,63 1256,9 -10,2
MEDIA 0,240 0,227 68,19 1286,3 -8,10
S 0,003 0,007 2,203 41,6 -
Interv 373,7
[DON] cerit - - - 1400,0 -

Tabla 71: Concentraciones de DON del CRM (TR-D100, Lote D-W-158) obtenidas con el kit
ELISA Europroxima.
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La concentracion de DON obtenida mediante el kit ELISA de Europroxima, en el
extracto del CRM (TR-D100, Lote D-W-158) cuyo valor de concentracion certificada es
1400 + 200 pg kg™ ha sido de 1286,3 + 373,7 pg kg™ (%DSR(n=2) = 3,2%), por lo que se
ha cometido un error relativo en la determinacion de -8,10%.

t-s
Los intervalos de confianza se calcularon segun el criterio: *—
4N

4.7.2 Validacion de resultados por HPLC-UV-Vis

El HPLC-UV-Vis o HPLC-FD dependiendo de las caracteristicas espectroscdpicas de la
micotoxina, es actualmente la técnica mas utilizada para el andlisis de las principales
micotoxinas en cereales. Aflatoxinas (AF), ocratoxina A (OTA), fumonisinas (FB) vy
zearalenona (ZEA) son rutinariamente analizado por HPLC-FD, mientras que el DON
qgue produce baja fluorescencia es analizado mediante HPLC-UV-Vis con una buena
exactitud y precisién [18; 276].

La cromatografia liquida de alta resolucion con deteccidn UV-visible (HPLC-UV-Vis) es
una técnica de referencia AOAC para la determinacién de DON en extractos
procedentes de cereales contaminados [71]. El DON tiene la capacidad de absorber a
una longitud de onda de 218 nm y produce un pico cromatografico para cuantificar su
concentracion en muy pocos minutos de tiempo de elucién (tiempo de retencién
aproximadamente 7 minutos) utilizando una columna C18.

El procedimiento de separacion en el HPLC se realizé a través de una columna
cromatografica en fase reversa [C18, 4,6x75 mm (3,5 um)]. Se realizaron inyecciones
de las disoluciones tanto en los puntos de los calibrados como en los extractos de 50 pl
con una velocidad de flujo de 0,6 ml min~, utilizando ACN/H,0 (10:90, (v/v)) como fase
movil. El tiempo de retencion del pico de DON en las condiciones indicadas (tipo de
columna y fase movil) (t;) es de 6,79 min (Figura 98).
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: Cromatograma HPLC-UV-Vis tipico de una disolucién de DON (3 mg I'")

Se realizé un calibrado con estdndares de DON comprendidos entre 0y 3 mg I”* en fase
movil midiendo tanto el drea como la altura de los picos del cromatograma.

Los resultados se resumen en la tabla 72:

[DON] mgl* t.  Alturapico Area pico
0 6,78 0 0
0,01 6,78 9 0,58
0,1 6,78 236 100,78
0,25 6,78 628 261,0
0,5 6,79 1121 546,5
1 6,78 2592 1373,5
1,5 6,79 3488 1753,27
2 6,78 4524 2262,22
3 6,79 6710 3716,07

Tabla 72: Calibrado de DON (0y 3 mg I'") en ACN/H,0 (10:90, (v/v) por HPLC-UV-Vis

Con las sefiales de la altura y del area de pico obtenidas se calibraron las
concentraciones de DON independientemente. Las senales obtenidas de las muestras
se interpolaron en ambas rectas de calibrado, para comparar los resultados.
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Las curvas de calibrado (lineal) obtenidas y los pardmetros de regresién del ajuste
lineal se representan en las figuras 99 y 100:

8000 - Altura de pico
7000 -

6000 - y=2249.1x+56.15

2_
5000 - R“=0.9976

§ 4000 -
3000 -
2000 -

1000 -

0 L] L] L] L] L]
0 0.5 1 15 2 2.5 3 3.5
[DON] mg/I

Figura 99: Curva de calibrado para DON (0y 3 mg I'" en ACN/H,0 (10:90, (v/v)) obtenida por
HPLC-UV-Vis a partir de las medidas en alturas de pico
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3000 -
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Figura 100: Curva de calibrado para DON (0 y 3 mg I'* en ACN/H,0 (10:90, (v/v)) obtenida por
HPLC-UV-Vis a partir de las dreas de pico
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Ambos calibrados se ajustan a una ecuacion lineal con (R > 0,99), para todo el rango de
concentraciones ensayado.

La extracciéon de muestra para el HPLC se describe en el apartado 3.4.8.4. De forma
resumida se realizd la extraccion del DON de las harinas mediante la agitacién por
volteo (agitador Heidolph reax 2) a una velocidad 2 (velocidad maxima 10) con una
disolucion de agua/PEG y el correspondiente filtrado (microfiltro 0,22 um). A
continuacion se realizé una separacion de 2 ml del extracto procedente de las harinas,
con una IAC (DONtest HPLC Columns de Vicam) eluyendo finalmente la micotoxina con
1 ml de MeOH. El disolvente MeOH se evapord hasta sequedad con una corriente
continua de N,y finalmente se reconstituyd en 300 ul de fase movil (ACN/H,0 (10:90,
(v/v)), consiguiendo la purificacion y preconcentracién del extracto de DON
previamente a su inyeccion en la HPLC [71].

Previamente a la determinacién por HPLC en los extractos de las muestras se
realizaron dos estudios con los que se evalud la separacion en la columna de
inmunoafinidad (IAC) y la influencia del proceso de evaporacion del disolvente y
secado del extracto mediante el cdlculo del porcentaje de recuperacién de DON en
ausencia de matriz de origen cereal.

Para estudiar la preconcentracion en la columna y la correcta separaciéon y
recuperacién de DON después de su elucién se utilizé una disolucién de DON (0,35 mg
I'!) en agua, concentracidn calculada semejante a la esperada en la muestra certificada
antes de su preconcentracion en la IAC, y para que en el momento de la inyeccién en el
HPLC sea [DON]=1,4 mg I, (similar concentracién al CRM). Esta disolucién preparada
de DON se paso a través de la IAC siguiendo el mismo procedimiento de lavados y
extracciéon recomendado por la casa comercial (Vicam) para los extractos de cereales
(ver procedimiento 3.4.8.4).

A continuacidn se inyectdé en el HPLC y se tomo el pico (altura y area) en el tiempo el
retencién del DON (t,=6,79 minutos).

Las unidades de las concentraciones de DON recogidas en las tablas son mg I
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TIEMPO ALTURA [DON]exy, [DON]orep %error %Recuperacion
6,79 2863 1,248 1,4 -10,9 89,1
6,79 2822 1,230 1,4 -12,2 87,8
MEDIA 1,239 -11,5 88,5
S 0,01
%DSR 1,04
Int conf 0,114

Tabla 73: % Recuperacion de una disolucion acuosa de DON, [DONJfine=1,4 mg I ldespués de
su paso por columna IAC.

Los porcentajes de recuperacion de DON diluido en agua tras su preconcentracién en
la columna de inmunoafinidad ([DON]=0,35 mg I"*) fueron 88,5%. Este porcentaje de
recuperacién es adecuado, y significa la retencién y elucién de la columna con un error
en la concentraciéon de DON del 11,5% por defecto.

Se evalud asi mismo los porcentajes de recuperacidon obtenidos a partir del calibrado
en funcién del area de pico (Tabla 74):

TIEMPO AREA [DON]exp [DON]orep %error %Recuperacion
6,79 1886,1 1,564 1,4 11,7 111,7
6,79 1819,5 1,509 1,4 7,8 107,8

MEDIA 1,537 9,8 109,8
S 0,039
%DSR 2,52
Int conf 0,350

Tabla 74: % Recuperacion de DON ([DON]fine=1,4 mg I !) de la IAC. Interpolacion en la recta
en funcion del drea de pico

Tomando el calibrado de DON en areas de pico, los porcentajes de recuperacién son
mayores (recuperacion media del 109,8%) y los errores en la determinacién de DON
eluido de la IAC tienen un valor medio de error por exceso del 9,8%.

Se concluye que utilizando un calibrado en funcidn de las dreas de pico los errores son
por exceso (al contrario que tomando la medida del area de pico), mientras que el
porcentaje de error es menor. El motivo es debido al diferente ensanchamiento de los
picos procedentes de disoluciones acuosas (calibrado con estandares acuosos) o
provenientes de la elucidon con metanol de la IAC (muestras eluidas de la columna de
inmunoafinidad) y con posterior evaporacion del disolvente. Sin embargo, en todos los
casos los errores son pequefios y menores del 12% aproximadamente.
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En la segunda experiencia se evalud la influencia del secado de la muestra. Para ello
se procedid a evaporar el disolvente de extraccion del DON (de una disolucién de 1,4
mg I preparada en 1 ml de MeOH simulando la disolucién de DON que se extrae de la
columna) con una corriente de N,. Una vez evaporado el disolvente en su totalidad, se
reconstituyd en fase mévil y se procedidé a su determinacion en el HPLC-UV-Vis con el
procedimiento cromatografico habitual.

En esta experiencia se pretende evaluar la etapa de secado a través del cdlculo del
porcentaje de recuperaciéon de DON de una disolucién preparada de concentracién

conocida. Las unidades de las concentraciones de DON indicadas en las tablas son mg I’
1

TIEMPO ALTURA [DON]ex, [DON]orep %error %Recuperacion

6,80 3202,6 1,399 1,4 -0,1 99,9
6,79 3186,9 1,392 1,4 -0,6 99,4
MEDIA 1,396 -0,3 99,7

S 0,005

%DSR 0,355
Int conf 0,044

Tabla 75: % Recuperacion obtenidos en la evaluacion del proceso de secado de
[DON]=1,4 mg I'" en MeOH. Interpolacion en funcién de la altura de pico

La evaporacidon del disolvente se produce de forma satisfactoria, obteniéndose
recuperaciones préximas al 100%, lo que indica que no hay pérdidas del analito
durante el proceso de secado y evaporacién del MeOH. Es un proceso que hay que
realizar con sumo cuidado y controlando la presién del N,, para evitar que la disolucién
se proyecte, lo que produciria importantes pérdidas de analito y errores en la
determinacién de DON.

Se evalué también los porcentajes de recuperacién obtenidos a partir de la recta de
calibrado en funcién del area de pico (Tabla 76):
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TIEMPO AREA [DON]exp [DON]orep %error %Recuperacion

6,80 1688,6 1,402 1,4 0,1 100,1
6,79 1687,4 1,401 1,4 0,1 100,1
MEDIA 1,402 0,1 100,1

s 0,001

%DSR 0,050
Intconf 0,006

Tabla 76: Porcentajes de recuperacion obtenidos en la evaluacion del proceso de secado de
[DONJfinai=1,4 mg I ! en MeOH. Interpolacién en funcion del drea de pico

Los resultados obtenidos interpolando a partir del drea de pico son muy similares a los
obtenidos tomando la altura de pico, consiguiendo recuperaciones del 100% que
indican el correcto proceso de secado. Puede concluirse que realizar la evaporacion del
disolvente con una corriente de N, hasta sequedad total no produce pérdidas del
analito, consiguiendo una recuperacion completa del DON (préxima al 100%).

