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DESCRIPCION

Ensayo homogéneo basado en la polarizacion de la fluorescencia para la determinacion de desoxinivalenol en
granos

Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencién

Esta invencion se refiere al campo de los ensayos de micotoxinas. Mas particularmente, esta invencion se refiere a
un ensayo homogéneo que utiliza cambios en la polarizaciéon de la fluorescencia para detectar la presencia de
desoxinivalenol en granos.

2. Descripcion del area relacionada

El desoxinivalenol (DON) que también se conoce como vomitoxina, es una micotoxina producida en dlversos
granos, como trigo, maiz, cebada, avena y centeno, por el Fusarium graminearum y otras cepas de Fusarium'™. La
presencia de DON en los alimentos provoca rechazo a los alimentos, vomitos y depresion del crecimiento en sulnos
enfermedad gastrointestinal en los seres humanos y embriotoxicidad e inmunotoxicidad en animales de laboratorio™

*. Debido a los riesgos de salud latentes, se estan llevando a cabo investigaciones para explorar métodos analiticos
de deteccion del DON.

Mas en general, DON es una micotoxina particularmente problematica dentro del grupo de las micotoxinas
conocidas como tricotecenos. Como se muestra en la figura 1, los trlcotecenos tlenen un esqueleto comun que
puede tener diferentes grupos unidos en R'-R°. La figura 2 identifica los grupos R'-R® de la figura 1 para DON y para
algunos de los otros tricotecenos mas conocidos.

Se utilizan diversos métodos para el analisis cuantitativo de DON y otros tricotecenos en granos, como
cromatografia en capa delgada (TLC), cromatografia de gases (GC) y cromatografia liquida de alta presion (HPLC).
El método de TLC es un método oficial (primera accion) de la AOAC internacional. Aunque es relativamente simple,
el método de TLC carece de sensibilidad y es sélo semicuantitativo. Ademas, la mayoria de estos métodos
cromatograficos re%mere procedimientos de limpieza minuciosos después de la extraccion y no es adecuado para el
analisis de campo

Recientemente, se han apllcado con éxito métodos de enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) a la deteccion
sistematica de DON en granos Sin embargo, los métodos de ELISA implican indeseablemente un uso intensivo de
mano de obra, dado que normalmente comprenden varios lavados, transferencias de liquidos y tiempos de
incubacion. Por lo tanto, existe la necesidad de un método simple, pero sensible, para la determinacion de DON y
otros tricotecenos en granos que sea rapido y se pueda llevar al campo.

En Nielsen, K. et al., "A homogeneous fluorescence polarization assay for detection of antibody to Brucella abortus”,
Journal of Immunological Methods, 1996, 195, 161-168, se describe un ensayo homogéneo de polarizacion de la
fluorescencia para la deteccion de anticuerpos contra Brucella abartus en suero bovino. En Ligler, F.S. et al.,, "A
Homogeneous Immunoassay for the Mycotoxin T-2 Utilizing Liposomes, Monoclonal Antibodies, and Complement”,
Analytical Biochemishy, 1987, 163, 369-375, se describe un ensayo de competicién homogéneo para la micotoxina
tricoteceno T-2 basado en la lisis de liposomas mediada por complemento. En Adamczyk, M. et al., "Synthesis of
Conjugates for a Barbiturate Screening Assay", Bioconjugate Chem., 1997, 8, 281-288 se describen derivados de
barbituratos y su uso para desarrollar un inmunoensayo de polarizacién de la fluorescencia.

Resumen de la invencion

En un primer aspecto principal, la presente invencién proporciona un trazador para utilizar en un ensayo homogéneo
para la determinacion de desoxinivalenol (DON) en granos, donde el trazador consiste en un fluoréforo conjugado a
DON, capaz de unirse a un anticuerpo especifico contra DON para producir un cambio detectable en la polarizacion
de la fluorescencia.

