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Derivados funcionalizados de boscalid

La presente invencion se refiere a nuevos derivados funcionalizados
quimicamente de boscalid. Ademas la presente invencién se refiere a
inmunodgenos de boscalid, a los derivados conjugados o marcados y a los
anticuerpos que se obtienen a partir de los inmundgenos de la presente

invencion.

ESTADO DE LA TECNICA

Los fungicidas son el grupo de plaguicidas que con mayor frecuencia aparece
en los programas de vigilancia y control. Esto es asi no s6lo por su elevado
uso, sino principalmente porque estos productos de proteccidn vegetal se
emplean para combatir las infecciones causadas por hongos en momentos muy
préoximos a la cosecha o incluso con posterioridad (fungicidas postcosecha).
Este hecho incrementa considerablemente la probabilidad de que residuos de
dichos tratamientos permanezcan cuando el alimento llegue al consumidor, lo
que obliga a los organismos de regulacién y control a estar mas vigilantes e
idealmente a aumentar los controles. Los ataques por hongos en frutos
almacenados constituyen uno de los motivos principales de pérdidas
economicas en agricultura. El uso intensivo de fungicidas convencionales,
como el tiabendazol o el imazalil, ha llevado en los Gltimos afos a la aparicién
de cepas resistentes y por tanto a una menor eficacia de los tratamientos con
estos productos. Ante esta circunstancia, las empresas agroquimicas pusieron
en marcha programas de |+D encaminados a desarrollar nuevos productos que
presentaran mecanismos de accién innovadores y que permitieran combatir de
forma eficaz las infecciones fungicas, al tiempo que fueran seguros y
compatibles con los programas de gestidn integrada de plagas. Estos
productos estén comenzando a sustituir progresivamente a los productos mas
antiguos, que resultan menos aceptables desde un punto de vista toxicologico y

medioambiental.
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Entre los fungicidas mas relevantes desarrollados en la Gltima década con
aplicaciones en postcosecha destaca el boscalid [H.J. Rosslenbroich y D.
Stuebler, Crop Protection 2000, 719, 557-561]. El boscalid (2-cloro-N-(4-
clorobifenil-2-il)nicotinamida) es un producto fitosanitario desarroliado por BASF
y lanzado al mercado en la temporada 2003/2004. Se trata del unico fungicida
desarrollado hasta la fecha de la familia de las carboxamidas. En la actualidad
ha sido ya registrado para combatir mas de 80 enfermedades que afectan a
mas de 100 cultivos en aproximadamente 50 paises. El boscalid ha sido
incluido muy recientemente (2008) en el Anexo | de la directiva 91/414/EEC de
la Union Europea relativa a la introduccion en el mercado de productos
fitosanitarios. El boscalid combate a los hongos mediante fa inhibicion de la
enzima succinato-ubiquinona reductasa, también conocida como complejo | de
la cadena de transporte electrénico mitocondrial. Esta enzima, ademéas de
canalizar el transporte de electrones a través del cosustrato ubiquinol (QH,),
ocupa un lugar central en el metabolismo del hongo, ya que también cataliza la
oxidacion del succinato a fumarato como parte del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos. De este modo, se bloquean al mismo tiempo tanto la produccién
de energia como la biosintesis de los aminoacidos vy lipidos esenciales para el
desarrollo de las células fungicas. Por tanto, el boscalid presenta una doble
actividad, y resulta extraordinariamente eficaz frente a Botryris cinerea y
Penicillium spp. Entre los cultivos para los que la UE ha establecido Limites
Maximos de Residuos de forma explicita para boscalid figuran la fruta de hueso
y de pepita (2-3 ppm), uva y kiwi (5 ppm), fresa (10 ppm), patata (0.5 ppm), y
tomate, pimiento y berenjena (1-3 ppm).

Las metodologias analiticas empleadas para el analisis de estos fungicidas son
fundamentalmente de tipo instrumental, en especial cromatografia de gases
(GC) y cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), acopladas a diferentes
detectores segun el tipo de compuesto a analizar y la sensibilidad requerida
[J.L. Tadeo, Analysis of Pesticides in Food and Environmental Samples, CRC
Press, Boca Raton, 2008]. Estas técnicas se caracterizan por su capacidad

para analizar simultdneamente varios residuos con una elevada precision y
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exactitud. Sin embargo, pese a que resultan imprescindibles en muchas
circunstancias, con frecuencia implican la utilizacibn de metodologias
laboriosas y de elevado coste, que deben realizarse por personal altamente
cualificado en laboratorios centralizados bien equipados y habitualmente
alejados de las zonas de produccion. Estas limitaciones condicionan la
idoneidad de estas técnicas para acometer el andlisis de grandes nameros de
muestras y para obtener resultados en breve plazo, dos aspecios que
contribuirian a garantizar la seguridad de los alimentos comercializados y a la
realizacion de estudios méas exhaustivos sobre la exposicion de los

consumidores a estos fungicidas a través de los alimentos.

Los inmunoensayos son técnicas bioanaliticas basadas en la interaccion de un
antigeno (el analito) con un anticuerpo que lo reconoce especificamente. No
obstante, un plaguicida es una molécula organica pequefia que constituye un
anico sitio de unién al anticuerpo. Por esta razon, la interaccion entre el analito
y el anticuerpo se realiza por desplazamiento de fa unién entre el anticuerpo y
un analogo marcado del analito. De este modo, en presencia del analito se
establece una competencia entre este y el analogo marcado por la union al
anticuerpo. Habitualmente, el marcaje se realiza con una actividad enzimatica,
dando asi lugar a los enzimoinmunoensayos. Los primeros inmunoensayos
enzimaticos para plaguicidas se desarrollaron durante la primera mitad de los
anos 80 [F. Jung et al., Pest. Sci. 1989, 26, 303-317]. Desde entonces hasta la
actualidad, el numero de plaguicidas para los cuales se han desarrollado
inmunoensayos ha aumentado espectacularmente, suponiendo varias decenas
y cubriendo los principales grupos de compuestos: insecticidas, herbicidas y
fungicidas [V.S. Morozova et al., J. Anal. Chem. 2005, 60, 202-217]. Un gran
numero de estos ensayos estan disponibles comercialmente en forma de kits
con diferentes formatos. La creciente aceptacion de los inmunoensayos como
técnicas complementarias a las cromatogréficas para el analisis de pequefas
moléculas organicas se debe a que se trata de una metodologia sencilla, rapida
y de bajo coste, exhibiendo al mismo tiempo una elevada sensibilidad y

especificidad. Los inmunoensayos permiten detectar especificamente el analito
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diana en mezclas muy complejas, simplificando considerablemente los
laboriosos procedimientos de preparacion de la muestra, lo que a su vez
redunda en un aumento en la capacidad de muestreo. Ademas, los
inmunoensayos pueden realizarse en formatos portatiles, lo que los
independiza de los laboratorios centralizados y los convierte en idéneos para el
andlisis en los puntos de produccion. Las excelencias analiticas atribuidas a los
inmunoensayos ya han sido demostradas en muchas aplicaciones préacticas,
donde han competido favorablemente con las técnicas cromatogréficas [M.C.
Hennion, Analysis 1998, 26, 149-155; A. Abad et al., J. Chromatogr. A 1999,
833, 3-12; A. Abad et al., J. Agric. Food Chem. 2001, 49, 1707-1712; N.A. Lee
y L.R. Kennedy, J. AOAC Int. 2001, 84, 1393-1406].

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Hasta la fecha no se han sintetizado derivados funcionalizados de boscalid ni
existen anticuerpos contra dicho plaguicida. Los reactivos que se describen en
la presente invencién son los primeros derivados funcionalizados y conjugados
de boscalid, producidos para la obtencidén de anticuerpos y el desarrollo de
inmunoensayos contra este fungicida. En primer lugar, se describe la sintesis
de haptenos funcionalizados de boscalid por diferentes posiciones. Con estos
derivados se prepararon conjugados a proteinas transportadoras necesarias
para la obtencidn de anticuerpos y la realizacibn de inmunoensayos.
Finalmente, se describen anticuerpos con elevada afinidad y selectivos de
boscalid.