Comprobado que el proceso de preconcentraciéon en la columna, recuperacion del
DON retenido y evaporacion del disolvente son correctos y que no suponen pérdidas
significativas de analito, se procedié a la determinacidn de las concentraciones de DON
en tres muestras: en el CRMs de DON (TR-D100, Lote D-W-158) harina de trigo
certificada con 1400 + 200 pg kg'l, en una harina comercial de trigo y en otra harina
comercial de maiz (Haricaman), estas 2 ultimas de concentracién no conocida de DON
en un principio.

El procedimiento de extraccion de DON y preparacién de las muestras para su
inyeccion en el HPLC es el indicado en el apartado 3.4.8.4. Se ha realizado el proceso
de extraccion completo (pesada, filtrado, purificacion en columna DON test vy
preconcentracion) sobre el CRM (TR-D100, Lote D-W-158) y sobre las harinas
comerciales de trigo y maiz.

El CRM se inyectd en el HPLC en una concentracién final de 1,4 mg I'* a partir de la
concentracién inicial de DON en el sélido (1,4 mg kg™):

1,4 mgkg"' > 1 gen 4 ml (PEG/Agua) > Pasar 2 ml por IAC - evaporar y reconstituir
en 500 pl de fase mévil > 1,4 mg I

En la tabla 77 se han recogido las absorbancias obtenidas tanto en la medida de la
altura del pico del cromatograma como en las areas correspondientes para los tiempos
de retencién de 6,80 min aproximadamente. Las unidades de las concentraciones de
DON recogidas en las tablas de resultados son mg I™".
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mgl?| t | Altura pico [DON]exp Int conf | Area pico [DON]ep Int conf
6,78 2836 1,236 1680,2 1,395
6,78 2700 1,176 1636,6 1,359
CRM MEDIA 1,206 MEDIA 1,377
s 0,04 0,384 s 0,03 0,228
%DSR 3,55 %DSR 1,84
6,80 22 -0,015 1,3 0,016
6,78 19 -0,017 1,25 0,016
Trigo MEDIA -0,016 MEDIA 0,016
s 0,001 0,0085 s 0,00003 0,0003
%DSR 5,95 %DSR 0,18
6,90 48 -0,004 9,63 0,023
6,79 57 0,0004 8,85 0,022
Maiz MEDIA -0,002 MEDIA 0,023
s 0,003 0,025 s 0,0005 0,004
%DSR 174,4 %DSR 2,00

Tabla 77: Concentraciones de DON (mg I'') obtenidas para el CRM (TR-D100, Lote D-W-158) y
las harinas comerciales de trigo y maiz por HPLC-UV-Vis

En la tabla 77 se han recogido las concentraciones de DON obtenidas en los extractos
del CRM (TR-D100, Lote D-W-158) asi como de las dos harinas comerciales estudiadas,
obteniéndose resultados mas reproducibles para la determinacion en funcion del area
del pico. Se ha observado que en ocasiones es mas fiable y reproducible tomar el area
de pico como sefial analitica ya que resulta proporcional a la concentracién de analito,
mientras que si el maximo del pico (altura) se desvia del centro del pico unos segundos
(unidad de medida en el eje de abscisas) puede dar lugar a diferencias en la altura, lo
gue supone aumentos en la irreproducibilidad de los resultados.

Las conclusiones mas relevantes son que en el caso de las harinas comerciales de trigo
y de maiz la determinacién de la concentracién de DON con HPLC no es posible, al no
disponer la técnica de la sensibilidad suficiente y a las bajas concentraciones de DON
en ambas harinas, por debajo del limite de deteccién del método HPLC-UV-Vis (LOD =
100 ng g™ (o0 100 pg kg?) [71].

Por lo tanto puede decirse a partir de la determinacién por HPLC que las
concentraciones de DON en estas muestras son inferiores a 0,1 mg I (inferiores a 100
ug kg, similar a lo obtenido por el mELISA y el inmunosensor electroquimico en los
gue se encontraron concentraciones de DON en la harina de trigo y de maiz
comerciales (Haricaman) préximas a 70 pg kg™).
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Se calcularon ademas los errores cometidos en la determinacion de la concentraciéon
de DON (concentraciones en mg kg™*) con respecto al CRM certificado interpolando en
ambas rectas de calibrado (tabla 78).

mg kg | [DON]exp, [DON]cer %Error %Rec [DONJexy [DONleer %Error %Rec
Medidal | 1,236 1,401  -11,8 88,2 1,395 1,401 0,4 99,6
Medida2 | 1,176 1,401  -16,1 83,9 1,359 1,401 3,0 97,0

Tabla 78: Errores en la determinacion de DON por HPLC-UV-Vis en 2 réplicas del mismo
extracto del CRM (TR-D100, Lote D-W-158)

De nuevo se pone de manifiesto que los resultados obtenidos en funcién de las areas
de pico son mejores que los obtenidos con las alturas de pico. La determinacién de la
concentraciéon de DON en el CRM (TR-D100, Lote D-W-158) por HPLC-UV-Vis para 2
réplicas realizadas sobre el mismo extracto de muestra, ha dado los resultados que se
representan a continuacion:

[DON]crm =1,377 £ 0,228 mg kg'1 (%DSR (n=2) = 1,84%)
%Error -1,7% %Recuperacion 98,3%

Los intervalos de confianza se calcularon segun el criterio: +t -5
* 74

4.7.3 Comparacion estadistica de los resultados frente a HPLC-UV-Vis y frente al kit
comercial ELISA (Europroxima).

Para la validacidon de los dos tipos de inmunosensores mELISA y electroquimico se
compararon las concentraciones que se obtuvieron con el método de referencia HPLC-
UV-Vis y frente al kit comercial ELISA (Europroxima).

En el apartado 4.6.2 se evalian posibles diferencias significativas entre las
concentraciones de DON del CRM (TR-D100, Lote D-W-158) halladas por mELISA y por
deteccidon electroquimica, obteniéndose que pueden considerarse estadisticamente
iguales con una probabilidad del 95%.

En la tabla 79 se han recogido las concentraciones obtenidas sobre el CRM con los
diferentes procedimientos llevados a cabo y con las distintas técnicas analiticas
utilizadas:
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ELISA [DON]
HARINA . . . Inmunosensor -
TRIGO HPLC-UV-Vis  (kit comercial) mELISA electroquimico AD-a certificado
TR-D100  1377,1+288,2 1286,3 + 1364,7 + 1407,3 + 89,8
373,7 108,5 T 2 ST
%Error -1,7 -8,1 -2,5 0,5 B
%DSR 20,9 3,2 8,6 7,6

Tabla 79: Concentraciones de DON en el CRM y errores cometidos con las distintas técnicas y
procedimientos

A la vista de los resultados puede decirse que los inmunosensores desarrollados han
ofrecido unos resultados de gran exactitud y precisidn. Los errores obtenidos tanto
para el mELISA como para el inmunosensor electroquimico han sido inferiores al 3%.

Con respecto a la precisidon se puede decir que es aproximadamente 8% con ambos
modos de deteccién (mELISA y AD-a) en el inmunosensor desarrollado (8,6% y 7,6%
respectivamente) y que son inferiores a los %DSR obtenidos con el HPLC-UV-Vis.

Para comparar las concentraciones obtenidas con los sensores desarrollados frente al
HPLC-UV-Vis como método oficial y frente al kit ELISA de Europroxima (5121DON), se
realizd un andlisis de varianza ANOVA de un factor para evaluar la existencia de
diferencias significativas entre las concentraciones halladas en los inmunosensores
desarrollados (Tabla 50 mELISA y Tabla 55 para electroquimico) en comparacién con el
método oficial de determinacion de DON (HPLC-UV-Vis), como se resume en la Tabla
80:

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
HPLC 2 2754,7 1377,4 644,4
ELISA 7 9553 1364,7 13732,5
AD-a 8 11258,1 1407,3 11570,9
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ANALISIS DE VARIANZA
Origende las Sumade Gradosde Promedio de los Fou Prob F..
variaciones  cuadrados libertad cuadrados cake erit
Entre grupos 6937,11 2 3468,6 0,29 0,75 3,74
Dentro de los
grupos 164035,9 14 11716,9
Total 170973,1 16

Tabla 80: ANOVA de un factor aplicada para comparar las concentraciones obtenidas por
HPLC, mELISA y AD-a

Se ha obtenido Fit > Feac por lo que puede decirse que estadisticamente no existen
diferencias significativas entre las concentraciones halladas con los inmunosensores

mMELISA y electroquimico (AD-a) en comparacion con las concentraciones determinadas
con el HPLC.

Con estos resultados se concluye que tanto el inmunosensor con deteccidn dptica
(mELISA) como con deteccidn electroquimica (AD-a) son robustos en sus resultados
analiticos, ya que no se han encontrado diferencias en las concentraciones
determinadas el método de referencia AOAC basado en HPLC-UV-Vis.

Ademas se realizé un ANOVA de un factor para la comparacién de las concentraciones
de los inmunosensores con las obtenidas en el kit ELISA comercial. A priori se vio que
los métodos mELISA y AD-a basados en particulas magnéticas producen errores
menores que el ELISA convencional en donde el anticuerpo se inmoviliza sobre la
pared sdlida de los pocillos.

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
kit 2 2572,6 1286,3 1728,7
ELISA 7 9553 1364,71 13732,5

AD-a 8 11258,1 1407,3 11570,9
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ANALISIS DE VARIANZA
Origendelas Sumade Gradosde Promedio de los E Prob .
variaciones  cuadrados libertad cuadrados cale erit
Entre grupos 24798,5 2 12399,2 1,05 0,38 3,74
Dentro de los
grupos 165120,3 14 11794,3
Total 189918,7 16

249

Tabla 81: ANOVA de un factor aplicada para comparar las concentraciones obtenidas por el
kit de Europroxima, mELISA y AD-a

En el ANOVA realizado se ha obtenido que F¢i; > Fec l0 que indica que no existen
diferencias significativas entre las concentraciones de DON determinadas por mELISA y
por AD-a con las obtenidas con el kit de Europroxima. Las concentrcaiones
determinadas con los inmunosensores desarrollados no difieren significativamente
de las halladas con el kit comercial de Europroxima.

En todos los casos, las concentraciones de DON se encuentran dentro del intervalo del
valor certificado por el CRM (TR-D100, Lote D-W-158).

Con los resultados expuestos en los apartados anteriores, asi como en validacién
realizada en el apartado 4.7.3 frente a otras técnicas, obteniendo resultados
estadisticamente comparables, puede decirse que el inmunosensor de DON
desarrollado con transduccién espectrofotométrica y electroquimica es capaz de
detectar DON en matrices de origen cereal, en concentraciones inferiores a las que
permite el HPLC-UV por su limite de deteccidn. Los resultados obtenidos demuestran
que se ha desarrollado una técnica reproducible, sensible y selectiva para la
determinacion de DON en cereales, y que permite determinar concentraciones muy
pequefias y muy por debajo de las limitadas por la legislacién Europea y Espafiola.

De acuerdo a estos objetivos generales, una de las finalidades del trabajo de
investigacion reflejado en esta Memoria de Tesis Doctoral es la plasmacion del trabajo
de investigacion en nuevos inmunosensores disponibles para el control de la
micotoxina en alimentos, y su posterior comercializacion en forma de un nuevo
producto que contribuya a su control analitico, partiendo de la base de los dispositivos
disefiados, optimizados y validados a lo largo de las experiencias que se han expuesto.