En un segundo aspecto principal, la presente invencién proporciona un ensayo homogéneo para la determinacion de
tricotecenos en granos. Segun el método, el tricoteceno se extrae de una muestra de grano. El extracto se combina
con un trazador y un anticuerpo para proporcionar una mezcla. El trazador consiste en un tricoteceno
predeterminado conjugado a un fluoréforo y el trazador es capaz de unirse al anticuerpo para producir un cambio
detectable en la polarizacién de la fluorescencia. Después se mide la polarizaciéon de la fluorescencia de la mezcla.
La polarizacion de la fluorescencia medida se compara con un valor de polarizacion de la fluorescencia
caracterizado que corresponde a una concentraciéon conocida de tricoteceno.
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Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la estructura quimica basica de los tricotecenos, con R1, R2, R3, R* y R® que
representan posiciones de sustitucion en el esqueleto basico de los tricotecenos.

La figura 2 es una tabla de identificacion de los grupos R'-R® de la figura 1 para algunos tricotecenos muy
conocidos.

La figura 3 es una curva estandar para un ensayo de polarizacion de la fluorescencia para DON, que utiliza
los datos de la tabla 1, de conformidad con una realizacién preferida de la presente invencion.

La figura 4 es una curva estandar para un ensayo de polarizacion de la fluorescencia para DON, que utiliza
los datos de la tabla 2, de conformidad con una realizacién preferida de la presente invencion.

La figura 5 es una curva estandar para un ensayo de polarizacién de la fluorescencia para DON, que utiliza
los datos de la tabla 3, de conformidad con una realizacién preferida de la presente invencion.

La figura 6 es una grafica que compara la concentracion de DON de muestras inoculadas con la
concentracion de DON calculada a partir de la curva estandar de la figura 5, de conformidad con una
realizacion preferida de la presente invencion.

La figura 7 es una curva estandar para un ensayo de polarizacién de la fluorescencia para DON, que utiliza
los datos de la tabla 5, de conformidad con una realizacién preferida de la presente invencion.

La figura 8 es una grafica que compara la concentracion de DON medida por HPLC con la concentracion de
DON calculada a partir de la curva estandar de la figura 7, de conformidad con una realizacion preferida de
la presente invencion.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

La presente invencion describe un ensayo homogéneo para la determinacion de tricotecenos como DON en granos,
que se basa en mediciones de polarizacion de la fluorescencia. La técnica de polarizacién de la fluorescencia se ha
utilizado con éxito en varios ensaglos relacionados con proteinas, enzimas, medicamentos, drogas de abuso, ADN,
hormonas, péptidos y anticuerpos a

El principio detras de la técnica de polarizacion de la fluorescencia es el siguiente. Las sondas fluorescentes que
tienen bajo peso molecular tienen valores de polarizacion bajos debido a su rapida rotacion, mientras que las sondas
fluorescentes con mayor peso molecular tienen un valor de polarizacion mas alto debido a su rotacion mas lenta. Por
consiguiente, el valor de polarizacion de un fluoréforo aumenta al unirse a una molécula mas grande. Mas
informacion acerca de la técnica de polarizacion de la fluorescencia se proporciona en las patentes de Estados
Unidos N° 5,427,960 y 5,976,820 y en Nasir, M. S. y Jolley, M. E., "Fluorescence Polarization: An analytical tool for
Immunoassay and Drug Discovery," Combinatorial Chemistry & High Throughput Screening, 1999, 2, 177-190.

El ensayo utiliza un trazador, que consiste en un fluoréforo conjugado a DON, que proporciona un valor de
polarizacién especificado y es capaz de unirse a un anticuerpo especifico contra DON para producir un cambio
detectable en la polarizacion de la fluorescencia. Este trazador DON-fluoréforo compite con el DON libre de los
extractos de granos por la unién a un anticuerpo especifico (un ensayo de inhibicion), que da lugar a un valor de
polarizacion de la fluorescencia que es inversamente proporcional a la cantidad de DON en el grano.