Un primer aspecto de la presente invenciéon describe haptenos de boscalid
funcionalizados para generar inmundgenos, conjugados y anticuerpos contra el
boscalid. Dichos haptenos activados estan representados por los compuestos
de férmula general (1):

B-X-L-Y
U
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donde

B se selecciona entre un radical 2-(nicotinamido)bifenilo (R-l), un radical
2-(2-cloronicotinamido)bifenilo (R-H), un radical 4’-cloro-2-(nicotinamido)bifenilo
(R-ill) y un radical 4’-cloro-2-(2-cloronicotinamido)bifenilo (R-1V);

(R-11T) 5

X puede estar presente 0 no y se selecciona entre O, S, NH y un atomo de
carbono saturado o insaturado. La unién de X con los radicales R-l a R-lV se

realiza por cualquiera de las posiciones que quedan libres en los mismos;

L representa un espaciador de 0 a 40 atomos de carbono dispuestos en una
cadena lineal 0 en una cadena ramificada, saturada o insaturada, y que puede
comprender hasta dos estructuras de anillo y entre 0 y 20 heteroatomos siendo
los heteroatomos seleccionados entre S, O y N, con la condicion de que no

mas de dos heterodtomos puedan unirse en secuencia;
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Y es un grupo funcional seleccionado entre ~COOH, -OH, -NH», -NH-, ~N3,
~-CH.Cl, -CHCl-, -CH:Br, ~CHBr-, -CHj,l, -CHI-, -CHO, -SH, -S-S-,
~SO3H, -SO3H, ~OSO,Ph, ~OSOAr, -NH-NH, y —~C(=N-NH_)-.

Segun una realizacion preferida, X se selecciona entre S y un &tomo de C
saturado.

Segln ofra realizacidn preferida, L representa un espaciador de 0 a 8 atomos

de carbono dispuestos en una cadena lineal.

Segun ofra realizacion preferida, Y es un grupo funcional seleccionado entre
~COOH, -CHO, -NHz y -SH.

Segun otra realizacion preferida, los haptenos activados de boscalid se

seleccionan entre:

‘ Cl O (CH,)sCOLH O S{CH,)4COH
OCHN O

g o)

NHCO \‘ﬁ O NHCO o
S(CH,),COH Nx =

“

Un segundo aspecto de la presente invencion describe conjugados de boscalid
de férmula general (l1):
[B-X~-L-Z],~-P
(I

donde
B, X y L se definen de la misma manera que anteriormente;
Z es un grupo funcional seleccionado entre ~CONH-, -NHCO-, -NHCONH-,

~NHCSNH-, ~OCONH-, -NHOCO-, -OCSNH-, ~SCONH-, -S-, -S-S-,
~NH(C=NH)~, ~CO-, ~CHOH~, ~N=N~, ~NH~y
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P se selecciona entre un péptido, un polipéptido, un polisacarido y un polimero

sintético;

n es un nimero entero seleccionado entre 1 y 50 por cada 50 kilodaltons de
peso molecular de P.

Segun una realizacion preferida, X se selecciona entre S y un atomo de

carbono saturado.

Segun ofra realizacidon preferida, L representa un espaciador de 0 a 8 atomos

de carbono dispuestos en una cadena lineal.

Segun otra realizacion preferida, Z se selecciona entre un grupo —~CONH-,
~NHCO-, -NH-, -S~y
0O

S
N—

O

Segun otra realizacion preferida, P se selecciona de entre albumina (de huevo
0 sérica), tiroglobulina, hemocianina, beta-galactosidasa, peroxidasa, fosfatasa,
y oxidasa.

Un tercer aspecto de la presente invencidon describe derivados marcados de

formula general (llI):

[B-X-L-Z],-Q
(1)
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donde

B, X, L y Z se definen de la misma manera que anteriormente;

Q es un marcador quimico isotépico o no isotopico, tal como '#°1, un fluoréforo,
0 una sustancia luminiscente, un marcador acoplado a un sistema de deteccién
indirecta tal como la biotina, un mediador electroquimico, micro o

nanoparticulas u otros;

n es un namero entero entre 1 y 50 por cada 50 kilodaltons de peso molecular
de Q.

Segun una realizacion preferida, X se selecciona entre S y un atomo de
carbono saturado.

Segun otra realizacion preferida, L representa un espaciador de 0 a 8 atomos

de carbono dispuestos en una cadena lineal.

Segun otra realizacion preferida, Z se selecciona entre un grupo —CONH-,
~NHCO-, -NH-, -S-~y

)
S

N_

O

Segun otra realizacion preferida, Q se selecciona entre biotina, fluoresceina y
sus derivados, fluoroforos de cianinas (por ejemplo Cy-5), de rodaminas o de
cumarinas, bipiridilos de rutenio, derivados de TEXAS RED y de BODIPY,
luciferina y derivados, ésteres de acridinio, asi como particulas de oro coloidal,
de carbdn o de latex.

Un cuarto aspecto de la presente invencidn describe anticuerpos generados en

respuesta al immundgeno de formula general (If):



5

10

15

20

30

WO 2012/062945 PCT/ES2011/070743

[B-X-L-Z],-P
(1

Un quinto aspecto de la presente invencion se refiere a un método de deteccidn

de boscalid en una muestra aislada que consiste en:

a. poner en contacto una muestra aislada con el anticuerpo descrito
anteriormente;

b. incubar la muestra aislada y el anticuerpo del paso (a) durante un
periodo de tiempo adecuado para que tenga lugar una reaccién
inmunoquimica y

c¢. determinar la existencia de reaccion inmunoguimica tras la incubacién

del paso (b).

Segun wuna realizacidon preferida, la determinacion de la reaccion
inmunoquimica en el paso ¢ se realiza mediante un inmunoensayo competitivo,

por ejemplo de tipo ELISA.

Un sexto aspecto de la presente invencidn se refiere a un kit de deteccién de

boscalid que utiliza los anticuerpos descritos anteriormente.

El término analito se refiere a una sustancia o grupo de sustancias cuya

presencia o concentracion se quiere determinar en la muestra.

El termino anticuerpo se refiere a un receptor que presenta afinidad de unidn
especifica para el analito, excluyendo esencialmente otras sustancias no
relacionadas. El término incluye anticuerpos policlonales, anticuerpos

monoclonales, anticuerpos recombinantes y fragmentos de anticuerpo.

El término antigeno en esta memoria se refiere a una molécula capaz de

interaccionar especificamente con un anticuerpo. La interaccion o reaccion
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inmunoguimica consiste en la unidn no covalente entre un anticuerpo y un

antigeno.

Los haptenos son antigenos parciales o incompletos. Son sustancias libres de
proteinas, mayoritariamente sustancias de bajo peso molecular que no son
capaces de estimular la formacion de anticuerpos, pero que reaccionan con los
mismos. Los anticuerpos contra haptenos se forman mediante acoplamiento
del hapteno con un portador de elevado peso molecular e inyectando este
producto acoplado ¢ conjugado en seres humanos o en animales. Entre los
ejemplos de haptenos se incluyen farmacos terapéuticos tales como digoxina y
teofilina, antibidticos tales como gentamicina y vancomicina, hormonas tales
como estrégeno y progesterona, micotoxinas tales como aflatoxina vy
ocratoxina, plaguicidas como clorpirifos, azoxistrobin y fenhexamid, etc.

Ef término espaciador se refiere a un grupo quimico que conecta un hapteno a
un portador, inmunégeno, marcador, trazador o0 a otro espaciador. Los
espaciadores pueden ser cadenas de carbono lineales o ramificadas, saturadas
0 insaturadas. También pueden incluir uno 0 mas heteroatomos dentro de la
cadena o en los extremos de las cadenas. El término heterodtomo se refiere a
atomos diferentes del carbono que se seleccionan entre el grupo que consiste
en oxigeno, nitrégeno y azufre. La utilizacién de un espaciador puede resultar o
no ventajosa 0 necesaria, dependiendo de las parejas especificas de hapteno y
portador.

La expresidon hapteno activado se refiere a un derivado de hapteno al que se ha
introducido un grupo quimico capaz de reaccionar, para que mediante la
reaccidon, o provision de un grupo activo, poder sintetizar un conjugado del

hapteno o su marcaje.

El término portador, tal como se utiliza en la presente invencién, es una

sustancia polimérica, comunmente una proteina, que puede unirse con un
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hapteno. Entre las sustancias portadoras se incluyen péptidos, proteinas,
glucoproteinas, polisacaridos complejos y acidos nucleicos.

Los términos inmundgeno e inmunogénico tal como se utilizan en la presente
invencion se refieren a sustancias que son reconocidos como extrafios al
organismo vivo y por lo tanto son capaces de producir o de generar una
respuesta inmune en un huésped.