El inmunosensor electroquimico desarrollado junto con los protocolos de trabajo
necesarios se encuentra plasmado en forma de patente en la Oficina espanola de
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Patentes y Marcas (OEPM), bajo titulo “INMUNOSENSOR ELECTROQUIMICO PARA LA
DETERMINACION DE LA MICOTOXINA DEOXINIVALENOL (DON)” con el nimero de
registro ES1510.105b (Anexo 1). Los términos de autoria y titularidad corresponden
50% a la Universidad de Zaragoza y 50% a la empresa Capher IDI SL (Zaragoza).

4.8 DETERMINACION CONJUNTA DE DON Y FB1 EN MUESTRAS DE
HARINA DE CEREALES

En la dltima parte de esta memoria, se muestran los resultados iniciales de la
determinacién conjunta de DON con la micotoxina FB1, ambas procedentes del mismo
hongo (Fusarium), y que usualmente co-existen en una misma muestra. El objetivo es
comprobar la posibilidad de determinacién conjunta en un mismo extracto de ambas
micotoxinas con los dos inmunosensores que hemos desarrollado individualmente
para cada una de ellas: inmunosensor para la determinacién del DON en este trabajo
de Tesis y para la FB1 con las condiciones dptimas (Apartado 3.4.7) de un
inmunosensor que estan estudiadas en un trabajo previo realizado dentro de nuestro
grupo de investigacion.

La contaminacién en alimentos derivados de maiz y/o trigo con ambas micotoxinas
(FB1 y DON), es bastante frecuente, ya que ambas provienen de hongos de la misma
familia Fusarium, por lo que se planted este objetivo sobre la extraccién conjunta de
las dos micotoxinas y su posterior determinacién con los dos inmunosensores
individuales optimizados. El objetivo en un futuro préoximo, es el desarrollo de un
dispositivo capaz de determinar cuantitativamente varias micotoxinas de forma
simultdnea minimizando el tiempo con respecto al uso de inmunosensores
individuales. Este apartado pretende tan sélo ser un primer paso para el disefio de este
dispositivo y ver las dificultades que se presentan antes de su desarrollo completo. El
primer paso es la extraccién conjunta de las dos micotoxinas con un buen rendimiento
de extraccion.

4.8.1 Extraccion conjunta de DON y FB1 de las muestras

La extraccion individual de ambas micotoxinas se estudié previamente, optimizando
procedimientos diferentes dadas las diferentes propiedades quimicas del DON y de la

FB1. El DON (Figura 101) es una molécula muy polar con varios sustituyentes —OH,
capaz de disolverse en disolvente (organico o inorgdanico) de origen polar o incluso en
agua. Su extraccion individual se realizd en este trabajo utilizando tampdn fosfato
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(PBS), sin la presencia de ningun disolvente orgdnico y en el mismo tampédn utilizado
en las etapas del inmunosensor (Apartado 3.4.8.1). Por el contrario, la FB1 (Figura 101)
es una molécula lineal compuesta por un grupo amino, grupos metilo y grupos COOH,
por lo que es necesario el uso de un disolvente orgdnico para su extraccion,
normalmente mezclas de metanol con agua en proporciones mayores del 70% (v/v) de
MeOH, y en algunos casos poniendo una pequeia proporcién de acido acético para
asegurar la forma protonada (extraible) de las dos moléculas [58; 223; 257].

0 COOH
COCH

i 2 ¢ OH NH,
COOH
O  COOH

O

Figura 101: Estructuras quimicas del DON y de la FB1

En la bibliografia se describe una amplia variedad de tipos de extraccion tanto para el
DON (PBS, MeOH, acetonitrilo, mezclas acuosas) como para la FB1 (lo mas frecuente
mezclas acuosas de metanol o de acetonitrilo en diferentes proporciones) [58; 258].
Estos procedimientos son también dependientes del tipo de determinacion
instrumental posterior, por ejemplo el acetonitrilo es muy frecuente en extracciones
previas a la determinacion con cromatografia liquida. Para nuestro estudio en este
apartado, realizamos ensayos previos de recuperacion de ambas micotoxinas DON vy
FB1 de la misma muestra, utilizando diferentes porcentajes en volumen de MeOH/H,0
(se ensayaron 60:40, 70:30 y 80:20 (v/v)).

Se obtuvieron buenos porcentajes de recuperacién conjunta de FB1 y de DON
provenientes de la misma muestra de cereal con una extraccién unica utilizando como
disolvente MeOH/H,0 70:30 (v/v) (Apartado 4.8.1). El procedimiento coincide con el
utilizado habitualmente para la FB1, mientras que los porcentajes de recuperacién del
DON fueron analiticamente comparables (ANOVA, 95% nivel de confianza) a los
obtenidos con el inmunosensor utilizando para la extraccién PBS 0,1 M, pH=7,4. No es
posible utilizar PBS como disolvente en la extraccion conjunta (procedimiento habitual
para la extraccion de DON) debido a la naturaleza quimica de la FB1, que hace
necesario utilizar un disolvente organico.

Para rendimientos de extraccidn préximos al 100% de ambas micotoxinas no fue
necesario un mayor porcentaje de metanol del 70% (v/v), que haria necesaria una
mayor diluciéon posterior con tampdn PBS para disminuir en lo posible su presencia en
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las disoluciones competitivas del inmunoensayo. El procedimiento de extraccidn
conjunta de DON+FB1 de una matriz de origen cereal (harina) se describe en el
apartado 3.4.8.3. En las condiciones indicadas, el porcentaje final de MeOH es menor
del 5% (v/v), no afectando negativamente sobre todo a la uniéon del DON con su
anticuerpo.

La determinacion conjunta de DON+FB1 se realizé sobre una mezcla de los patrones de
referencia certificada (CRMs: TR-F100 (Lote F-C-433) y TR-D100 (Lote D-W-158))
procediendo a su extraccidon segun el procedimiento optimizado que se ha descrito en
el apartado 3.4.8.3, utilizando como disolvente de extraccién MeOH/H,0 70:30 (v/v).

4.8.2 Determinacién simultanea de DON y FB1 en los CRMs

En los patrones de referencia certificada utilizados, una harina de trigo (TR-D100
[DON]cert = 14004200 pg kg'l), y una harina de maiz (TR-F100 [FB1]cet=1500£400 ug kg
1) solo certifica la concentracién de una sola micotoxina (Ver Anexo |I y Anexo lll), pero
se desconoce la existencia y concentracidn de otras que pueden co-existir en el mismo
CRM, procedentes del mismo (o de diferentes) hongo(s).

Con el objeto de utilizar estos CRMs en esta parte del trabajo, en primer lugar, para
cada CRM se comprobd la existencia y se midieron las concentraciones de DON y FB1
no certificadas. Los procedimientos utilizados fueron los procedimientos que se
optimizaron para cada una de las micotoxinas individualmente (Apartado 3.4.8.1 para
la extraccion de DON y Apartado 3.4.8.2 para la extracciéon de FB1).

Para esta caracterizacion de los dos CRMs se utilizé mELISA y el inmunosensor
electroquimico. Los resultados se describen en los apartados posteriores.

4.8.2.1 Determinacion de DON en TR-F100 y de FB1 en TR-D100 por mELISA:

Las extracciones individuales realizadas para estos ensayos previos fueron una
extraccion de DON del CRM TR-F100 (Lote F-C-433) que se realizé en PBS (0,1 M, pH
7,4) siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente para la extraccion del
DON de muestras de origen cereal (Apartado 3.4.8.1), y de la FB1 del TR-D100 (Lote D-
W-158) en MeOH/H,0 (70:30 v/v) siguiendo un procedimiento recogido en el Apartado
3.4.8.2.

Las determinaciones se realizaron por mELISA utilizando los calibrados individuales
respectivos para FB1 y de DON, que se representan en la Figura 102.
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Figura 102: Calibrado competitivo del DON y de FB1 mediante mELISA

Los parametros del ajuste no lineal con el modelo 3PL, se presentan en la tabla 82:

Minimo (Abs) -0,016 -0,023
Maximo (Abs) 0,458 0,466
ECso (gl?) 7,465 1,775

Pendiente 1 1
%Competicion 98,7 100
R 0,9985 0,9915

Tabla 82: Parametros de ajuste (modelo 3PL) obtenidos de los calibrados de DON y FB1

Se realizaron varias medidas durante dias consecutivos (con un nuevo calibrado en
cada dia), utilizando los inmunosensores individuales e interpolando en la curva
correspondiente, dependiendo de la micotoxina extraida en cada caso.

La tabla siguiente (Tabla 83) resume las concentraciones encontradas en dias
diferentes y con extractos distintos para comprobar estadisticamente si los resultados
difieren o no:
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325,8 +£50,0 31,2+5,5
307,2 + 86,5 31,5+10,4
352,9+ 73,5 38,0+£4,1
212,2 + 20,2 39,4+2,6
Tabla 83: Concentraciones de DON y FB1 determinadas sobre los CRMs en los que no estdn
certificadas

Se realizd un test t para muestras con varianzas iguales obteniéndose que no existen
diferencias significativas entre los resultados obtenidos en las 4 experiencias para cada
micotoxina, por lo que pueden considerarse iguales, con una probabilidad del 95%.

Se obtuvo aproximadamente una concentracién de DON (300 pg kg) en la harina de
maiz (TR-F100), mientras que se determiné una concentracion para la FB1 (35 g kg™)
en la harina de trigo (TR-D100):

[DONJtrr100 = 299,5 + 97,3 pg kg™ con %DSR (n=4) = 20,4%

[FB1]tr-p100=35,0%6,8 ug kg'1 con %DSR (n=4) =12,2%

4.8.2.2. Determinacion de DON en TR-F100 y de FB1 en TR-D100 con el inmunosensor
electroquimico (AD-a)

Los mismos extractos de ambos CRMs siguiendo los procedimientos de extraccién
optimizados (apartado 3.4.8.1 para el DON en TR-F100 y apartado 3.4.8.2 para la FB1
en TR-D100), se analizaron con el inmunosensor electroquimico (AD-a) desarrollado
para cada micotoxina (condiciones recogidas en los apartados 3.4.6 para el DON vy
3.4.7 para la determinacién de FB1).

Los calibrados se representan en la figura 103, y en la tabla 84 los pardmetros
logisticos (3PL) de estos calibrados.
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Figura 103: Calibrado competitivo en funcion de DON y de FB1 con el inmunosensor
electroquimico (AD-a)

Minimo (pA) -0,03937 -0,1184
Maximo (pA) -1,762  -1,264

ECso (ng I'") 7,254  0,2735
Pendiente 1 1
%Disminucidn 91,7 91,7
R 0,9938 0,9993

Tabla 84: Paradmetros del ajuste no lineal de los calibrados de DON y FB1. Inmunosensor
electroquimico (AD-a)

Las concentraciones de DON en TR-F100 (harina de maiz con valor certificado de FB1
de 1500 + 400 pg kg™?), realizando 4 réplicas de medidas sobre el mismo extracto, se
resumen en la tabla 85:
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-0,586 311,6
TR-F100 -0,517 377,5

-0,537 356,5

-0,517 377,5
MEDIA -0,539 355,8
s 0,033 311
Interv. 49,4
%DSR 6,1 8,7

Tabla 85: Concentracion de DON obtenida del extracto del CRM (TR-F100) con 4 réplicas.
Inmunosensor electroquimico (AD-a).

Por lo tanto la concentracion de DON determinada en el CRM TR-F100 es:

[DON1tg.F100 = 355,8 + 49,4 pg kg™* con %DSR (n=4) = 8,7%

En la tabla 86 se han recopilado las concentraciones de DON (CRM TR-F100) con
ambos inmunosensores (4 réplicas) en una de las determinaciones realizadas sobre el
mismo extracto, por mELISA y con el inmunosensor electroquimico AD-a sobre el
mismo extracto.