En realizaciones preferidas, el ensayo es rapido, simple (en cuanto a que se requiere un entrenamiento minimo) y se
puede llevar al campo, por lo que es util para la determinacion de rutina y cuantitativa de DON en granos. El ensayo
preferido también puede detectar cantidades muy pequefias de DON (< 0.2 ppm).

1. Materiales y métodos

Todos los productos quimicos y solventes se utilizaron como se recibieron a menos que se indique lo contrario. DON
y fluoresceinamina (isémero Il) se obtuvieron de Sigma. Los anticuerpos monoclonales especificos contra DON
fueron provistos por el Dr. Chris Maragos (USDA, Peoria, IL). Las mezclas de reaccién se separaron en TLC
preparativa usando placas de gel de silice (Sigma). La polarizacion de la fluorescencia se midié a temperatura
ambiente usando un instrumento de polarizacion de la fluorescencia de un unico tubo Sentry-FP (Diachemix Corp.)
Los datos se graficaron usando el programa Graph Pad Prism, y los valores desconocidos se obtuvieron de la
grafica.
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2. Preparacion del anticuerpo monoclonal contra DON

Varias técnicas diferentes para la preparacion de anticuerpos especificos contra DON fueron dadas a conocer por
diversos grupos1'2’9. Puesto que DON es una molécula pequefia, habitualmente se conjuga a una proteina para
volverlo inmunégeno.

El método preferido para la preparacién de anticuerpos especificos, contra DON que fue el método empleado para
preparar los anticuerpos utilizados en estos estudios, es el siguiente. Se hace reaccionar DON (5 mg) con 1,1'-
carbonildiimidazol (40 mg) en 800 pul de acetona durante 1 hora a temperatura ambiente. Se afiade agua lentamente
(20 pl) seguido de 5.8 mg de ovoalbumina en 385 ul de tampdn de bicarbonato de sodio 0.1 M (pH 8.5). La mezcla
se mantiene a 4 °C durante 24 horas y se dializa extensamente contra solucion salina tamponada con fosfato (PBS)
0.1 M. El conjugado de DON-proteina se diluye a una concentracion de 1 mg/ml con PBS 0.1 M, se distribuye en
porciones de 200 pl y se liofiliza. Este material liofilizado se reconstituye con agua inmediatamente antes de usarlo
para inmunizar a los ratones. Luego se analiza la especificidad contra DON de los anticuerpos producidos por estas
lineas celulares. Mas detalles se proporcionan en Chris M. Maragos y Susan P. McCornnick, "Monoclonal Antibodies
for the Mycotoxins Deoxynivalenol and 3-Acetyl-Deoxynivalenol," Food and Agricultural Immunology, 2000, 12, 181-
192.

3. Preparacion del trazador DON-F

Se mezclaron 100 pL de una solucién de acetona de DON (Sigma, 0.625 mg) con 2 mg de 1,1-carbonildiimidazol
(Sigma) y se mantuvieron a temperatura ambiente. Después de dos horas, esto se mezcld con 100 ul de una
solucion del isomero 1l de fluoresceinamina (6-aminofluoresceina, Sigma, 10 mg/ml en carbonato de sodio 0.1 molar,
pH ~ 9.5) y después de agitar exhaustivamente, la reaccion se incubd durante la noche a temperatura ambiente. El
producto resultante se separo por TLC preparativa (silice, CHCI3:CH3OH:CH3CO2H, 90:10:1), y el producto (Rf ~ 0.4)
se recogio, se agité con metanol, se centrifugd y se filtré para dar trazador DON-F puro. Esta solucién madre de
trazador DON-F se almaceno a 2-8 °C y se diluydé adecuadamente para usar. También se podrian emplear otros
fluoréforos, dependiendo del anticuerpo.

Se observo que 10 pl de este trazador diluido en 1 ml de PBS dio una intensidad equivalente a ~ fluoresceina 1 nM.
Ademas, se encontré que este trazador proporcionaba una polarizacién de 40-50 mP, que cambié a ~ 250 mP al
afadir el anticuerpo contra DON diluido adecuadamente provisto por el Dr. Chris Maragos (USDA, Peoria, IL).