Los términos conjugado y derivado se refieren a un compuesto 0 molécula
quimica preparada a partir de un compuesto o0 molécula parental mediante una

0 Mas reacciones quimicas.

Tal como se utiliza en la presente invencidbn, una molécula detectora,
marcadora © trazadora es una etiqueta identificadora que, unida a una
sustancia o molécula portadora, puede utilizarse para detectar un analito. El
marcador puede unirse a la sustancia portadora del mismo directa o
indirectamente mediante un grupo enlazante o puente. Entre los ejemplos de
marcadores se incluyen enzimas tales como la beta-galactosidasa, fosfatasa
alcalina y peroxidasa, compuestos fluorescentes tales como rodamina e
isotiocianato de fluoresceina (FITC), compuestos luminiscentes tal como

luciferina e is6topos radioactivos tales como 1.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus
variantes no pretenden excluir ofras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes 0 pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y
en parte de la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos y dibujos se
proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la

presente invencion.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Esquema de la sintesis del hapteno BLa5.

Figura 2. Esquema de la sintesis del hapteno BLb6.

Figura 3. Esquema de la sintesis del hapteno BLc5.

Figura 4. Titulo de los antisueros anti-boscalid determinado en ensayo
homélogo con 0.01 ug de conjugado antigénico inmovilizado.

Figura 5. Curvas estandar para boscalid en diferentes formatos de ELISA

competitivo.

EJEMPLOS

A continuacion se ilustrara la invencién mediante unos ensayos realizados por
los inventores, que pone de manifiesto la especificidad y efectividad de los
compuestos de férmula (I} como haptenos para la obtencién de anticuerpos
anti-boscalid. Los numeros en negrita hacen referencia a la correspondiente
estructura que se muestra en los esquemas de las figuras 1 a 3. Estos
ejemplos se presentan a modo de demaostracion pero de ningun modo pueden

suponer un limite a la invencion.

1) Sintesis de haptenos

a) Sintesis del hapteno BLa5 (7):

Este hapteno se obtiene en dos etapas a partir de &cido comercial 2-
mercaptonicotinico (1). Asi, la reacciéon de 1 con el acido 5-bromopentanoico
{(2) en hidroxido potasico acuoso proporciona el acido dicarboxilico 3 [A. Da
Settimo et al., J. Heterocyclic Chem. 2000, 37, 379-382], cuyo grupo
carboxilico libre se protege quimioselectivamente como su éster metilico por
tratamiento con 2,2-dimethoxypropano en presencia de una cantidad catalitica
de HCI anhidro, generado en situ a partir de TMSC! [A. Rodriguez et al,
Tetrahedron Lett. 1998, 39, 8563-8566], para obtener el éster metilico
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intermedio 4 con un rendimiento global para las dos etapas de
aproximadamente el 76%. Con el compuesto 4 disponible, la sintesis del
hapteno BLa5 se completd de la siguiente forma. Primero, el grupo carboxilico
se transformé en el correspondiente cloruro de acido 5, que fue
subsecuentemente acoplado a 4’-clorobifenil-2-amina (11) [preparada en dos
etapas con rendimiento global elevado a partir de 1-iodo-2-nitrobenceno (8) y el
acido clorofenilboronico (8), para proporcionar el éster metilico del hapteno
BLa5 (7) con un rendimiento global excelente (91%). Finalmente, la hidrélisis
promovida por base del éster metilico de 6 proporcioné el hapteno BLa5 (7) con
un rendimiento del 89% después de la correspondiente purificacion

cromatografica.

Preparacion del acido 2-(4-carboxibutiltio)nicotinico (3). Una disolucién de la sal
sodica del acido 5-bromopentanoico en H.O, preparada a partir del acido
(700.1 mg, 3.89 mmol) y NaHCO; (326.7 mg, 3.89 mmol) en 3 mL de Hx0, se
afiadié gota a gota sobre una disolucion del acido 2-mercaptonicotinico (1) (500
mg, 3.23 mmol) en KOH acuoso al 10% (5 mL) a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccidn se agité a 60 °C por 4 h, se enfrié en un bafio de hielo y se
acidifico con HCI concentrado hasta pH 2-3. El producto sélido precipitado se
recogié por filtracion a vacio, se lavé con agua y se seco a vacio para
proporcionar el diacido puro 3 (735.4 mg, 89%) como un sélido blanco. Pf.
145-148 °C (cristalizado de CgHe—MeOH); 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg)
5 8.60 (1H, dd, J = 4.6, 1.8 Hz, H-6 Py), 8.18 (1H, dd, J = 7.6, 1.8 Hz, H-4 Py),
7.21 (1H, dd, J= 7.6, 4.6 Hz, H-5 Py), 3.09 (2H, t, J = 6.3 Hz, H-1), 2.26 (2H, 1,
J = 6.6 Hz, H-4), 1.62 (4H, m, H-2 y H-3); HRMS (El), calculado para
C11H13NO4S 255.05603, encontrado 255.05661.

Preparacion del acido 2-(5-metoxi-5-oxopentiftio)nicotinico (4). Cloruro de
trimetilsililo (20 pL, 0.158 mmol) se afiadié a una disolucién agitada de MeOH
anhidro. La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante una semana, tras
lo cual se vertid en agua y se proceso usando acetato de etilo para extraer. Las

fases organicas combinadas se lavaron salmuera, se secaron sobre MgSO4
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anhidro y se concentraron para dar el éster metilico 4 (338 mg, 85%) como un
solido blanco. Pf. 102-103 °C (cristalizado de GCgHs); 'H NMR (300 MHz,
CDCl3) 8 8.59 (1H, dd, J = 4.6, 1.8 Hz, H-6), 8.31 (1H, dd, J = 7.8, 1.8 Hz, H-4),
7.08 (1H, dd, J=7.8, 4.6 Hz, H-5), 3.67 (3H, s, CO:Me), 3.21 (2H, {, J = 6.9 Hz,
H-1), 2.38 (2H, t, J = 7.2 Hz, H-4), 1.80 (4H, m, H-2 y H-3); HRMS (EI),
calculado para C12H1sNO4S 269.07218, encontrado 269.07342.

Preparacion de la 4 -clorobifenil-2-amina (11):

i) 4’-cloro-2-nitrobifenifo (10). Pd(Phs)s (50.4 mg, 0.0436 mmol) se anadié bajo
nitrégeno a una mezcla del acido 4-(clorofenil)borénico (9} (170.4 mg, 1.09
mmol), 1-iodo-2-nitrobenceno (8) (226.1 mg, 0.9 mmol) y KsPO, (577.9 mg,
2.72 mmol) en dioxano (4.5 mL) y H-O (0.91 mL). La mezcla se agité a 85 °C
por 48 h, se vertid sobre agua y se exirajo con éter. Los exiractos organicos
combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSQO, anhidro y se
concentraron. Purificacion cromatografica del crudo obtenido con gel de silice,
usando hexano-AcOEt 9:1 como eluyente, proporciond el bifenilo 10 (229.4
mg, 30%) como un solido amarillo. Pf. 60-62 °C (cristalizado de MeOH) [61 °C
segun C. Shih et al, J Chem. Soc. 1958, 1885-1889]. Los datos
espectroscopicos de 10 fueron idénticos a los descritos en la literatura para el

4’-cloro-2-nitrobifenilo.

ii) 4 -clorobifenil-2-amina (11). Una disolucion del nitro-bifenilo 10 (192 mg, 0.82
mmol) en 95% EIOH (3.2 mL) se afiadi6é sobre una mezcla de NH4Cl (21.9 mg,
0.41 mmol) en agua (1 mL} y hierro en polvo (195 mg, 3.49 mmol). La mezcla
se refluy6 con agitaciéon durante 1 h y se filtrdé para separar los solidos. El
filtrado se diluy6 con agua y se extrajo con AcOEL. La fase orgéanica se lavé con
salmuera, se secd sobre NaSOs anhidro y se concentro. Tras la
correspondiente purificacion cromatografica scbre gel de silice, usando
hexano-AcOEt 8:2 como eluyente, se obtuvo el amino-bifenilo 11 (151 mg,

90%) como un semisélido incoloro [41-42 °C segin C.K. Bradsher et al., J. Am.
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Chem. Soc. 1946, 68, 404-405]. Los datos espectroscépicos de 11 coinciden
totalmente con los descritos en la literatura para el 4’-cloro-2-aminobifenilo.

Preparacion del 5-(3-(4’-clorobifenil-2-ilcarbamoil)piridin-2-iftio)pentanoato de
metilo (6). Cloruro de oxalilo (35.8 uL, 0.715 mmol) se anadié gota a gota sobre
una disolucion agitada del acido 4 (175 mg, 0.65 mmol} en CH.Cl; anhidro (4
mL) seguido de una cantidad catalitica de DMF (16 pL). La mezcla se agité a
temperatura ambiente por 24 h y el disolvente y exceso de reactivo se
eliminaron a presion reducida. Se afiadié benceno seco (10 mL) y se repiti6 la
destilacion, obteniéndose después de secar a vacio el 5-(3-
(clorocarbonil)piridin-2-iltio)pentanoato de metilo (8) (186.8 mg) que fue
utilizado en la siguiente etapa sin purificacién posterior.