311,6 388,3
377,5 294,0
356,5 305,9
377,5 315,1
MEDIA 355,8 325,8
s 31,1 42,5
interv 49,4 50,0

Tabla 86: Comparativa de concentraciones de DON (ug kg™) obtenidas por el inmunosensor
electroquimico y mELISA (n=4)

Las concentraciones de DON obtenidas en el patrén certificado TR-F100 (Lote F-C-433,
fueron (concentraciones determinadas en uno de los dias sobre el mismo extracto):

[DON]mewsa = 325,8 + 50,0 pg kg™ con %DSR (n=4) = 13%

[DON]ap-a = 355,8+ 49,4 ug kg™ con %DSR (n=4) = 8,7%
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Para la comparativa de las concentraciones de DON por ambos métodos, se realizaron
las pruebas estadisticas que se indican a continuacidn:

Prueba F para varianzas de dos muestras

DON AD-a mELISA
Media 355,78 325,83
Varianza 965,30 1809,33
Observaciones 4 4
Grados de libertad 3 3
F 0,53
P(F<=f) una cola 0,31
Valor critico para F (una cola) 0,11

Tabla 87: Prueba F para el cdlculo de varianzas

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales

DON AD-a mELISA
Media 355,78 325,83
Varianza 965,30 1809,33
Observaciones 4 4
Diferencia hipotética de las
medias 0
Grados de libertad 5
Estadistico t 1,14
P(T<=t) una cola 0,15
Valor critico de t (una cola) 2,02
P(T<=t) dos colas 0,31
Valor critico de t (dos colas) 2,57

Tabla 88: Test t realizado para la comparativa de las concentraciones de DON obtenidas por
el inmunosensor AD-a y mELISA

Con un test t para muestras con varianzas desiguales no se vieron diferencias
significativas (probabilidad del 95%) entre los resultados obtenidos sobre un mismo
extracto en las dos técnicas desarrolladas (deteccion por mELISA y por amperometria),
por lo que se pueden considerar iguales. Es decir, la concentraciéon de DON
determinada en la harina de maiz TR-F100 (Lote F-C-433, harina con FB1 certificada)
por el inmunosensor electroquimico es comparable estadisticamente a la
concentraciéon obtenida por mELISA.
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De una forma similar, se procedid a la determinacién del contenido de FB1 sobre el
CRM TR-D100 (harina de trigo, valor certificado 1400+200 pg kg DON), con el
inmunosensor electroquimico (calibrado en la Figura 103).

-0,397 33,9

TR-D100 -0,271 51,0
-0,359 41,4

-0,315 52,7

MEDIA -0,335 44,8

s 0,055 8,8

Interv. 13,9
%DSR 16,3 19,6

Tabla 89: Concentracién de DON obtenida de un extracto del CRM (TR-F100) con 4 réplicas

La concentracidn de FB1 determinada a partir de cuatro réplicas del extracto del CRM
(TR-D100) es por lo tanto:

[FB1]tr-p100 = 44,8 + 13,9 pug kg™ con %DSR (n=4) = 19,6%

Las concentraciones de FB1 determinadas en el CRM TR-D100 (4 medidas replicadas)
con el mELISA y el inmunosensor electroquimico AD-a en una de las determinaciones
realizadas (n=4) sobre el mismo extracto, se recopilan en la Tabla 90:

33,9 40,1
51,0 37,1
41,4 40,9
52,7 39,4
MEDIA 44,8 39,4
s 8,8 1,6
interv 13,9 2,6

Tabla 90: Comparativa de concentraciones (ug kg™) de FB1 obtenidas por el inmunosensor
AD-a y mELISA con las 4 medidas replicadas.
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Las concentraciones de FB1 encontradas experimentalmente sobre el mismo el patrén
certificado TR-D100 (Lote D-W-158), con los dos tipos de deteccién fueron:

[FB1]meusa= 39,4 + 2,6 pg kg™ con %DSR (n=4) = 4,0%

[FB1]aps = 44,8 + 13,9 ug kg™ con %DSR (n=4) = 19,6%

Para comprobar si los resultados obtenidos por ambos modos de deteccion
(amperométrica y mELISA) para la FB1 son iguales estadisticamente, se realizé un test
estadistico t para los dos modos de deteccién del inmunosensor desarrollado:

Prueba F para varianzas de dos muestras

FB1 AD-a mELISA
Media 44,65 39,38
Varianza 78,00 2,67
Observaciones 4 4
Grados de libertad 3 3
F 29,2
P(F<=f) una cola 0,01
Valor critico para F (una cola) 9,28

Tabla 91: Prueba F para el cdlculo de varianzas

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales

FB1 AD-a mELISA

Media 44,65 39,38
Varianza 78,00 2,67
Observaciones 4 4
Diferencia hipotética de las

medias 0

Grados de libertad 3

Estadistico t 1,17

P(T<=t) una cola 0,16

Valor critico de t (una cola) 2,35

P(T<=t) dos colas 0,33

Valor critico de t (dos colas) 3,18

Tabla 92: Test t realizado para la comparativa de las concentraciones de FB1 obtenidas por el
inmunosensor AD-a y mELISA

El test t, calculado para muestras con varianzas desiguales, indica que no hay
diferencias significativas con una probabilidad del 95% entre las concentraciones de
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FB1 obtenidas por los 2 modos de deteccién optimizados, por lo que puede decirse
gue ambos han ofrecido las mismas concentraciones.

En conclusion, la concentracién de FB1 obtenida en la harina de trigo TR-D100 (Lote D-
W-158, harina con DON certificado) por el inmunosensor electroquimico es
estadisticamente comparable a la concentracidn obtenida por mELISA, con un valor de
concentracion préximo a 40 ug kg'1 FB1, determinada sobre el mismo extracto.

4.8.3 Validacion de resultados por HPLC-UV-Vis

Como confirmacidn de los resultados anteriores, se utilizé la técnica oficial de
determinacién de DON en el CRM TR-F100 por HPLC con deteccion UV-Vis (HPLC-UV-
Vis).

Para la validacién de los resultados se procedid a realizar la extraccién de DON en el
CRM TR-F100 siguiendo el procedimiento del apartado 3.4.8.4, con H,O/PEG8000
utilizando las columnas IAC (Vicam) DON-Test [71; 261].

El calibrado de DON con estandares comprendidos entre 0y 3 mg I'* en la fase mévil
ACN/H,0 (10:90) obtuvo los resultados de la Tabla 93. Las curvas de calibrado (alturay
area de pico) se han representado en las figuras 104 y 105.

[DON] mgl® TIEMPO ALTURA  AREA
0 6,98 0 0
0,01 6,98 4 0,08
0,05 7 10 0,67
0,1 7 134 37,8
0,2 6,93 351 125,6
0,3 6,95 631 248,2
0,5 6,95 1299 554,52
1 6,91 2863  1408,42
2 6,94 6256  3115,73
3 6,9 9205  4827,03

Tabla 93: Resultados del calibrado realizado con DON (0-3 mg I') en funcion de la altura y del
drea de pico del cromatograma
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Figura 104: Curva de calibrado de DON (0-3 mg I'") realizada en funcion de la altura de pico

del cromatograma
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Figura 105: Curva de calibrado de DON (0-3 mg I'") realizada en funcion del érea de pico del
cromatograma

Ambos tipos de calibrados fueron satisfactorios (R > 0,9990). La determinacion de la
concentraciéon de DON contenido en el patron de FB1 (TR-F100, Lote F-C-433), se llevo
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a cabo por HPLC-UV-Vis (A = 218 nm). Los resultados obtenidos para un tg = 7 min se
muestran en la tabla 94:

[DON] [DON]
TIEMPO | ALTURA 4 Intconf | AREA 4 Intconf

mgl mg |

7,31 1467 0,522 980,27 0,684

7,30 1338 0,481 892,3 0,630

TR-F100 MEDIA 0,501 MEDIA 0,657

s 0,03 0,261 s 0,04 0,343
%DSR 5,80 %DSR 5,80
Tabla 94: Resultados obtenidos en funcion de las alturas y de las dreas de pico integradas a
t=7 min

Las concentraciones de DON (ug kg?) calculadas teniendo en cuenta las diluciones
aplicadas durante el proceso se resumen en la tabla 95 (altura de pico) y en tabla 96
(areas de pico):

[DON]mg 1™ [DON]mgkg® [DON]ugkg™ Int.Conf
0,522 0,416 416,1
0,481 0,383 383,3
TR-F100 MEDIA 0,400 399,7
S 0,023 23,2 208,4
%DSR 5,8 5,8

Tabla 95: Concentraciones de DON (ug kg™) en funcion de la altura de pico

Las concentraciones obtenidas después de la extraccion de DON en el CRM TR-F100:

[DON]tr-F100 =399,7 + 208,4 ug kg’1 con %DSR (n=2) =5,8%

La concentracion de DON hallada en la harina de maiz certificada CRM TR-F100 es
proxima a las encontradas por los inmunosensores con deteccidn por mELISA y AD-a.

Igualmente se realizd la determinacion de DON a partir de los datos obtenidos en
funcion del area de pico. Los resultados encontrados se recogen en la tabla 96:
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[DON]mg/l [DON]mgkg® [DON]ugkg™ Int.Conf
0,684 0,546 545,6
0,630 0,503 502,6
TR-F100 MEDIA 0,524 524,1
s 0,030 30,4 273,2
%DSR 5,8 5,8

Tabla 96: Concentraciones de DON (ug kg™) en funcion del drea de pico

Los resultados de la tabla 96 resultaron ser algo mayores que los obtenidos en la tabla

95:

[DONJrg f100 = 524,1 £ 273,2 pg kg™

A la vista de los resultados obtenidos, se va a considerar como mejores los resultados

hallados a partir de la altura de pico ya que la concentracién de DON obtenida en la

extraccién individual ha producido resultados satisfactorios (mds cercanos a los

obtenidos por mELISA y AD-a).

Por lo tanto, para validar los resultados determinados con el inmunosensor mELISA y

amperomeétrico, se realizd6 una comparativa estadistica con los valores determinados

por HPCL-UV-Vis (Tabla 97):

AD-a mELISA HPLC-UV-Vis
311,6  388,3 416,1
377,5 294,0 383,3
356,5 305,9
377,5 315,1
MEDIA 355,8 325,8 399,7
s 31,1 42,5 23,2
%DSR 8,73 13,05 5,8

Tabla 97: Concentraciones de DON obtenidas por AD-a, mELISA y HPLC-UV-Vis (alturas pico

at=7 min)

Se realizd6 un ANOVA de un factor para comparar la concentracion de DON

determinada en un extracto de harina certificada (TR-F100, Lote F-C-433) por el
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inmunosensor con deteccion por AD-a, por mELISA y por HPLC-UV-Vis siguiendo los
procedimientos establecidos. El estudio estadistico se resume en la tabla 98:

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
AD-a 4 1423,10 355,78 965,30
mELISA 4 1303,31 325,83  1809,33
HPLC-UV-Vis 2 799,42 399,71 537,92
ANALISIS DE VARIANZA
Origen Suma Grados Promedio
variaciones cuadrados libertad cuadrados Fealc Prob Feri
Entre grupos 7344,74 2 3672,37 2,90 0,12 4,73
Dentro
grupos 8861,82 7 1265,97
Total 16206,56 9

oncentraciones de DON obtenidas por AD-a, mELISA y HPLC-UV-Vis (alturas pico a t.= 7 min)
en el CRM (TR-F100)

El andlisis de la varianza (ANOVA) realizado sobre las concentraciones de DON
determinadas en el patréon certificado TR-F100, en el cual se desconocia la
concentracion de DON ha demostrado que no existen diferencias significativas
(probabilidad 95%) sobre los valores determinados, concluyendo que la concentracién
de DON contenido en esta harina de maiz corresponde a un concentracion inferior a
400 pg kg'1 (concentraciones exactas recogidas en la tabla 97).