4. Protocolo para el ensayo de polarizacion de la fluorescencia de DON

Un protocolo preferido para realizar el analisis de DON es el siguiente. La muestra de grano en la que se va a
determinar DON se ftritura. Después, 20 gramos de grano triturado se agitan en 100 ml de agua durante 10-20
minutos para extraer el DON para el analisis. De manera beneficiosa, este extracto se puede utilizar sin pasos
adicionales de purificacion.

Para determinar la cantidad de DON presente en las muestras de grano, se obtiene primero una curva estandar
utilizando soluciones estandar de DON como sigue. Se pueden preparar una serie de soluciones estandar de DON
diluyendo una cantidad adecuada de solucién acuosa madre de DON (10 mg/ml) en 1 ml de tampén PBSA que
contiene gammaglobulina bovina (BGG) en una concentracion de 0.01%. Una cantidad fija de estandar, por ejemplo
10 pl 0 20 pl, se transfiere con pipeta a 1 ml de solucién diluida de anticuerpo en un tubo de ensayo de vidrio de 10 x
75 mm y la mezcla se agita exhaustivamente con vortex. La solucion diluida de anticuerpo es preferentemente
alrededor de 1/20 000 a 1/40 000 en PBSA con BGG. Esta mezcla se utiliza para realizar una lectura del blanco en
el instrumento. Las lecturas se deben repetir hasta que sean estables (normalmente dos lecturas). 10 ul de solucién
de trazador DON-F, preparada como se describid antes, se agregan después al tubo de ensayo de vidrio que
contiene la solucién del anticuerpo y el estandar, y el tubo de ensayo se agita exhaustivamente en vortex. El tubo de
ensayo se vuelve a colocar en el instrumento, y se registran los valores de mP hasta que se estabilizan. Las otras
soluciones estandar se leen de la misma manera, y se construye una curva estandar usando los valores de mP
estabilizados.

Las muestras, preparadas como se describi6 antes, se miden de manera similar. Especificamente, una cantidad fija
de la muestra extraida, normalmente 10 pl o 20 ul, dependiendo de lo que se utilizé para la curva estandar, se
transfiere con pipeta a 1 ml de solucién diluida de anticuerpo en un tubo de ensayo de vidrio 10 x 75 mm. La mezcla
se agita exhaustivamente en vortex y se usa para realizar una lectura del blanco en el instrumento. Se agregan 10 pl
de trazador al tubo de ensayo de vidrio que contiene la solucion de anticuerpo y la muestra, y el tubo de ensayo se
agita exhaustivamente en vortex. El tubo de ensayo se vuelve a colocar en el instrumento, y se registran los valores
de mP. La concentracién de DON en la muestra extraida se calcula después usando la curva estandar.
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5. Curva estandar para el ensayo de polarizacién de la fluorescencia de DON

Las curvas estandar se obtuvieron para el instrumento de polarizaciéon de la fluorescencia Sentry-FP usando el
protocolo descrito antes para los estandares de DON en diferentes concentraciones. La tabla 1 indica las lecturas de
polarizacién de la fluorescencia en unidades mP para soluciones estandar de DON, utilizando 10 pl de la solucién
estandar y "Anticuerpo N° 1" del Dr. Chris Maragos (USDA, Peoria, IL). La figura 3 muestra la curva estandar, que
relaciona la sefial de polarizacién de la fluorescencia en mP con la concentracion de DON en ppm, que se obtuvo a
partir de estos datos.

Tabla 1

Concentracion de estandar de DON (ppm) mP
0.00 171
0.10 143
0.25 130
0.50 112
1.00 87
2.00 65
3.00 52
4.00 46
5.00 43

La tabla 2 indica las lecturas de polarizacion de la fluorescencia en unidades mP para soluciones estandar de DON,
utilizando 20 pl de la solucién estandar y "Anticuerpo N° 4" del Dr. Chris Maragos (USDA, Peoria, IL). La figura 4
muestra la curva estandar, que relaciona la sefial de la polarizacion de la fluorescencia en mP con la concentracion
de DON en ppm, que se obtuvo a partir de estos datos.