Una mezcla del cloruro anterior, 4’-clorobifenil-2-amina (11) (100 mg, 0.488
mmol), piridina (562.6 pL, 0.65 mmol) y una cantidad catalitica de DMAP (1.61
mg) en CH,Cl, anhidro (8 mL) se agité a temperatura ambiente durante tres
dias. Después de este tiempo la mezcla de reaccidon se vertié sobre agua y se
extrajo con AcOEtL. Los exiractos organicos se lavaron con salmuera y se
secaron sobre Na,SQO. anhidro. El residuo obtenido tras la evaporaciéon del
disolvente se purificé por cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con
mezclas de hexano-AcOEt (desde 9:1 a 6:4) para proporcionar la amida 6 (202
mg, 91%) como un sélido blanco. Pf. 105-107 °C (cristalizado de
hexano-CeHs); 'H NMR (300 MHz, CDCls) § 8.45 (1H, dd, J = 4.8, 1.8 Hz, H-6
Py), 8.41 (1H, br d, J = 8.1 Hz, H-3 PhPh), 8.12 (1H, br s, NH), 7.79 (1H, dd, J =
7.8, 1.8 Hz, H-4 Py), 7.44-7.22 (7H, m, H-2/H-6’, H-3'/H-5’, H-4, H-5 y H-6
PhPh), 7.04 (1H, dd, J = 7.8, 4.8 Hz, H-5 Py), 3.66 (3H, s, CO:Me), 3.14 (2H, t,
J=6.9 Hz, H-5), 2.36 (2H, t, J = 7.2 Hz, H-2), 1.68 (4H, m, H-3 y H-4); HRMS
(ED), calculado para CasHos>*CIN2O3S 454.11179, encontrado 454.11181.

Preparacion del acido 5-(3-(4’-clorobifenil-2-ifcarbamoil)piridin-2-iftio Jpentanoico
(7, Hapteno BLa5). Una disolucion del ester metilico 6 (112 mg, 0.246 mmol) en
MeOH (5.1 mL) y 2M NaOH (1.23 mL) se agitd a temperatura ambiente durante
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4h. La mayor parte del disolvente se evapord a presion reducida y el residuo
resultante se diluyé con agua (2 mL) y se acidificé con acido férmico. El
precipitado blanco formado se recogid por filtracidn, se lavd con agua y se seco
a vacio para dar el hapteno BLa5 (7) (97 mg, 89%) como un sélido blanco. Pf.
172-175 °C (cristalizado de MeOH frio); "H NMR (300 MHz, DMSO-dg) § 12.05
(1H, br s, COOH), 10.03 (1H, br s, NH), 8.50 (1H, dd, J = 4.8, 1.8 Hz, H-6 Py),
7.67 (1H, brd, J= 6.9 Hz, H-3 PhPh), 3.39-7.35 (9H, m, H-2’/H-6’, H-3'/H-5", H-
4, H-5 y H-6 PhPh), 7.19 (1H, dd, J = 7.5, 4.8 Hz, H-5 Py), 3.10 (2H, t, J = 6.0
Hz, H-5), 2.25 (2H, t, J = 6.3 Hz, H-2), 1.61 (4H, m, H-3 y H-4); HRMS (EI),
calculado para CasHa1*°CIN2O3S 440.09614, encontrado 440.09463.

b) Sintesis del hapteno BLb6 (21):

La sintesis del hapteno BLb6 (Figura 2) requiere la preparacién previa del
sinton correspondiente a la agrupacién bifenilo, el compuesto 18. Tal como se
recoge la sintesis del compuesto 18 se inicia a partir del
2,4-diiodo-1-nitrobenceno  (13), facilmente obtenible a partir de
1,3-diiodobencenc (12) a través de una reaccion de nitracion con nitrico
fumante [Z. Zhang et al., J. Org. Chem. 2006, 71, 4339-4342], y se hace uso
de la diferente reactividad de las dos posiciones iodadas frente a los procesos
de acoplamiento cruzado catalizados por paladio. En primer lugar, se introduce
la cadena C6 que constituye el brazo espaciador en la posiciéon apropiada del
sistema de biarilo a través de un acoplamiento regioselectivo de Sonogashira
de la posicién C4-iodada, la mas reactiva en este tipo de acoplamiento, con 5-
hexinoato de terc-butilo (14) [preparado segun G. Bartoli et al., Synthesis 2007,
3489-3496]. Esta reaccion de acoplamiento catalizada por paladio proporciona
el iodo-alquino 15, el cual es transformado en el bifenilo 16, a traves de una
reaccion de de acoplamiento cruzado con el acido 4-clorofenilboronico (9), con
un rendimiento global moderado (50%). La reduccién del triple enlace y del
grupo nitro de 16, necesarias para completar la preparacion del intermedio
clave 18, se lleva a cabo de modo muy eficaz en dos etapas consecutivas. Asi,

hidrogenacion del triple enlace acetilénico, usando el catalizador de Wilkinson,
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seqguido de reduccion del grupo nitro con hierro en condiciones acidas muy
suaves proporciona la bifenilamina 18 con un rendimiento global excelente
{94%). Una vez completada la preparacion de este intermedio clave, la sintesis
del hapteno BLb6 (21) se completa eficazmente a través del acoplamiento del
mismo con el cloruro del acido 2-cloronicotinico (19) y subsecuente hidrdlisis

acida del grupo éster terc-butilico.

Preparacion del 2,4-diiodo-1-nitrobenceno (13). 1,3-Diiodobenceno (12) (2.15 g,
6.55 mmol) se afadié en pequefias porciones a HNO; fumante (10 mL)
enfriado a 0 °C. Una vez finalizada la adicion, la mezcla de reaccidn se agit6é
durante 15 min a la misma temperatura y se vertié cuidadosamente en agua,
extrayeéndose a continuacién con CH:Cl.. Los extractos organicos se lavaron
sucesivamente con disolucidn acuosa saturada de NaHCOs, disolucidén acuosa
de NaHSO; al 5% y salmuera. El secado sobre MgSO, anhidro y posterior
eliminacién del disolvente proporciond un sélido amarillo que fue purificado por
cromatografia sobre gel de silice, usando hexano-AcOEt 95:5 como eluyente,
para dar el derivado nitrado 13 (2.36 g, 94%) como un sdlido amarillo cristalino.
Pf. 95-97 °C (cristalizado de hexano) [93-95 °C segin C. Alvarez-Toledano et
al., J. Mol. Catal. A: Chem. 2000, 164, 85-89]. 'H NMR (300 MHz, CDCls)
3843 (1H,d, J=1.8 Hz, H-3), 7.82 (1H, dd, J = 8.5, 1.8 Hz, H-5), 7.60 (1H, d, J
= 8.5 Hz, H-6); HRMS (El), calculado para CegHsloNO2 374.82533, encontrado
374.82459.

Preparacion del 6-(3-iodo-4-nitrofenil)hex-5-incato de terc-butilo (15). Una
disolucion de 5-hexinoato de ferc-butilo (14) (295 mg, 1.75 mmol) en DMF
anhidra desgasificada (4 mL) se afadidé bajo nitrégeno sobre una mezcla del
diioduro 13 (438 mg, 1.17 mol), Cul (2.2 mg, 0.01 mmol) y (PhsP).PdCl, (24.6
mg, 0.03 mmol). A continuacién se anadié EtsN seca (3.1 mL) y fa mezcla de
reaccion, inicialmente amarilla y que se tornd naranja intenso después de unos
pocos minutos, se agitd a temperatura ambiente durante 22 h. La mezcla de
reaccidn se transfirié a un matraz de fondo redondo para la evaporacion de la
EtsN en un evaporador rotativo, el residuo se disolvié en AcOEt, se lavé con
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agua y salmuera, se seco sobre Na:SO4 anhidro y se concentré. Cromatografia
del producto crudo obtenido, usando hexano-AcOEt 8:2 como eluyente,
proporciond el aril-alquino 15 (282 mg, 59%) como un aceite amarillo. 'H NMR
(300 MHz, CDCl3) 68.05 (1H, d, J= 1.7 Hz, H-2 Ph), 7.81 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-
5 Ph), 7.44 (1H, dd, J = 8.4, 1.7 Hz, H-6 Ph), 2.49 (2H, t, J = 7.1 Hz, H-4), 2.39
(2H, 1, J = 7.4 Hz, H-2), 1.89 (2H, quint, J = 7.2 Hz, H-3), 1.45 (9H, s, Me);
HRMS (El), calculado para CisH1sINdeO4 415.02806, encontrado 415.02812.