La validacion de la concentracion de FB1 determinada en el patrén certificado TR-
D100 fue realizada dentro de nuestro grupo de investigacién, para evaluar los
resultados obtenidos con el mELISA y el inmunosensor electroquimico.

Se siguid el procedimiento oficial para la determinacién de FB1 en harinas por
cromatografia liquida de alta resoluciéon con deteccién fluorescente (HPLC-FD). La
extraccidén de la muestra se realiza en acetonitrilo (100%) y se utilizan columnas de
inmunoafinidad especificas para la extraccion de FB1 (FumuniTest, de Vicam). Debido a
que la FB1 no posee grupos funcionales que le permitan ser detectada con un detector
por absorcion o por fluorescencia, es preciso derivatizarla previamente con el reactivo
OPA (o-ftaldehido), una amina primaria con propiedades fluorescentes [292].
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En la comparativa estadistica realizada (ANOVA con el 95% de probabilidad) entre los
resultados obtenidos con el HPLC-FD y los determinados en los apartados 4.8.2.1
(mELISA) y 4.8.2.2 (electroquimico) de esta Tesis, no se encontraron diferencias
significativas para una concentracion de FB1 préxima a 40 ug kg'1 determinada con los
inmunosensores electroquimicos y mELISA.

Las concentraciones determinadas con las diferentes técnicas analiticas utilizadas se
resumen en la Tabla 99:

AD-a mELISA HPLC-FD
33,9 401 41,3
51,0 37,1 39,8
41,4 40,9 -
52,7 39,4 -
MEDIA 44,7 39,4 40,6
s 8,8 1,6 1,06
%DSR 19,9 4,1 2,6

Tabla 99: Concentraciones de FB1 obtenidas por AD-a, mELISA y HPLC-FD

4.8.4 Determinacion de DON y FB1 por mELISA en una muestra conjunta de harina de
maiz y de trigo (TR-F100 + TR-D100)

La determinacién cuantitativa simultdnea de varias micotoxinas en un Unico ensayo
reduce el tiempo y los costes de cada andlisis, y por lo tanto se convierte en un método
mucho mas prdctico y atractivo [293]. En la bibliografia se han descrito numerosos
procedimientos de determinacidon de micotoxinas provenientes de Fusarium, donde la
gran mayoria utilizan cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y sobre todo con
deteccion por espectrometria de masas (HPLC-MS), y en donde las extracciones se
realizan habitualmente utilizando mezclas acuosas del disolvente acetonitrilo
coincidente en su composicion con la fase moévil HPLC [294].

La importancia de la determinacién en un sélo ensayo de las micotoxinas
seleccionadas (FB1 y DON) recae en el hecho de que ambas proceden del mismo tipo
de hongo Fusarium y pueden contaminar simultdneamente una misma muestra de
cereales. Se produce ademds una toxicidad sinérgica provocada por su presencia
conjunta en la misma muestra [36; 295].
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El desarrollo de un posible inmunosensor miiltiple para la determinacién simultanea
requiere una planificacion previa de las experiencias reduciendo en lo posible etapas
con respecto al uso de sensores individuales para cada micotoxina [293]. Inicialmente,
ensayamos la posibilidad de un inmunoensayo conjunto, para obtener una
concentracion que seria la suma de DON+FB1, con la Unica finalidad de comprobar que
la suma de concentraciones se encontrara por debajo del limite individual legislado
(screening). Sin embargo, dado que el etiquetado enzimdtico de los conjugados FB1-
HRP y DON-HRP es el mismo, no es posible separar en un inmunoensayo conjunto las
sefiales provenientes de una u otra micotoxina, por lo tanto, lo que hemos estudiado
son las bases iniciales de la extraccion conjunta y determinacion individual de DON y
FB1 sobre este extracto.

Con mayor detalle, los problemas que nos encontramos inicialmente son los
siguientes:

1. El procedimiento uUnico de extraccién debe de tener un rendimiento lo
suficientemente alto y préximo al 100% para ambas micotoxinas. El problema
inicial surge de las diferentes propiedades quimicas de ambas micotoxinas. En
el caso del DON, mucho mas polar, se ha visto que es suficiente su extraccién
en tampon acuoso PBS. Sin embargo, en el caso de la FB1 es preciso un
disolvente organico; usualmente es suficiente con una proporcién de metanol
en agua superior al 70% (v/v). Se ha visto que un porcentaje en exceso de
MeOH podria influir muy negativamente en la afinidad del anticuerpo de DON
(Apartado 4.4.1).

2. La presencia del DON y FB1 en cereales, se produce de forma natural
mayoritariamente en determinados tipos de harinas, pero muy escasamente
en otras. Por ejemplo, la FB1 se encuentra mayoritariamente en harina de
maiz (asi se encuentra legislada), pero es muy escasa en otros tipos de harinas.
En el caso del DON, en situacion natural su presencia es mayoritaria en harinas
de trigo. Adicionalmente, la propia matriz puede interferir de diferente manera
tanto en la estabilidad de la micotoxina como en la extraccion y en las
determinaciones analiticas posteriores [258; 296].

Por ambos motivos, la determinacidn conjunta no es tan sélo una suma de
determinaciones individuales. De hecho, un término que cada vez se le da mas
importancia en trabajos de presencia de micotoxinas, es el de “micotoxinas
enmascaradas”, que se consideran aquellas que no son detectadas por los
procedimientos analiticos propuestos o que se encuentran complejadas (con hidratos
de carbono por ejemplo) y no responden a la metodologia analitica utilizada. En
nuestra opinidn, y después de la experiencia de nuestro trabajo en el DON y en otras
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micotoxinas (ocratoxina A y fumonisina B1), lo que se indica como micotoxinas
enmascaradas no es debido a una falta de sensibilidad analitica del método propuesto,
sino mas bien a un deficiente y con muy bajo rendimiento procedimiento de extraccién
[297].

Una de las opciones previas que se ensayaron fueron dos calibrados diferentes de DON
y FB1 en los intervalos de DON (0 -100 pg I'!) y FB1 (0 -100 pg I'"), pero realizando en
ambos casos incubaciones en presencia de los 2 anticuerpos (mAbDON y mAbFB1)
inmovilizados sobre las MBs-prG y los dos conjugados enzimaticos (DON-HRP y FB1-
HRP), siguiendo a continuacidn las etapas propias de los inmunoensayos individuales.
Es decir, se realizaron dos calibrados diferentes de DON y FB1 en presencia de los dos
anticuerpos y conjugados. Para la cuantificacion suma de ambas micotoxinas se realizé
la interpolacion de un Unico extracto de la muestra contaminada.

Los calibrados realizados segun este esquema de trabajo, en funcién de DON y de FB1
se representan en la Figura 106:

*  DON (ng/l
0.8 (ngfl)
«  FBI (ug/l)
0.6-
3 04
3 o
0.2-
O-O T L] L] L] L] 1
3 2 0 1 2 3

Log [micotoxina] (ug/l)

Figura 106: Calibrados multiples para DON y FB1 realizados de modo simultdneo

Como es légico, y tal como se previd, en cada calibrado con su micotoxina, el otro
conjugado no compite mads alld de su reactividad cruzada y siempre se obtiene una
seflal minima que se suma a la competitiva de la otra micotoxina, tal como se
observa en la figura anterior (Figura 106). Es decir, el conjugado que no compite actua
como una interferencia aditiva, a la vez que las disminuciones en la inhibicién de las
absorbancias debidas a la competicidon de cada micotoxina con su propio conjugado (y
reconocido con cada anticuerpo) disminuyen el 45% aproximadamente (Figura 106). Si
bien podrian separarse ambas sefales multivariantes, no seria muy adecuado bajo un
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punto de vista practico, sobre todo por el hecho que en cada calibrado, incluso si se
realizaran el mismo dia, pueden variar las sefales obtenidas.

Adicionalmente, en la interpolacién de la muestra se produce la competicidn de las 2
micotoxinas presentes en la muestra con sus respectivos conjugados enzimaticos, lo
qgue hace que la sefial sea muy pequefia, menor a la obtenida en el punto mas
concentrado de los calibrados, por lo que no es posible el calculo de las
concentraciones (Tabla 100).

0,180
0,192
0,171
0,166
0,190
0,169
0,203
0,189
MEDIA 0,183
s 0,013
%DSR 7,2

8 réplicas

Tabla 100: Absorbancias obtenidas en la interpolacion de una muestra contaminada con
DON y FB1 a partir de un calibrado conjunto en presencia de los dos anticuerpos y de los dos
conjugados de ambas micotoxinas.

Se considerd otra alternativa similar (aunque a priori poco factible), que consistié en la
determinacion suma de ambas micotoxinas con un Unico calibrado suma de las
concentraciones de ambas. En el calibrado se incluyeron los dos anticuerpos vy
conjugados enzimaticos, pero la curva de calibrado se obtuvo con concentraciones de
una disolucién que contenia ambas micotoxinas (DON+FB1). En la misma situacién se
obtuvieron las sefiales del extracto. Los resultados previos de este planteamiento se
unieron a los datos obtenidos con calibrados individuales, con la idea de separarlos en
un analisis multifactorial.

Los datos no se muestran, pero los resultados no fueron satisfactorios, pues calibrados
efectuados en condiciones algo diferentes variaron significativamente los valores de
AbSmax, Absmin ¥ ECsg, con lo cual el analisis multifactorial no fue posible. En la
bibliografia se describen inmunoensayos multifactoriales, aunque suelen provenir de
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un mismo anticuerpo que tiene afinidad para varios analitos diferentes [217; 293; 298;
299].

Otro aspecto que hay que tener en cuenta es la reactividad cruzada de cada anticuerpo
con la otra micotoxina, que complica todavia mads la situacidon de partida. Por los
motivos anteriores, la determinacién conjunta FB1 y DON se abordd con una misma
extraccidon conjunta (que se optimizé previamente), pero la posterior determinacion se
llevé a cabo en dos inmunosensores individuales previamente optimizados.

Para ello se prepararon dos calibrados independientes para cada una de las
micotoxinas, de la misma forma y en las mismas condiciones optimizadas para los
sensores individuales [241; 300]. Se han descrito en la bibliografia inmunoensayos
realizados sobre membranas poliméricas [301; 302] en las que se inmovilizan los
anticuerpos de las micotoxinas en dos superficies diferentes y se realiza la competicién
independiente de cada micotoxina objeto de estudio con el correspondiente
conjugado enzimdtico [303]. En este caso los calibrados son comparables a los
obtenidos en los sensores individuales [300].

Para determinar FB1 y DON hemos disefiado un procedimiento similar, efectuando
sobre el extracto dos inmunoensayos competitivos separados fisicamente cada uno de
ellos con un Unico anticuerpo y un conjugado enzimatico (MBs-mAbDON/DON-HRP y
mAbFB1/FB1-HRP respectivamente) en cada caso.