Tabla 2

Concentracion de estandar de DON (ppm) mP
0.00 247
0.10 241
0.25 215
0.50 183
1.00 145
2.00 98
4.00 76

6. Resultados del ensayo de polarizacion de la fluorescencia de muestras de trigo inoculadas con DON

El Dr. Chris Maragos (USDA, Peoria, IL) proporcion6 trigo carente de DON. 20 g de muestras de trigo se
complementaron con diversas concentraciones de DON (Sigma, solucion 1 mg/ml) y se extrajeron con 100 ml de
agua agitando durante 10-20 minutos. En cada caso se centrifugd y analizé1 ml del sobrenadante. Cuando no se
analizaron inmediatamente, las muestras se almacenaron en un refrigerador. Se mezclaron 20 pl de la muestra con
1 ml de una solucién 1/40 000 del "Anticuerpo N° 1" del Dr. Chris Maragos (USDA, Peoria, IL) en tampon PBSA-
BGG y se leyeron como blanco en el instrumento Sentry-FP. Luego se agregaron 10 pl de trazador adecuadamente
diluido y se midié la polarizacidon de la fluorescencia. Cada muestra se corrié por duplicado. Se trazé una grafica
estandar (Figura 5), utilizando los datos de la tabla 3. Sin embargo, se encontré6 que el "anticuerpo N° 4," no
producia resultados confiables con muestras reales.

Tabla 3
Cconcentracion de estandar de DON (ppm) mP (corrida 1) mP (corrida 2) mP (corrida 3)
0 224 228 223.45
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mP (corrida 1)

mP (corrida 2)

mP (corrida 3)

0.5 203.08 192.33 196
1.25 168.89 171.49 169.02
2.5 143.2 145 146.42
5 111.12 110.07 112.01
10 82.68 84.92 86.52

Se calculd la concentracion de DON (en ppm) de cada muestra a partir de la grafica estandar de la figura 5,
utilizando el valor promedio mP de las corridas por duplicado de esa muestra. La tabla 4 muestra estos resultados.
La figura 6 es una grafica de la concentracion de DON (en ppm) de las muestras segun fueron inoculadas, frente a la
concentracion de DON gen ppm) calculada a partir de la curva estandar de la figura 5. Se observd una buena

correlacion (un valor de r* de 0.994) entre estas concentraciones de DON tedrica y calculada.

Tabla 4

Concentracion de DON en la muestra [mP Concentracion de DON calculada |% de recuperacion de
inoculada (ppm) (ppm) DON
3.5 134.03 295 84.28
0.5 200.52 |0.49 98
1.5 169.00 |1.42 94.66
6.5 100.64 |6.00 92.3
10 178.29 |11.1 111
20 151.03 |21 105
0.2 209.85 |0.26 130
1.2 177.30 |1.14 95
0.8 188.01 0.82 102
25 14717 |2.28 91.2
8 186.31 8.7 108

7. Comparacion del ensayo de polarizacion de la fluorescencia para DON con HPLC

Se ensayaron varias muestras de trigo diferentes con cantidades variables de DON, provistas por el Dr. Chris
Maragos (USDA, Peoria, IL), siguiendo el procedimiento del ensayo de polarizacion de la fluorescencia descrito
antes utilizando el anticuerpo N° 1. Las muestras también se analizaron por HPLC usando métodos estandar. La
tabla 5 muestra los datos para la grafica estandar (Figura 7) utilizados en este estudio.

Tabla 5

Cconcentracion de estandar de DON (ppm)

mP (corrida 1)

mP (corrida 2)

mP (corrida 3)

mP (corrida 4)

0 235 235 234 232
0.2 225 228 222 222
0.5 214 217 215 214
1.25 201 201 203 203
2.5 190 190 191 191
5 161 161 164 163
10 134 135 133 133
20 107 107 108 109

La tabla 6 muestra la concentracion de DON (en ppm) de cada muestra calculada a partir de la grafica estandar de

la figura 7.