Preparacion del 6-(4’-cloro-6-nitrobifenil-3-il)hex-5-incato de terc-butilo (16).
Una mezcla del ioduro de arilo 15 (238 mg, 0.56 mmol), &acido
4-clorofenilborénico {9) (107.4 mg, 0.68 mmol), K;PO4 (364 mg, 1.72 mmol) vy
Pd(PPhs)s (26.4 mg, 0.024 mmol) en previamente desgasificados dioxano (2.9
mL) y agua (0.6 mL) se agito a 85 °C por 20 h bajo nitrogeno. Despues de este
tiempo, la mezcla de reaccidon se enfrio, se diluyd con agua y se exirajo con
AcOEt. Los extractos se lavaron con agua, se secaron sobre MgSQO, anhidro y
se concentraron. Cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con hexano—
AcOEt 98:2, proporciono el biarilo 16 (190 mg, 83%) como un aceite amarillo.
"H NMR (300 MHz, CDCls) §7.84 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5 PhPh), 7.47 (1H, dd, J
= 8.4, 1.8 Hz, H-4 PhPh), 7.40 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-2 PhPh), 7.40 (2H, m, H-
2'/H-6’ PhPh), 7.23 (2H, m, H-3'/H-5" PhPh), 2.50 (2H, t, J = 7.0 Hz, H-4), 2.39
(2H, 1, J = 7.4 Hz, H-2), 1.90 (2H, quint, J = 7.1 Hz, H-3), 1.45 (9H, s, CMe3);
HRMS (FAB), calculado para Cg:Hzs°CINO4 (M*+1) 400.13156, encontrado
400.13013.

Preparacion del 6-(4’-cloro-6-nitrobifenil-3-il}hexanoato de terc-butilo (17). Una
disolucion del alquino 16 (166.8 mg, 0.42 mmol) y del catalizador de Wilkinson
{12 mg, 0.013 mmol, 3%) en THF (2.7 mL) se purgd con atmoésfera de
hidrégeno gas. La presion de hidrogeno se reguld a 4 atm y la mezcla de
reaccion se agité a temperature ambiente por 18 horas. El disolvente se elimind
a presion reducida y el residuo obtenido se purificé por cromatografia, eluyendo
con hexano-AcOEt 95:5, para dar el compuesto 17 (159.4 mg, 95%). 'H NMR
(300 MHz, CDCl3) 87.84 (1H, d, J = 8.3 Hz, H-5 PhPh), 7.40 (2H, H-2/H-6’
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PhPh), 7.30 (1H, dd, J = 8.3, 1.9 Hz, H-4 PhPh), 7.25 (2H, m, H-3/H-5' PhPh),
719 (1H, d, J= 1.8 Hz, H-2 PhPh), 2.72 (2H, 1, J = 7.6 Hz, H-6), 2.22 (2H, t, J =
7.3 Hz, H-2), 1.66 (4H, m, H-3 y H-5), 1.42 (9H, s, CMe3), 1.37 (2H, m, H-4);
HRMS (ES), calculado para CzHz> CINNaO4 [M+Na]* 426.1448, encontrado
426.1454.

Preparacion del 6-(6-amino-4’-clorobifenil-3-il}hexanoato de terc-butilo (18).
Una disolucion de nitro-bifenil 17 (164 mg, 0.40 mmol) en 95% EtOH (2.6 mL)
se afadi6é sobre una mezcla de NH,Cl (17 mg, 0.32 mmol) y hierro en polvo en
agua (0.8 mL) (108.6 mg, 1.94 mmol). La mezcla de reaccion se agito a reflujo
durante 1 h, después se dejé enfriar a temperatura ambiente y se filtr6 para
separar los sélidos. El filtrado se diluyd con agua y se extrajo con AcOEL. Los
extractos se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, anhidro y se
concentraron para proporcionar amino-bifenilo 18 (149 mg, 98%) como un
semisoélido, que por espectroscopia de RMN mostrd una pureza muy elevada y
se utilizé en la siguiente etapa sin posterior purificaciéon. 'H NMR (300 MHz,
CDCl3) 6 7.40 (4H, br s, H-2/H-6" y H-3/H-5" PhPh,), 6.97 (1H, dd, J = 8.0, 2.0
Hz, H-4 PhPh), 6.91 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2 PhPh), 6.71 (1H, d, J= 8.0 Hz, H-5
PhPh), 2.54 (2H, t, J = 7.7 Hz, H-2), 2.22 (2H, 1, J = 7.5 Hz, H-6), 1.62 (4H, m,
H-3 y H-5), 1.44 (9H, s, CMeg), 1.38 (2H, m, H-4); HRMS (El), calculado para
CoaHps>°CINO, 373. 18086, encontrado 373.17950.

Preparacion del 6-(4-cloro-6-(2-cloronicotinamido)bifenil-3-il)hexanoato de terc-
butilo (20). Una disolucién del amino-bifenilo 18 (67 mg, 0.18 mmol) y cloruro
de nicotinoilo (19) (34.7 mg, 0.20 mmol) en THF anhidro (360 uL) se agit6é a
temperatura ambiente por 24 h. Después de este tiempo el disolvente se
elimind a presién reducida y el residuo obtenido se purificé por cromatografia,
eluyendo con CHCls-hexano 1:1, para dar la amida 20 (87 mg, 95%) como un
aceite viscoso. 'H NMR (300 MHz, CDCl3) §8.44 (1H, dd, J = 4.7, 1.9 Hz, H-6
Py), 8.26 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5 PhPh), 8.12 (1H, dd, J = 7.8, 1.9 Hz, H-4 Py),
8.06 (1H, s, NH), 7.44-7.30 (5H, m, H-2'/H-6’, H-3/H-5"y H-5 Py), 7.26 (1H, dd,
J=8.3, 1.8 Hz, H-4 PhPh), 7.07 (1H, d, J= 2.1 Hz, H-2 PhPh), 2.64 (2H, t, J =
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7.7 Hz, H-6), 2.21 (2H, t, J = 7.3 Hz, H-2), 1.63 (4H, m, H-3 y H-5), 1.43 (9H, s,
CMez), 1.32 (2H, m, H-4); HRMS (El), calculado para CasHso®ClaN2Os
512.16335, encontrado 512.16444.

Preparacion del acido 6-(4’-cloro-6-(2-cloronicotinamido)bifenil-3-it}hexanoico
(21, Hapteno BLb6). Una disolucion del éster terc-butilico 20 (68 mg, 0.13
mmol) en HCOOH (2.7 mL) se agitd a temperatura ambiente por 2 h. La mezcla
de reaccion se diluyé con benceno y se lavd con agua y salmuera, se seco
sobre Na>SO, anhidro y se concentré a sequedad, obteniéndose el hapteno
BLb6 {21) (58 mg, 99%) como un sélido blanco. Pf. 137-139 °C (cristalizado de
hexano-AcOEt); "H NMR (300 MHz, CDCls) §8.33 (1H, dd, J = 4.7, 1.9 Hz, H-6
Py), 8.13 (1H, d, J = 8.3 Hz, H-5 PhPh), 8.01 (1H, dd, J = 7.6, 2.0 Hz, H-4 Py),
8.00 (1H, s, NH), 7.35-7.12 (6H, m, H-2'/H-6’, H-3'/H-5 y H-5 Py), 7.15 (1H, dd,
J= 8.3, 1.8 Hz, H-4 PhPh), 6.98 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-2 PhPh), 2.55 (2H, t, J =
7.5 Hz, H-6), 2.25 (2H, t, J= 7.4 Hz, H-2), 1.57 (4H, m, H-3 y H-5), 1.32 (2H, m,
H-4); HRMS (El), calculado para CosH22>"CloaN2Os 456.10075, encontrado
456.10005.

¢) Sintesis del hapteno BLc5 (29):

La sintesis del hapteno BLc5 (Figura 3), en el que el brazo espaciador ocupa la
posicion C-4’ de la agrupacion bifenilo del boscalid, requiere la preparaciéon
previa del intermedio 2-amino-bifenilo (27). La sintesis de este intermedio se
inicia en el producto comercial acido 4-mercaptofenilbordnico (22). Inicialmente
este acido se transforma en el correspondiente éster de etilenglicol (23) Esta
transformaciéon se lleva a cabo por tratamiento del acido borbnico con
etilenglicol en condiciones acidas muy suaves. La posterior alquilacién de 23
con el 5-bromopentanocato de ferc-butilo (24) [el compuesto 24 se prepard
segin J.V. Mercader et al., J. Agric. Food Chem. 2008, 56, 7682-7690] en
medio basico seguido de cromatografia sobre gel de silice, que produce la
rapida hidrdlisis del éster bordnico formado inicialmente, conduce a la

formacion del acido borénico 25 con un rendimiento global del 85%. La sintesis
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del sistema de bifenilo requerido se completa eficazmente a través de un
acoplamiento cruzado de Suzuki-Miyaura con el 1-iodo-2-nitrobenceno (8) para
obtener el derivado de 2-nitrobifenilo (26), que es posteriormente transformado
en la bifenilamina 27 en condiciones reductoras. Las Ultimas etapas para la
preparacion del hapteno BLc5 (29) son relativamente sencillas e implican la
formacion del enlace amida por reaccion entre 27 y el cloruro del &cido
2-cloronicotinico (19) seguido por hidrdlisis de la agrupacion éster terc-butilico

con acido férmico. El rendimiento global de las dos ultimas etapas es del 85%.