Las determinaciones de DON y FB1 pueden realizarse tanto por mELISA como con el
sensor electroquimico en las condiciones optimizadas previamente para cada tipo
ensayo. El biosensor individual para la determinacion de FB1 en cereales fue
desarrollado y optimizado en nuestro laboratorio dentro de nuestro grupo de
investigacion (las condiciones se resumen en el Apartado 3.4.7).

Para la determinacién conjunta de FB1 y DON se utilizé una mezcla de los dos patrones
certificados (TR-D100 [DON]cert = 1400 * 200 ug kg'ly TR-F100 [FB1]cert = 1500 + 400 pg
kg™) de los cuales se conoce ademas la concentracién que contienen de la micotoxina
no certificada, determinada en los apartados 4.8.2.1 (mELISA) y 4.8.2.2 (inmunosensor
electroquimico) y validado por HPLC-UV-Vis en el apartado 4.8.3.

La finalidad de esta experiencia es evaluar la correcta extraccién de las 2 micotoxinas
(DON y FB1) sobre una mezcla de las dos matrices de harinas, ademds de comprobar la
influencia de matrices diferentes de cereales en una misma muestra en las
concentraciones obtenidas. Para ello se trabajé con los extractos obtenidos
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(MeOH/H,0 70:30 v/v) de la mezcla de harinas provenientes de los dos CRMs
estudiados en apartados anteriores, y las determinaciones se realizaron con mELISA.

- Determinacion de DON en la mezcla de los dos CRM (TR-F100 + TR-D100) mediante
mELISA

Al objeto de tomar como referencia una mezcla de diferentes harinas, se tomaron
mezclas por pesada de ambos CRMs sélidos y se procedid a extraer ambas micotoxinas
con MeOH/H,0 (70:30, v/v), para realizar la determinaciéon de FB1 y DON sobre dos
alicuotas de este extracto.

En las experiencias de este apartado se tomd un peso de 1,2525 g de la mezcla de las
dos harinas (1,0022 g del CRM TR-D100y 0,2503 g del CRM TR-F100) y se llevo a cabo
la extraccion en 5 ml MeOH/H,0 (70:30, v/v) durante 30 minutos con agitacion por
volteo. A continuacidén se realizé una centrifugacion a 2000 x g durante 30 minutos y
por ultimo se filtro el sobrenadante sobre un filtro de 0,22 um (los detalles se
muestran en el apartado 3.4.8.3).

La concentracién tedrica de DON de la mezcla (1184,2 ug kg™') se ha calculado a partir
de las concentraciones medias de DON de ambos CRMs y teniendo en cuenta la masa
de cada CRM en la mezcla:

(1400 “Q/Kg-i,onzz g) + (320 “Q/Kg . 0,2503 g)
(1,0022 g + 0,2503 g)

[DGN]asparﬁdﬁ = =1184,2 PQH{HQ

En la tabla 101 se recogen las concentraciones de DON de dos extractos diferentes
obtenidos en las mismas condiciones por el procedimiento de inmunoensayo
magnético mELISA.
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DON Abs [DON_]1 Abs [DON_]1
ug kg ug kg

0,160 1393,18 0,186 1020,06

TR-I2100 0,175 1176,13 0,190 974,80

TR-F100 0,192 970,32 0,199 879,49

0,179 1124,26 0,207 801,60

MEDIA 0,177 1165,97 0,196 918,99
S 0,013 174,88 0,009 97,76

Interv. 278,06 155,44
%DSR 7,47 15,00 4,81 10,64

%Error -1,5% -22,4%

Tabla 101: Concentraciones de DON total determinadas en el extracto de TR-D100+TR-F100

La concentracidon de DON calculada en la mezcla en cada una de las extracciones es:

[DON]extracto conjunto 1 = 1165,97 + 278,06 pg kg'1 con %DSR (n=4) = 15%

[DON]Jextracto conjunto 2 = 918,99 + 155,44 ng kg'1 con %DSR (n=4) = 10,6%

El error de este resultado frente al calculado anteriormente es tan sélo del -1,5% en el

extracto 1 y de -22,4% en el extracto, lo que significa que la extraccidn sobre esta

mezcla tiene un alto rendimiento de extraccién y la determinacién en presencia de las

dos matrices de trigo y de maiz no producen interferencia en el procedimiento de

mELISA.

Para comprobar la reproducibilidad de dos extracciones diferentes, los resultados de

concentracién de DON se compararon estadisticamente como se indica a continuacién.

Prueba F para varianzas de dos muestras

Extracto 1 Extracto 2
Media 1165,97 989,74
Varianza 30582,19 22127,19
Observaciones 4 4
Grados de libertad 3 3
F 1,38
P(F<=f) una cola 0,39
Valor critico para F (una cola) 9,28

Tabla 102: Prueba F realizada sobre los resulta
extractos

dos de los dos
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Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Extracto 1 Extracto 2

Media 1165,97 989,74
Varianza 30582,19 22127,19
Observaciones 4 4
Varianza agrupada 26354,69

Diferencia hipotética de las

medias 0

Grados de libertad 6

Estadistico t 1,54

P(T<=t) una cola 0,09

Valor critico de t (una cola) 1,94

P(T<=t) dos colas 0,18

Valor critico de t (dos colas) 2,45

Tabla 103: Test t realizado para comparar la similitud de las concentraciones de DON
determinadas en la mezcla de los dos CRMs

En el test t realizado se obtuvo que t o < t ¢t por lo que se asegura de la no existencia
de diferencias significativas en los resultados determinados en cada una de las dos
extracciones, por lo tanto las concentraciones de DON determinadas en dos extractos
diferentes son iguales, con un 95% de probabilidad.

A la vista de los resultados puede decirse que la extraccidn conjunta de DON con
MeOH (70%) realizada sobre una mezcla de dos harinas diferentes (una de trigo y una
de maiz) es capaz de extraer la totalidad de DON contenido en una muestra que
contiene varias micotoxinas, con un rendimiento préximo al 100%. Se muestra como
un primer punto de partida para la determinaciéon conjunta de varias micotoxinas
disminuyendo el tiempo de andlisis ya que Unicamente se realiza una sola extraccion
para las dos determinaciones.

-Determinacion de FB1 en la mezcla de los dos CRM (TR-F100 + TR-D100) mediante
mELISA

Con los mismos extractos utilizados en el apartado anterior (1,2525 g de la mezcla de
harinas (1,0022 g del CRM TR-D100 y 0,2503 g del CRM TR-F100) con 5 ml MeOH/H,0
(70:30, v/v), se procedié a la determinacion de FB1 con mELISA.

La concentracién de FB1 suma de las encontradas en cada CRM se calcula a partir de la
masa aportada por cada harina y teniendo en cuenta la masa total:

1g Kg
[FB1] _ (40 My 10022g) + (1500 9/ ;02503 g)
ssperada = (1,0022 g + 0,2503 g)

=3318 "9/,
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Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 104:

FB1 Abs [FBll_l Abs [FBl_]1
ug kg ug kg

0,113 359,25 0,126 264,48
TR-2100 0,116 336,81 0,125 270,65
TR-F100 0,121 301,75 0,102 443,97
0,117 329,57 0,113 352,79
MEDIA 0,117 331,85 0,117 332,97
s 0,003 23,71 0,01 84,24
Interv. 37,70 133,9
%DSR 7,47 15,00 9,72 25,30
%Error 0,015% 0,35%

Tabla 104: Concentraciones de FB1 total determinadas en el extracto de TR-D100+TR-F100

[FB21]extracto conjunto 1= 331,85 + 37,70 pg kg'1 con %DSR (n=4) = 15,0%

[FB1]extracto conjunto 2 = 332,97 + 139,9 pg kg'1 con %DSR (n=4) = 25,3%

Los resultados coinciden practicamente sin error con el valor teérico calculado (Error
0,015% para el extracto 1y de 0,35% en el extracto 2), indicando al igual que para el
DON que el rendimiento de extraccion es adecuado y que la mezcla de matrices no

interfiere en el inmunoensayo del mELISA.

Sobre ambos extractos,

comparables:

Prueba F para varianzas de dos muestras

se evalué si pueden considerarse estadisticamente

Extracto 1 Extracto 2

Media
Varianza
Observaciones

Grados de libertad

F
P(F<=f) una cola

Valor critico para F (una cola)

331,85 332,97
562,255  7096,40
4 4
3 3
0,08
0,03
0,11

Tabla 105: Prueba F realizada sobre los resultados de los dos

extractos
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Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Extracto 1 Extracto 2

Media 331,85 332,97
Varianza 562,25 7096,40
Observaciones 4 4
Varianza agrupada 3829,33

Diferencia hipotética de las

medias 0

Grados de libertad 6

Estadistico t -0,03

P(T<=t) una cola 0,49

Valor critico de t (una cola) 1,94

P(T<=t) dos colas 0,98

Valor critico de t (dos colas) 2,45

Tabla 106: Test t realizado para comparar la similitud de las concentraciones de FB1
determinadas en la mezcla de los dos CRMs

A partir del test t se demuestra que no hay diferencias significativas (probabilidad del
95%) sobre los resultados determinados en los dos extractos de las harinas. Por lo
tanto, podria concluirse que la extraccion realizada en las mismas condiciones no
influye en los resultados para ambas micotoxinas.

Como conclusidn final, la extraccién con MeOH 70% (v/v) de una mezcla de harinas (de
trigo y de maiz) que contiene las dos micotoxinas DON y FB1 produce rendimientos de
extraccion adecuados para ambas en su extraccion conjunta préoximos al 100%, y tanto
la propia extraccidn como las determinaciones del inmunoensayo mELISA no vienen
influenciadas por la propia matriz de la harina de trigo y de maiz, lo que significa la
inexistencia de interferencias sobre los anticuerpos o el enzima de etiquetado (HRP)
siguiendo el procedimiento que se ha desarrollado.

La extraccidon conjunta supone tan soélo un primer paso hacia un sensor miltiple, en
donde se busca reducir el tiempo de las determinaciones, basado en este caso en
reducir el tiempo de extraccién, el ahorro de reactivos y la facilidad y rapidez en la
obtencidn de resultados cuantitativos.

Este aporte ha abierto a nuestro grupo una siguiente linea de trabajo en donde
estamos integrando sensores conjuntos de FB1, DON y ocratoxina A sobre la base de
calibrados individuales, que se integraran en un futuro dispositivo de microfluidica
que automatice todas las etapas de los inmunoensayos a la vez que se reduzcan los
volumenes de los biorreactivos utilizados, aspecto muy importante sobre todo para el
caso de los anticuerpos y conjugados enzimaticos de estas micotoxinas.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

En esta Tesis Doctoral se ha desarrollado paralelamente un inmunosensor de DON con
transduccion espectrofotométrica (mELISA) y electroquimica (inmunosensor
amperométrico),  utilizando  particulas  magnéticas como  soporte de
biorreconocimiento. Los inmunosensores se validaron con muestras certificadas vy
técnicas oficiales de cromatografia liquida, y se han dado los primeros pasos en la
extraccion conjunta de DON y FB1 (Fusarium) y su determinacién simultanea con estos
biosensores.