6
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Tabla 6

Numero de la muestra |mP |Concentracic’>n de DON calculada (ppm)
1 1335 9.46
2 (dilucién 1 x 10) 196.75  |1.93
3 18225 |3.06
4 1395 8.26
5 144 7.48
6 125 111.64
7 123 12.27
8 136 8.93
9 1105 18.73
10 15325 6.12
11 1335 |9.46
12 15625  |5.73
13 228.5 0.04
14 234 0.00
15 1215 12.79
16 12675 |11.13
17 12975 |10.33
18 14625 |7.12
19 166.5 4.55
20 173 3.89
21 1190 243
22 15975 |5.30
23 168.5 4.34
24 23775 |0.00
25 17075 411
26 199 1.77
27 2135 0.82
28 217.5 0.58
29 212 0.92
30 155 15.89
31 21325 |0.84
32 16175 |5.07
33 228 0.05
34 18425  |2.89

La figura 8 es una grafica de las concentraciones de DON (en ppm) calculadas con el ensayo de polarizacion de la
fluorescencia, como se muestra en la tabla 6, frente a la concentracion de DON (en ppm) de la muestra medida por
HPLC. Se calculd una linea de ajuste mejor a partir de estos datos. Su pendiente fue 1.2112 + 0.0391 y el valor de r°
fue 0.9676, lo que indica que los resultados del ensayo de polarizacion de la fluorescencia estuvieron de acuerdo
con los resultados de HPLC.
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8. Otros tricotecenos

Se encontré que el anticuerpo N° 1, cuando se usa en un ensayo de polarizacion de la fluorescencia con el trazador
DON-F, como se describié antes, tiene una reactividad cruzada con otros tricotecenos. Especificamente, se encontrd
que el anticuerpo N° 1 tiene una reactividad cruzada de 358% con 15-acetil-desoxinivalenol y una reactividad
cruzada de 9% con la toxina HT-2. Se encontré que los otros tricotecenos indicados en la figura 2 tenian menos de
4% de reactividad cruzada.

El porcentaje de reactividad cruzada para cada tricoteceno se calculé dividiendo el valor de Clso para DON entre el
valor de Clso de los tricotecenos y multiplicando por 100%. El valor de Clsy de un tricoteceno es la concentracion de
tricoteceno necesaria para dar una respuesta de 50% de polarizacion de la fluorescencia, donde el 100%
corresponde a la respuesta del ensayo sin el tricoteceno y 0% representa la respuesta del ensayo sin anticuerpo.

Debido a esta reactividad cruzada, el ensayo de polarizacion de la fluorescencia descrito en este documento se
puede utilizar para la determinacion de tricotecenos distintos de DON. Por otra parte, dado que DON esta
estrechamente relacionado con otros ftricotecenos, se pueden desarrollar ensayos de polarizacion de la
fluorescencia especificamente para estos otros tricotecenos.

9. Kit del ensayo

Los materiales utilizados para realizar el ensayo de la presente invencion estan preferentemente disponibles en
forma de kit. El kit incluye preferentemente trazador y anticuerpo en una cantidad adecuada para al menos un
ensayo, junto con un embalaje adecuado e instrucciones de uso. El trazador y el anticuerpo se pueden proporcionar
en solucion, como una dispersion liquida, o como un polvo sustancialmente seco (por ejemplo, en forma liofilizada).

El embalaje adecuado puede ser cualquier matriz o material sélido como vidrio, plastico, papel, aluminio y similares,
capaces de mantener por separado dentro de limites fijos el tampédn, el trazador y el anticuerpo. Por ejemplo el
trazador y el anticuerpo monoclonal se pueden suministrar como soluciones en frascos o viales etiquetados
diferentes, hechos de vidrio o plastico.

Para la determinacion de DON, el anticuerpo es especifico contra DON y es preferentemente un anticuerpo
monoclonal. El anticuerpo monoclonal preferido se puede preparar como se describe en este documento y se
conoce en el area.