Preparacion del &cido 4-(5-terc-butoxi-5-oxopentiltio)fenitborénico (25). Una
mezcla del acido boronico 22 (152 mg, 0.99 mmol), etilenglicol (62 mg, 1 mmol)
y MgSOs anhidro (240 mg) en EtO seco (4 mbL) se agité a temperatura
ambiente durante 1 h. La mezcla de reaccidén se filtro y el filtrado se concentr6
a presion reducida para obtener el éster borbnico 23 (168 mg, 93%) como un
solido blanco que mostrd ser puro por espectroscopia de RMN de 'H. 'H NMR
(300 MHz, CDCl3) 6 7.66 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-3/H-5), 7.26 (2H, d, J = 8.4 Hz,
H-2/H-6), 4.36 (4H, s, OCH.CH.0).

Una mezcla del boronato obtenido arriba (168 mg, 0.93 mmol), K,CO; (193.5
mg, 1.4 mmol), Nal (40 mg, 0.27 mmol) y 5-bromopentanoato de ferc-butilo (24)
{332 mg, 1.4 mmol) en CH3CN seco (3.4 mL) se agitdé a temperatura ambiente
por 5h. La mezcla de reaccion se diluyd con Et,O, se lavé con salmuera y se
secd sobre MgSO,4 anhidro. La evaporacion del disolvente a vacio dejdé un
residuo que se adsorbié sobre la cabeza de una columna de gel de silice.
Elucidn de la misma con CHCl; proporciond el acido alquiltioaril borénico 25
(267 mg, 85%) como un sélido amorfo. '"H NMR (300 MHz, CDCls) & 8.09 (2H,
d, J = 8.1 Hz, H-2/H-6 Ph), 7.37 (2H, d, J = 8.1 Hz, H-3/ H-5 Ph), 3.02 (2H, t, J
= 6.7 Hz, H-1), 2.26 (2H, t, J = 6.8 Hz, H-4), 1.76 (4H, m, H-2 y H-3), 1.43 (9H,
s, CMes).

Preparacion del 5-(2-nitrobifenil-4-iltio)Jpentanoato de terc-butilo (26). Pd(PPhs)s

{18 mg, 0.015 mmol) se afnadié bajo nitrogeno a una mezcla del acido bordnico
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25 (123 mg, 0.40 mmol), 1-iodo-2-nitrobenceno (8) (118.5 mg, 0.47 mmol) y
KsPO4 (260 mg, 1.22 mmol} en dioxano (2 mbL) y agua (0.4 mL). La mezcla
resultante se agit6é a reflujo por 18 h, se enfrié a temperatura ambiente y se
diluyé con Et,O. La mezcla diluida se lavd con agua y salmuera, se sec6 sobre
MgSO. anhidro y se concentré a presion reducida para dar un aceite
amarillento que fue posteriormente purificado por cromatografia sobre gel de
silice, con mezclas de hexano-Et,O (desde 9:1 a 8:2) como eluyente, para
proporcionar el derivado de biarilo 26 (132 mg, 86%) como un aceite. 'H NMR
(300 MHz, CDCls) 67.84 (1H, dd, J = 8.0, 1.5 Hz, H-3 PhPh), 7.60 (1H, ddd, J
= 9.0, 8.0, 1.5 Hz, H-5' PhPh), 7.47 (1H, ddd, J = 9.0, 8.0, 1.5 Hz, H-4" PhPh),
7.42 (1H, dd, J = 8.0, 1.5 Hz, H-6’ PhPh), 7.34 (2H, m, H-2 y H-5 PhPh), 7.22
(2H, m, H-3 y H-5 PhPh), 2.97 (2H, t, J = 7.0 Hz, H-5), 2.26 (2H, 1, J = 7.0 Hz,
H-2), 1.73 (4H, m, H-3 y H-4), 1.44 (9H, s, CMe3); HRMS (El), calculado para
Co1H25NO4S 387.15043, encontrado 387.15015.

Preparacion del 5-(2-aminobifenil-4-iltio)pentancato de terc-butilo (27). Una
disolucion de NH,Cl (8.9, 0.17 mmol) en agua (0.4 mL) se anadié gota a gota
sobre una disclucion agitada del nitro-bifenilo 26 (130 mg, 0.33 mmol) en EtOH
(1.3 mL). Hierro en polvo (60 mg, 1.0 mmol) se afadidé en pequefnas porciones
y la mezcla heterogénea obtenida se calentd a reflujo con agitacién durante 1h,
se enfri6 a temperatura ambiente y se filtro. El filtrado se diluyd con benceno y
se concentré a sequedad. El residuo obtenido se purificé por cromatografia,
usando hexano-Et,O 6:4 como eluyente, para proporcionar el amino-bifenilo 27
(105 mg, 90%) como un aceite incoloro. "H NMR (300 MHz, CDCl3) §7.38 (4H,
br s, H-2/H-6 y H-3/H-5 PhPh), 7.15 (1H, ddd, J = 9.0, 7.9, 1.5 Hz, H-4’ PhPh),
7.10 (1H, ddd, J = 7.5, 1.5 Hz, H-6' PhPh), 6.82 (1H, ddd, J= 9.0, 7.5, 1.0 Hz,
H-5" PhPh), 6.76 (1H, ddd, J = 7.9, 1.0 Hz, H-3' PhPh), 3.72 (2H, br s, NHy),
2.97 (2H,t, J=6.9 Hz, H-5), 2.26 (2H, 1, J= 6.9 Hz, H-2), 1.74 (4H, m, H-3 y H-
4), 1.44 (9H, s, CMes); HRMS (El), calculado para CziHoyNOLS 357.17625,
encontrado 357.17558.
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Preparacion del 5-(2-(2-cloronicotinamido)bifenil-4-iltio)pentanoato de terc-
butilo (28). Una disolucion del amino-bifenilo 27 (100 mg, 0.28 mmol) y cloruro
de nicotinoilo (19) (54 mg, 0.30 mmol) en THF anhidro (1 mL) se agité a
temperatura ambiente por 3 h. Seguidamente el disolvente se elimino a presion
reducida y el residuo obtenido se purificd por cromatografia, eluyendo con
mezclas de hexano-Et.O {desde 8:2 a 2:8), para dar la amida 28 (120.3 mg,
87%) como un aceite. "H NMR (300 MHz, CDCl;) 8 8.44 (1H, d, J = 8.6 Hz, H-3’
PhPh), 8.43 (1H, dd, J= 4.7, 1.9, H-6 Py), 8.22 (1H, br s, NH), 8.12 (1H, dd, J=
7.7, 1.9 Hz, H-4 Py), 7.5-7.2 (8H, m, H-2/H-6, H-3/H-5, H-4’, H-5’, H-6" PhPhy
H-5 Py), 2.96 (2H, t, J= 6.9 Hz, H-5), 2.24 (2H, t, J = 7.0 Hz, H-2), 1.72 (4H, m,
H-3 y H-4), 1.43 (9H, s, CMes); HRMS (El), calculado para Cz7H20""CIN,O3S
496.15874, encontrado 496.15887.

Preparacion del acido 5-(2*-(2-cloronicotinamido)bifenil-4-iltio)pentanoico (29,
Hapteno BLc5). Una disolucion del éster terc-butilico 28 {(120.2 mg, 0.24 mmol)
en HCOOH (5 mL) se agité a temperatura ambiente por 1 h. La mezcla de
reaccidon se concentré a presidn reducida, se anadid CHCl; y se concentrd de
nuevo para dar un residuo sélido que se cristalizé de benceno-hexano para
proporcionar el hapteno BLcS (29) (103 mg, 97%) como cristales blancos. Pf.
117-118 °C (cristalizado de CgHg—hexano); '"H NMR (300 MHz, CDCls) ¢ 9.64
(1H, br s, COOH), 8.44-8.41 (2H, m, H-6 Py y H-3" PhPh), 8.32 (1H, br s, NH),
8.16 (1H, dd, J = 7.7, 1.7 Hz, H-4 Py), 7.42-7.23 (8H, m, H-2/H-6, H-3/H-5, H-
4’ H-5’, H-6' PhPh y H-5 Py), 2.95 (2H, t, J = 6.6 Hz, H-5), 2.37 (2H,t, J=6.5
Hz, H-2), 1.75 (4H, m, H-3 y H-4); HRMS (El), calculado para CasHai*CIN:O5S
440.09614, encontrado 440.09557.