A continuacién se resumen las conclusiones mas relevantes del trabajo de esta Tesis
Doctoral:

I. La afinidad entre un anticuerpo policlonal pAbDON (DO1F-1) y el DON-HRP
sintetizado con los reactivos SATA y PMPI (SATA-HRP + DON-PMPI) no fue
suficiente para el desarrollo de un inmunosensor con la sensibilidad requerida
para la determinacion de DON. Se obtuvieron fuertes uniones inespecificas de
este conjugado DON-HRP sobre las MBs con diferentes funcionalizaciones que
impidieron un comportamiento éptimo del inmunosensor.

1. Se selecciond un nuevo anticuerpo (MAbDON IB12, R-Biopharm) y un conjugado
enzimatico DON-HRP (Europroxima, 5121DON) purificados, que mostraron una
alta afinidad entre si que fue evaluada por ELISA espectrofotométrico
convencional y sobre inmunosensores con MBs (deteccién espectrofotométrica y
electroquimica). Se concluyé que las uniones producidas entre el mAbDON vy el
DON-HRP son producidas uUnicamente por el biorreconocimiento antigeno-
anticuerpo, y permite una adecuada competitividad del DON libre
(disminuciones de sefial superiores al 90% en presencia de 100 pg I de DON).

I1l. Las particulas magnéticas éptimas, seleccionadas como superficie sélida de
inmovilizacion del mMAbDON vy para las etapas del inmunoensayo y transduccion,
fueron las particulas magnéticas funcionalizadas con proteina G (MBs-prG). Con
ellas se obtuvieron inmovilizaciones eficientes y orientadas hacia los epitopos del
DON (alta afinidad), y bajas adsorciones inespecificas de los biorreactivos
utilizados (especialmente del conjugado DON-HRP). El tiempo de vida del
MAbDON una vez inmovilizado sobre las MBs-prG es de al menos 25 dias
almacenado a 4 °C.

IV. Se optimizaron inicialmente las etapas del inmunoensayo utilizando mELISA,
siendo las mejores condiciones experimentales:
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VI.

MBs-prG-mAbDON (15 pg) con mAbDON (5 mg I™%)

DON-HRP (10x) con dilucién de 1/5 (v/v) en PBS (0,1 M, pH 7,4)
DON (0-100 pg 1)

= Tiempo de competicidn: 60 min

Con estas condiciones y trabajando a T2 ambiente se obtuvieron porcentajes de
competicion del 76%. El uso de MBs evita la necesidad de agentes bloqueantes
para eliminar adsorciones inespecificas, una vez realizados los lavados en las
etapas del inmunoensayo dos veces con el tensoactivo tween-20 (0,1% m/v en
PBS 0,1 M pH 7,4) seguido de un Uultimo lavado con PBS (0,1 M pH 7,4),
eliminando asi cualquier exceso de biorreactivos que no han reaccionado.

A partir de las condiciones éptimas del inmunoensayo mELISA, se fijaron las
condiciones de  transduccion electroquimica utilizando  deteccion
amperométrica. Los electrodos SPCEs individuales produjeron mayores
corrientes que los de un array de 8 electrodos serigrafiados CH8 (imax de -0,185
frente a -0,077 pA respectivamente), debido al mayor didmetro de su ET y
diferente velocidad de transferencia de carga (composicion de la tinta). Sin
embargo, los electrodos CH8 disminuyeron el tiempo y simplificaron las medidas
en el inmunosensor electroquimico, mejorando el modo de trabajo y la
reproducibilidad.

Se han propuesto dos posibles formas de medida electroquimica utilizando
deteccion amperométrica (AD): AD-a (AD en modo alterno) y AD-c (AD en modo
consecutivo). En la primera (AD-a) se toman las corrientes de los 8 sensores cada
0,24 s durante los 90 s de medida, y en la segunda se mide 90 s cada sensor uno
detras del otro (tiempo de medida total unos 12 min). Los calibrados obtenidos
tuvieron una sensibilidad similar en ambos casos (ECsg 8,5 ug It DON), utilizando
un potencial de reduccién E=-0,35 V, aunque las corrientes medidas aumentan
en AD-a debido a una corriente capacitativa que no influyd en los resultados de
concentracion.

Al realizarse las medidas de los 8 canales con AD-a en un tiempo inferior al modo
AD-c (90 s frente a aproximadamente 12 min), se simplifica el trabajo
experimental (necesidad de controlar el tiempo de la reaccién enzimatica) y
sobre todo se evita la facil oxidacidn de la HQ recién preparada y en contacto con
el aire, lo que mejora la reproducibilidad, por lo que AD-a fue el modo escogido.
Se optimizaron las diferentes configuraciones de medida de las que dispone el
conector electrénico utilizado, seleccionando la configuracién 1, que consiste en
arrays de 8 electrodos independientes todos ellos (jumpers J4+J5 conectados).
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Las condiciones optimas del inmunosensor electroquimico fueron:

= MBs-prG-mAbDON (25 pg) con mAbDON (5 mg ")

= DON-HRP (10x) con dilucién de 1/5 (v/v) en PBS (0,1 M, pH 7,4)

= Tiempo de competicidn: 60 min

* HQ (1,8 mM)y H,0, (9,6 mM)

= Potencial -0,35 V con Amperometric Detection en modo alternado (AD-a)
configuracion 1

El anticuerpo mAbDON es muy selectivo para el DON y no presenta gran afinidad
frente a otras micotoxinas. La reactividad cruzada del mAbDON con FB1 es del
7%. El anticuerpo mAbFB1 utilizado en la determinacién conjunta de DON+FB1
tiene una reactividad cruzada con el DON del 6%.

La extraccidon del DON a partir de las muestras solidas de cereales, debido a su
caracter fuertemente polar, se llevé a cabo con un rendimiento préximo al 100%
utilizando tampén de fosfatos (PBS 0,1 M, pH=7,4). Este extracto mantiene
constante la concentracién de DON durante al menos 20 dias almacenado a 4 °C.
La extraccion del DON con otros disolventes organicos (en proporcidn con agua)
es también posible, pero la presencia de un porcentaje superior al 5% (v/v) de
acetonitrilo o de metanol interfieren en la accidn del anticuerpo y del enzima
sobre los inmunosensores de DON, por lo que estos extractos deben de diluirse
en la proporcién adecuada con tampdn PBS, previamente a la etapa competitiva.

. Los estudios de la reproducibilidad de ambos inmunosensores indicaron

desviaciones estandares relativas (%DSR) en la determinacién de DON (0,01-100
ug I"") del orden de %DSR < 8% en mELISA y %DSR=8-11% con el inmunosensor
electroquimico, con medidas realizadas en un mismo dia (n=8). Si bien calibrados
realizados en diferentes dias muestran pequefas variaciones de sensibilidad, las
diferencias fueron estadisticamente significativas (andlisis de varianza para un
nivel de confianza del 95%), por lo que es necesario un calibrado diario realizado
a la vez que las medidas de las muestras para su interpolacién correcta, situacién
gue es habitual en general en inmunoandlisis dada la gran cantidad de variables
gue influyen en la extensién de las reacciones antigeno-anticuerpo.

Se ha efectuado una comparativa de réplicas de extractos (4 extracciones
diferentes y 8 réplicas de medidas de concentracion de DON en cada extracto)
sobre un CRM de DON (TR-D100, lote D-W-158, 1400 + 200 pg kg’ DON),
utilizando el inmunosensor electroquimico (AD-a). Las 8 medidas de
concentracion de DON replicadas sobre un mismo array CH8 mostraron

281



282

Capitulo 5: CONCLUSIONES

aproximadamente un %DSR=15%. Los errores relativos de las concentraciones
obtenidas con respecto al valor certificado fueron del 17,25 + 5,13 % en las 4
extracciones, considerandose iguales significativamente (probabilidad 95%). Las
concentraciones de los cuatro extractos, y 8 medidas de una misma
concentracion en cada electrodo individual dentro de un mismo CHS8, no tuvieron
diferencias significativas (ANOVA, nivel de confianza del 95%).

XI. Ambos inmunosensores de DON (mELISA y electroquimico) se han validado con

XIl.

XII.

XIV.

muestras de contenido certificado (TR-D100, lote D-W-158, 1400 + 200 ug kg™
DON). Los errores relativos de las concentraciones de DON fueron similares con
ambos inmunosensores mELISA (0,6 - 14,5%) e inmunosensor electroquimico AD-
a (0,7 - 11,4%). Las concentraciones de DON obtenidas en diferentes dias fueron
significativamente iguales entre si e iguales a la concentracidn certificada en el
CRM (ANOVA, 95% nivel de confianza), en los dos inmunosensores tanto
espectrofotométrico como electroquimico. Ambos inmunosensores permiten la
medida de concentraciones de DON muy por debajo de los limites maximos
establecidos por la legislacién Europea en alimentos.

Sobre este mismo CRM (TR-D100, Lote D-W-158) se utilizé un kit ELISA comercial
(Europroxima, 5121DON) para la determinaciéon de DON, obteniéndose un error
relativo de -8,1% (%DSR(n=2) = 3,2%) sobre el valor certificado. Los resultados de
concentracion del CRM que se obtuvieron con este ELISA comercial se han
comparado también con los obtenidos por los dos inmunosensores que hemos
desarrollado para el DON (mELISA e inmunosensor electroquimico), no
encontrandose diferencias significativas en ambos casos (ANOVA, probabilidad
95%)

Se utilizaron dos harinas comerciales (Haricaman) con matriz de trigo y de maiz
respectivamente, para la extraccion y determinacion del DON con los
inmunosensores que se han desarrollado. Las concentraciones obtenidas con
mELISA en ambas harinas fueron préximas a 70 pg kg de DON. Con el
inmunosensor AD-a se determiné una concentracién de DON de 64,1 pg kg™
(harina de trigo) y de 64,4 pg kg™ de DON (harina de maiz). Las concentraciones
de DON obtenidas por ambos inmunosensores (mELISA y electroquimico) fueron
estadisticamente comparables, no encontrandose diferencias significativas (nivel
de confianza del 95%).

En la validacion de resultados, se utilizdo una técnica de referencia AOAC basada
en HPLC-UV para la determinacién de DON en cereales (extraccion con
agua/PEG, columna de inmunoafinidad para la limpieza del extracto, vy
cuantificacion con HPLC-UV). El valor obtenido para el CRM TR-D100 con este
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procedimiento (1,377+0,228 mg kg™ DON, (%DSR(n=2) = 1,84%) es el que se
tomé como referencia de comparacion con los inmunosensores desarrollados,
obteniéndose resultados estadisticamente iguales en todos los casos. En las
harinas comerciales, no pudo determinarse de forma cuantitativa Ia
concentracion de DON por el método AOAC, por ser las concentraciones de estas
harinas inferiores al limite de deteccion de este método cromatografico HPLC-UV
(LOD=100 ng g"* (ug kg*) de DON).

Se ha determinado la concentracidn no certificada de DON contenida de forma
natural en el CRM de FB1 (TR-F100, lote F-C-433, 1500+400 pg kg de FB1
certificado, harina de maiz), asi como la concentracién natural de FB1 (valor no
certificado) sobre el CRM de DON (TR-D100, lote D-W-158, 14004200 pg kg™ de
DON certificado, harina de trigo), utilizando una extraccidon tnica de ambas
micotoxinas con una mezcla optimizada de disolventes MeOH/H,0 70:30 (v/v).