Para la determinacion de DON, el trazador consiste en un fluoréforo, como 6-aminofluoresceina, conjugado a DON.
Se pueden utilizar otros fluoréforos siempre que el trazador resultante sea capaz de unirse a los anticuerpos
monoclonales para producir un cambio detectable en la polarizacién de la fluorescencia.
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REIVINDICACIONES

1. Un trazador para utilizar en un ensayo homogéneo para la determinacion de desoxinivalenol (DON) en granos,
donde el trazador consiste en un fluoréforo conjugado a DON, capaz de unirse a un anticuerpo especifico contra
DON para producir un cambio detectable en la polarizacién de la fluorescencia.

2. El rastreador de la reivindicacion 1, en el cual el fluoréforo es 6-aminofluoresceina.
3. El rastreador de la reivindicacion 1, en el cual el anticuerpo especifico contra DON es un anticuerpo monoclonal.

4. Un ensayo homogéneo para la determinacion de tricotecenos en granos, donde dicho ensayo homogéneo
comprende los pasos de:
extraer tricoteceno de una muestra de grano para proporcionar un extracto;
combinar dicho extracto con un trazador y un anticuerpo para proporcionar una mezcla, donde dicho
trazador consiste en un tricoteceno predeterminado conjugado a un fluoréforo y es capaz de unirse a dicho
anticuerpo para producir un cambio detectable en la polarizacion de la fluorescencia;
medir la polarizacién de la fluorescencia de dicha mezcla para obtener una medida de la polarizacion de la
fluorescencia; y
comparar dicha medida de la polarizacién de la fluorescencia con un valor caracterizado de polarizacion de
la fluorescencia, donde dicho valor caracterizado de polarizaciéon de la fluorescencia corresponde a una
concentracion conocida de tricoteceno.

5. El ensayo de la reivindicacion 4, en el cual dicho tricoteceno predeterminado es el de desoxinivalenol (DON).
6. El ensayo de la reivindicacion 5, en el cual dicho fluoréforo es 6-aminofluoresceina.

7. El ensayo de la reivindicacion 4, que comprende ademas los pasos de:
proporcionar una pluralidad de soluciones estandar de tricoteceno, donde cada una de dichas soluciones
estandar de tricoteceno tiene una concentracién conocida diferente de tricoteceno;
agregar dicho trazador y dicho anticuerpo a cada una de dicha pluralidad de soluciones estandar de
tricoteceno de modo de proporcionar una pluralidad de mezclas estandar; y
medir la polarizaciéon de la fluorescencia de cada una de dicha pluralidad de mezclas estandar para
proporcionar una pluralidad de valores de polarizacién de la fluorescencia estandar correspondientes a
concentraciones de tricoteceno conocidas.

8. El ensayo de la reivindicacion 7, donde dicho valor de polarizacion de la fluorescencia caracterizado es uno de
dichos valores de polarizacion de la fluorescencia estandar.
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Mombre comdn R1 Rz R R R
Desoxinivalenol =0 OH OH H OH
J-Acetil-desoxinivalenal | = oH oH H | OaAc
15-Acetil- =0 OH OAc | H OH
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Triacetil- =0 OAc | OAc [ H OAC
desoxinivalenal
Mivalenol = oH oH oH oH
Fusarenon-x = OH OH QA | OH
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Isotricodermina H: H H H OALC
a-Hidroxi- OH H H H OALC
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Escirpentriol H: H OH oH oH
Diacetoxiescirpenaol Hz H OAc | OAc | OH
Toxina T-2 1SV | H OAC | OAc | OH
Triol T-2 ISV | H OH OH OH
Tetraol T-2 OH H OH OH OH
Toxina HT-2 ISV | H OAc | OH OH
Meosolaniol ISV | H OAc | OAc | OH
Yerrucarol H: H OH OH H

2 0AC representa —OCOCH:

¥ representa —QCOCH=CHCH:

215V representa —OCOCH:CH(CH:).
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