2) Ensayos biologicos con los haptenos BLa5, BLb6 y BLc5.
a) Activacion de haptenos

Todos los ejemplos de haptenos aqui presentados contienen un grupo

carboxilo como grupo quimico funcional para su inmovilizacion a proteinas
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transportadoras, concretamente por reaccion con los grupos amino libres de la
proteina. El grupo carboxilo se activé utilizando N,N-disuccinimidil carbonato
{DSC) siguiendo protocolos previamente publicados [F.A. Esteve-Turrillas et al.,
Anal. Chim. Acta doi: 10.1016/j.aca.2010.09.042]. En concreto, se disolvid
0.082 mmol de hapteno y 0.14 mmol de DSC en 0.8 ml de acetonitrilo seco en
atmosfera de nitrégeno. A continuacidn, se afiadié 0.31 mmol de trietilamina y
se agito a temperatura ambiente durante toda la noche. La disolucion se diluyd
en cloroformo, se lavd con una disolucion saturada de NaHCO; y salmuera y se
secd con NaSO4 anhidro. Después de evaporar el disolvente, el residuo
restante se purificd por cromatografia en columna, usando cloroformo como
eluyente, obteniéndose el ester de N-hidroxisuccinimida del hapteno en forma

pura como un aceite (hapteno activado).

b) Tampones y disoluciones

PB, tampodn fosfato sddico 100 mM, pH 7.4; PBS, tampén fosfato sédico 10
mM, pH 7.4 con NaCl 140 mM; PBST, PBS conteniendo 0.05% (v/v) de Tween
20; CB, tampon carbonato-bicarbonato 50 mM, pH 9.6; disolucion de lavado,
NaCl 150 mM conteniendo 0.05% (v/v) de Tween 20. Los analitos se
disolvieron en N,N-dimetilformamida (DMF) anhidra y se almacenaron a -20
°C.

¢) Preparacién de conjugados

i) Inmundgeno

A 2.0 ml de una disolucion de 15 mg/ml de proteina albumina de suero bovino
(BSA) en tampon CB se afiadid gota a gota 200 ul de una disolucién 50 mM de
hapteno activado en DMF. La reaccidn se llevd a cabo durante 4 h a
temperatura ambiente con agitacion suave y a continuacion, el conjugado se
purifico por cromatografia de exclusion molecular en Sephadex G-25 usando

tampdn PB como eluyente. El grado de conjugacién medido
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espectrofotométricamente fue de 11, 14 y 14 moléculas de hapteno por
molécula de proteina para BLa5, BLb6 y BLc5, respectivamente.

ity Conjugado o antigeno de ensayo

A 2.0 ml de una disolucion de 15 mg/ml de proteina albimina de huevo (OVA)
en tampén CB se afadié gota a gota 100 ul de una disolucion 100 mM de
hapteno activado en DMF. La reaccion se llevo a cabo durante 25 h a
temperatura ambiente con agitacion suave y a continuacién, el conjugado se
purificd por cromatografia de exclusién molecular en Sephadex G-25 usando
tampon PB como eluyente. ElI grado de conjugacion medido
espectrofotométricamente fue de 8, 8 y 9 moléculas de hapteno por molécula
de proteina para BLa5, BLb6 y BLcS, respectivamente.

iify Trazador o antigeno enzimatico

A 1.0 ml de una disolucién de 2.2 mg/ml de proteina peroxidasa de rabano
picante (HRP) en tampdn CB se afadid gota a gota 100 pl de una disolucidén 10
mM (o 5 mM) de hapteno activado en DMF. La reaccion se llevd a cabo
durante 4 h a temperatura ambiente con agitacion suave y a continuacion, el
conjugado se purificé por cromatografia de exclusion molecular en Sephadex
G-25 usando tampdn PB como eluyente. El grado de conjugacion medido
espectrofotométricamente fue de 6, 5 y 3 moléculas de hapteno por molecula
de proteina para BLab, BLb6 y BLc5, respectivamente.

d) Inmunizacién de conejos

Se inmunizaron 2 hembras de conejo blancas de la raza New Zealand con
cada conjugado BSA-hapteno siguiendo protocolos estandarizados [C. Suarez-
Pantaledn et al., J. Agric. Food Chem. 2010, 58, 8502-8511]. Cada animal
recibié 0.3 mg de uno de los conjugados disuelto en 1 ml de una mezcla 1:1 de
tampon PB y adyuvante de Freund completo. La inmunizacion prosiguié con la

inoculacion de una dosis de recuerdo cada 21 dias con la misma cantidad de
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conjugado pero empleando adyuvante de Freund incompleto. Diez dias
después de la cuarta inyeccion, los animales fueron exsanguinados y la sangre
obtenida se dej6 coagular a 4 °C durante toda la noche. Al dia siguiente, se
recupero el suero por centrifugacion, se diluyo a 2 con PBS frio y se le afadio
un volumen de sulfato amonico saturado. El precipitado proteico resultante se
recogio por centrifugacion y se redisolvio en tampon PBS frio. Finalmente, las
proteinas se reprecipitaron como anteriormente y se almacenaron en este
estado a 4 °C. Este precipitado contiene una mezcla indeterminada de
proteinas que denominamos antisuero, anticuerpo policlonal o simplemente

anticuerpo.

e) Procedimiento ELISA

Se emplearon placas de poliestireno de 96 pocillos. Cada antisuero se evalud
en los dos formatos clasicos de ELISA competitivo (el de antigeno o conjugado
inmovilizado con deteccion indirecta y el de anticuerpo inmovilizado con
deteccion directa) usando tanto conjugados homédlogos como heterblogos. Se
emplearon pipetas electronicas de 8 canales para la dispensacion rapida y
precisa de los inmunorreactivos. Después de cada etapa de incubacion, las
placas se lavaron cuatro veces con una disolucion de lavado, usando un
lavador de 96 canales ELx405 (Biotek Instruments, Winooski, USA). La
actividad peroxidasa usada como marcador se reveld con 100 ul por pocilio de
una disolucion 2 mg/ml de o-fenilendiamina en tampdn 25 mM citrato, 62 mM
fosfato, pH 5.4 conteniendo 0.012% (v/v} de Ho0O.. Este revelado se desarrollé
durante 10 min a temperatura ambiente y se pard usando 100 pl por pocillo de
H.S0, 2.5 M. Al finalizar los ensayos, la absorbancia de cada pocillo se leyé a
492 nm usando una longitud de onda de referencia de 650 nm en un lector de
microplacas PowerWave HT (Biotek Instruments, Winooski, USA). Las curvas
patron sigmoideas obtenidas al representar la absorbancia frente a la
concentracién de analito se ajustaron a una ecuacion logistica de cuatro
parametros usando el paquete informatico SigmaPlot de SPSS (Chicago, USA).

El titulo del antisuero se definid como el reciproco de fa dilucidon del antisuero
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que proporciona una sefial maxima (Ama) alrededor de 1.0 en ausencia de
analito libre en ensayo de ELISA competitivo en el formato de conjugado
inmovilizado homdlogo a 0.1 mg/ml con deteccion indirecta. La afinidad del
anticuerpo (ICso) se estim6é como la concentracion de analito libre capaz de

reducir a la mitad la seffal maxima.

i) Ensayos ELISA competitivos en formato de antigeno o conjugado

inmovilizado con deteccion indirecta

Las placas se tapizaron con 100 pl por pocillo de una disolucion de conjugado
OVA-hapteno a 1.0 0 a 0.1 ug/mi en tampon CB por incubacion durante toda la
noche a temperatura ambiente. Se prepararon diluciones seriadas de los
antisueros con un factor de dilucién de 1/3 en PBST. En cada columna se
dispensd 50 ul por pocillo de una curva estéandar completa del analito en PBS
seguido de 50 pl por pocillo de una diluciéon concreta de un determinado
antisuero en PBST. La misma distribucion de reactivos se repitié para cada
placa con un conjugado diferente. La reacciéon inmunoquimica se llevd a cabo
durante 1 h a temperatura ambiente y después se lavaron las placas. A
continuacion, cada pocillo recibié 100 ul de una dilucién 1/10000 de GAR-HRP
(conjugado comercial de peroxidasa con anticuerpos de cabra contra
anticuerpo de conejo) en PBST conteniendo 10% de suero bovino fetal. Esta
reaccion se dejo a temperatura ambiente durante 1 h. Después de lavar las
placas, se reveld la actividad peroxidasa retenida y se leyd la absorbancia a

492 nm como se ha descrito anteriormente.

ii) Ensayos ELISA competitivos en formato de anticuerpo inmovilizado con
deteccidn directa

Las placas se tapizaron con 100 ul por pocillo de una dilucién de antisuero en
tampon CB por incubacion durante toda la noche a temperatura ambiente. Se
prepararon diluciones seriadas del conjugado enzimatico HRP-hapteno con un
factor de dilucion de 1/3 en PBST. En cada columna se dispensé 50 ul por
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pocillo de una curva estandar completa del analito en PBS seguido de 50 l por
pocillo de una dilucidn concreta de un trazador enzimatico determinado en
PBST. La misma distribuciéon de reactivos se repitid para cada placa con un
antisuero diferente. La reaccion inmunoquimica se llevé a cabo durante 1 h a
temperatura ambiente y después se lavaron las placas. Finalmente, se revelé la
actividad peroxidasa retenida y se ley6 la absorbancia a 492 nm como se ha
descrito.