Con esta extraccidon se han determinado las dos micotoxinas individualmente en
los dos CRMs indicados, obteniéndose valores de concentracion
significativamente iguales tanto con mELISA, como por el inmunosensor
electroquimico AD-a (ANOVA, 95% nivel de confianza). Las concentraciones
encontradas y las precision obtenidas (%DSR) fueron: [DON]tr.F100 = 299,5+97,3
ng It (%DSR(n=4)=20,4%)y de [FB1]tr.0100=35,0%6,8 pg I'* (%DSR(n=4)=12,2%) por
mMELISA y de [DON]tr.ri00 = 355,8+49,4 ug kg™ (%DSR(n=4)= 8,7%) y [FB1]tr-0100 =
44,8+13,9 pg kg™ (%DSR(n=4)= 19,6%) por el inmunosensor electroquimico (AD-
a).

La concentracién de DON contenido de forma natural en el material certificado
de referencia TR-F100 (lote F-C-433) que se obtuvo por el método AOAC (HPLC-
UV) fue estadisticamente comparable con las concentraciones obtenidas
mediante los dos inmunosensores desarrollados en esta Tesis para el DON, para
un nivel de confianza del 95%.

Llevando a cabo la extraccidon conjunta de DON y FB1 a partir de una mezcla de
harinas de trigo y de maiz, utilizando MeOH/H,0 70:30 (v/v) como disolvente de
extraccién, las concentraciones de DON y FB1 determinadas en dos extractos
diferentes de la mezcla no mostraron diferencias significativas (95% nivel de
confianza) utilizando los dos procedimientos desarrollados mELISA e
inmunosensor electroquimico. Estos resultados significan que la presencia de
ambas matrices (trigo y maiz) en una misma muestra no interfiere en los
inmunoensayos magnéticos que hemos desarrollado ni en el rendimiento de la
extraccidn conjunta optimizada para ambas micotoxinas. Las concentraciones
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obtenidas y las precisiones de estas determinaciones fueron [DON]gutracto
conjunto=1165,97 + 278,06 ug kg™ (error relativo = -1,54%, %DSR(n=4)=15%) y
[FB1]extracto conjunto=331,85 * 37,70 g kg'1 (error relativo = +0,015%, %DSR(n=4)=
15%)

Los resultados y conclusiones de esta Tesis Doctoral se han plasmado en una
patente denominada: “INMUNOSENSOR ELECTROQUIMICO PARA LA
DETERMINACION DE DEOXINIVALENOL (DON)” (solicitud P201331357), que se
encuentra registrada (referencia ES1510.105b) en la Oficina Espafiola de
Patentes y Marcas (OEPM) con fecha 18 de Septiembre de 2013 (Anexo |).

La tramitacion de esta patente no ha permitido la difusion previa de los
resultados del trabajo, sin embargo, resultados parciales y algunas cuestiones del
trabajo desarrollado en esta Tesis ya han sido presentadas en comunicaciones a
Congresos nacionales e internacionales, tal y como se ha recopilado en una lista
que se ha incluido como anexo adjunto a esta memoria (Anexo IV).
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ANEXO Il: PATRON DE REFERENCIA CERTIFICADA DEL
DEOXINIVALENOL (TR-D100, D-W-158)

TRILOGY® REFERENCE \
MATERIAL CERTIFICATE TRILOGY

Analytical Laboratory

Certification Date: November 2010

Manufacture date: June 2010

Expiration Date:  June 2015

Product Number: TR-D100 Lot # D-W-158

Sample Weight: 100 grams

Description: Wheat Naturally Contaminated with Deoxynivalenol

Analysis Detection Mean Mean 1 sd range 2 sd range 3 sd range
Compound Limits pPpm SI units
Deoxynivalenol 0.1 ppm 1.4 (mg/kg) [3tol.5 1.2t0 1.6 1.1to 1.7

Total 1.4 ppm
Stddev 0.1 ppm
% CVor%RSD 8.6 %

ND=None Detected

Method Reference — JAOAC Vol 88, No 4, 2005 McDonald with modifications
Expanded measurement of uncertainty (k=2)=20.0 % or + 0.3 (ppm or mg/kg)
Range of product incorporating uncertainty ranges = 1.1 to 1.7 ( ppm or mg/kg)
Storage conditions : Recommended Storage of this product is less than 8°C.

To obtain the results above, 30 different extracts were prepared on a minimum of 6 different analyses
dates. These were extracted with 84/16 CH3CN/H2O for 1 hour on an Eberbach shaker. Samples
were analyzed by HPLC using JAOAC Vol 88, No4, 2005 McDonald with modifications. This result
represents the results you would find from one laboratory performing one specific method repeatedly
over the course of several weeks. The standard deviation ranges notes above represent results you
would anticipate with 66% (1 sd range) , 95% (2 sd range) and 99% (3 sd range) confidence with the
method specifics listed above. Additionally, uncertainty has been calculated and the range is also
reported above. These ranges will allow you, the end user to determine which range best suits your
individual requirements. Results of this sample may vary with methodology and extraction procedures
utilized in your laboratory. These results relate only to the sample material listed above, The certified
value is the best estimate of the true value based on these multiple analyses.

/ y fme

Bruce Malone
Vice President of Technical Services

Certificate Approved by:

Trilogy Analytical laboratory
870 Vossbrink Drive
Washington, MO 63090
636-239-1521
www.trilogylab.com






ANEXO Ill: PATRON DE REFERENCIA CERTIFICADA DE
LA FUMONISINA B1 (TR-F100, F-C -433)

TRILOGY® REFERENCE
MATERIAL CERTIFICATE TRILOGY

Analytical Laboratory
Certification Date: October 2010 '
Manufacture Date: July 2010
Expiration Date: July 2015
Product Number; TR-F100 Lot # F-C-433
Sample Weight: 100 grams
Description: Corn Naturally Contaminated with Fumonisin
Analysis Detection Mean Mean 1 sd range 2 sd range 3 sd range
Compound Limits ppm SI units
Fumonisin Bl 0.1 ppm 1.2 (mg/kg) 1.3t0 1.7 1.1t0 1.9 09t02.1
Fumonisin B2 0.1 ppm 0.3 (mg /kg)

Fumonisin B3 0.1 ppm ND

Total 1.5 ppm
Stddev 0.2 ppm
% CVor%RSD 15%

ND=None Detected

Method Reference — AOAC 995.15

Expanded measurement of uncertainty (k=2)=133.4% or + 0.5 (ppm or mg /kg)
Range of product incorporating uncertainty ranges = 1.0 to 2.0 ( ppm or mg /kg)
Storage conditions: Recommended Storage of this product between 4°C and 8°C.

To obtain the results above, 30 different extracts were prepared on a minimum of 6 different analyses
dates. These were extracted with 3/1 MeOH/H2O for 1 hour on an eberbach shaker. Samples were
analyzed by HPLC using AOAC method 995.15. This result represents the results you would find
from one laboratory performing one specific method repeatedly over the course of several weeks. The
standard deviation ranges notes above represent results you would anticipate with 66% (1 sd range) ,
95% (2 sd range) and 99% (3 sd range) confidence with the method specifics listed above.
Additionally, uncertainty has been calculated and the range is also reported above. These ranges will
allow you, the end user to determine which range best suits your individual requirements. Results of
this sample may vary with methodology and extraction procedures utilized in your laboratory. These
results relate only to the sample material listed above. The certified value is the best estimate of the
true value based on these multiple analyses.

B Mol

Bruce Malone
Vice President of Technical Services

Certificate Approved by:

Trilogy Analytical laboratory
870 Vossbrink Drive
Washington, MO 63090
636-239-1521
www.trilogylab.com






ANEXO IV: Listado de comunicaciones a congresos

An electrochemical competitive biosensor for Deoxynivalenol based on
paramagnetic microparticle beads functionalized with protein A

Congreso

Tipo comunicacién
Ciudad

Fecha

Ambito del congreso

IMAGENANO
Poster
Bilbao (Espafia)
Del 11 al 14 de Abril de 2011
Internacional

An electrochemical competitive biosensor for Deoxynivalenol based on
paramagnetic microparticle beads functionalized with Tosyl

Congreso

Tipo comunicacién
Ciudad

Fecha

Ambito del congreso

V Workshop on Analytical Nanoscience and
Nanotechnology

Poster
Toledo (Espafia)
Del 21 al 23 de Septiembre de 2011
Nacional

Design of a competitive electrochemical biosensor based on affinity reaction

between deoxinivalenol and its polyclonal antibody

Congreso

Tipo comunicacidn
Ciudad

Fecha

Ambito del congreso

NanoSpain
Pdster y ponencia
Santander (Espafia)
Del 27 de Febrero al 1 de Marzo de 2012
Nacional

Design of a competitive electrochemical biosensor based on affinity reaction

between deoxinivalenol and its polyclonal antibody

Congreso

Tipo comunicacién
Ciudad

Fecha

Ambito del congreso

14 International Conference on Electroanalysis
Ponencia
Portoroz (Eslovenia)
Del 3 al 7 de Junio de 2012
Internacional

A novel immunosensor specific and selective to Deoxynivalenol using
magnetic nanoparticles modified with protein G

Congreso

Tipo comunicacion
Ciudad

Fecha

Ambito del congreso

Trobada Transfronterera de sensors i biosensors
Péster
Tarragona (Espafa)
Del 20 al 21 de Septiembre de 2012
Autondmico (Catalufia)

Determinacién de deoxinivalenol mediante un magnetoinmunosensor
competitivo electroquimico

Congreso

Tipo comunicacion
Ciudad

Fecha

Ambito del congreso

52 Jornada de Jévenes Investigadores de Quimica y Fisica en Aragdn
Péster
Zaragoza (Espaiia)
4 de Diciembre de 2012
Universidad de Zaragoza




ANEXO IV: Listado de comunicaciones a congresos

Mycotoxins in cereals and wine samples: determination by high-
performance liquid chromatography with fluorescence detection

Congreso

Tipo comunicacién
Ciudad

Fecha

Ambito del congreso

XVIII Reunién de la Sociedad espafiola de quimica Analitica
Poster
Ubeda, Jaén (Espafia)
Del 17 al 19 de Junio de 2013
Nacional

Improvement Of The Time Of Measuring In An Electrochemical
Immunosensor For Deoxynivalenol Mycotoxin

Congreso

Tipo comunicacion
Ciudad

Fecha

Ambito del congreso

XVIII Reunidén de la Sociedad espafiola de quimica Analitica
Péster
Ubeda, Jaén (Espafia)
Del 17 al 19 de Junio de 2013
Nacional

Improvement Of The Time Of Measuring In An Electrochemical
Immunosensor For Deoxynivalenol Mycotoxin

Congreso

Tipo comunicacion
Ciudad

Fecha

Ambito del congreso

VI Workshop en Nanociencia y Nanotecnologia Analiticas
Péster
Alcala de Henares, Madrid (Espafia)
Del 8 al 9 de Julio de 2013
Nacional

Electrochemical Magnetoimmunosensors For Simultaneous Determination
Of Deoxynivalenol, Fumonisin B1 And Ochratoxin A

Congreso

Tipo comunicacion
Ciudad

Fecha

Ambito del congreso

VI Workshop en Nanociencia y Nanotecnologia Analiticas
Ponencia
Alcala de Henares, Madrid (Espafia)
Del 8 al 9 de Julio de 2013
Nacional

Inmunosensor magnético competitivo basado en un ensayo ELISA
espectrofotométrico para la determinacion de deoxinivalenol en cereales

Congreso

Tipo comunicacidn
Ciudad

Fecha

Ambito del congreso

Il Simposio Jévenes Investigadores en Espectroscopia
Ponencia
Granada (Espafia)
Del 17 al 20 de Julio de 2013
Nacional