3) Resultados
i) Respuesta inmune

Los seis inmundgenos produjeron respuestas inmunes semejantes vy

equivalentes con titulos entre 3x10° y 1x10° (Figura 4).
ii) Seleccion de las mejores combinaciones de inmunorreactivos

Cada uno de los antisueros obtenidos se ensayd frente a conjugados de todos
los haptenos (homélogos y heterdlogos) usando el ensayo de tipo ELISA
competitivo, tanto en formato de ensayo de conjugado inmovilizado con
deteccién indirecta como en el formato de anticuerpo inmovilizado con
deteccién directa. Se ensayaron diferentes concentraciones de conjugado
frente a diferentes concentraciones de antisuero en ensayo competitivo
utiizando como competidor diferentes concentraciones de boscalid preparadas
por dilucion seriada. A partir de todos los haptenos fue posible generar
anticuerpos capaces de reconocer al boscalid con elevada afinidad. Este
resultado confirma la idoneidad de las estructuras propuestas para el objetivo
que se persigue. Los valores de ICsy y de la pendiente de la curva de inhibicion
resultante para cada combinacion de inmunorreactivos se han incluido en la
Tabla 1 (a-c) (Resultado de los ensayos en formato ELISA competitivo de

conjugado inmovilizado con deteccion indirecta) y la Tabla 2 (a-c) (Resultado
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de los ensayos en formato ELISA competitivo de anticuerpo inmovilizado con
deteccidn directa).

Tabla 1a
OVA-BLa5

Conjugado  Titulo As. ICsp
Antisuero (pg/mb (XTOS) Anaxy  Pend. (nM)
BLa5#1 0.01 30 0.91 0.82 3.8
0.1 300 1.05 0.67 25

BLab#2 0.01 100 0.94 0.72 4.0
0.1 1000 0.97 0.55 2.7

BLb6#1 0.1 30 0.73 1.07 1.1
1 100 0.64 0.85 7.7

BLb6#2 0.1 30 0.74 1.09 0.3
1 30 1.39 0.79 1.5

BLc5#1 0.1 100 1.06 0.83 1.3
1 300 085 0.68 6.0
BLch#2 0.1 30 1.05 0.70 14.9
1 100 1.24 0.33 33.3

Tabla 1b
OVA-BLb6

Conjugado  Titulo As. ICso
Antisuero  (pg/mi) (x10% Apax  Pend.  (nM)
BLab5#1 0.1 10 0.73 0.89 0.6
1 30 1.41 0.68 1.2

BlLa5#2 0.1 30 1.22 1.19 2.1
1 100 0.96 0.52 1.5

BLb6#1 0.01 30 1.13 0.70 1.5
0.1 300 1.1 0.62 0.9

BLb6#2 0.01 30 1.18 0.75 1.3
0.1 300 0.91 0.60 1.1

BLcb#1 0.1 30 0.76 0.76 2.3
1 30 1.06 0.67 24.8

BLcb#2 0.1 10 0.8t 1.12 3.1

1 30 1.29 096 5.1
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Tabla 1c
OVA-BLcS

Conjugado  Titulo As. ICs0
Antisuero  {ug/mi) (x10%) Arax  Pend.  (nM)
BLab#1 0.1 100 1.21 0.73 3.1
1 300 0.85 0.51 23.6

BLab5#2 0.1 300 0.78 0.71 5.0
1 300 1.27 056 78.0

BLb6#1 0.1 100 0.71 0.65 0.9
1 300 0.62 050 1.3

BLb6#2 0.1 100 0.88 0.81 1.6
1 100 1.11 0.62 26.8

BLch5#1 0.01 100 1.36 0.76 27
0.1 1000 069 0.71 47

BlLch#2 0.01 100 1.14  0.76 49
0.1 300 1.21 0.65 15.7

Tabia 2a
HRP-BLa5

Trazador Dil. As. ICso
Antisuero {ng/ml) (x103) Amax  Pend. (nM)

BLa5#1 3 60 0.79 052 1.1
3 30 1.03  0.71 4.3

BlLa5#2 3 60 1.00  0.61 47
3 30 1.32 0.65 13.9

BLb6#1 30 10 0.96 096 1.5
30 3 1.33 0.89 2.8

BLb6#2 30 10 0.86 0.82 0.9
30 3 0.70 0.84 0.8

BLc5#1 10 10 1.25 0.94 25
10 3 1.92  0.93 2.6
Blch#2 30 10 1.25 0.63 10.5
10 3 0.90 0.8 54
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Tabia 2b
HRP-BLb6
Trazador Dil. As. ICso
Antisuero  {ng/ml) (x10%) Arax  Pend.  (nM)
BLa5#1 30 10 061 099 0.8
30 3 067 155 27
BLa5#2 10 10 150  1.48 26
10 3 230 1.35 25
BLb6#1 3 60 0.73 066 1.7
3 30 0.91 0.68 6.0
BLb6#2 10 60 125 0.72 6.7
3 30 125 054 3.4
BLC5#1 10 10 120 1.05 47
10 3 1.70  0.91 47
BLc5#2 100 10 048 086  35.1
100 3 0.77 075 194
Tabla 2¢
HRP-BLc5
Trazador Dil. As. ICsg
Antisuero  (ng/ml) (x10% Amax  Pend.  (nM)
BLa5#1 10 10 1.04 076 2.8
10 3 1.24  0.82 2.8
BLa5#2 10 10 139  0.84 5.0
10 3 1.89 1.05 5.8
BLb6#1 10 10 0.92 0.78 2.6
10 3 1.5t 075 3.1
BLb6#2 10 10 152 0.82 1.5
10 3 124 085 2.2
BLc5#1 3 60 117 054 2.4
3 30 1.56  0.69 58
BLc5#2 3 60 125 0.76 46
3 30 159  0.75 7.6

En la Figura 5 se muestran las curvas de inhibicién obtenidas con el antisuero
BLb6#2 y el conjugado de BLab, tanto en formato de conjugado inmovilizado
con deteccion indirecta como con el formato de anticuerpo inmovilizado con
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deteccion directa. Para el ensayo indirecto se empled 0.01 pg de conjugado por
pocillo y la dilucién del antisuero en la etapa de competicidon fue de 1/30000. En
el caso del ensayo con formato directo, el pocillo se tapizé con 100 pL de una
disolucion del antisuero a 1/3000 y en la etapa competitiva se usé 3 ng de

trazador enzimatico heterdlogo.
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de férmula general (1):
B-X-L-Y
U

donde

B se selecciona entre uno cualquiera de los siguientes radicales (R-l), (R-ll),
(R-1ll) y (R-1V):

(R-ITD) (R-IV)

X puede estar presente 0 no y se selecciona entre O, S, NH y un atomo de
carbono saturado o insaturado;

L representa un espaciador de 0 a 40 atomos de carbono dispuestos en una
cadena lineal o ramificada, saturada o insaturada y que puede comprender
hasta dos estructuras de anillo y entre 0 y 20 heteroatomos siendo los
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heteroatomos seleccionados entre S, O y N, con la condicidn de que no mas de
dos heteroatomos puedan unirse en secuencia; e

Y es un grupo funcional seleccionado entre ~-COOH, -OH, -NH,, ~NH-, —Ns,
~CH,Cl, -CHCl-, -CHBr, -CHBr-, -CH,l, -CHI-, -CHO, -SH, -5-S-,
~SQO3H, -SO3H, ~OSO,Ph, ~OSO.Ar, ~NH-NH, y ~C(=N-NH;)-.

2. Ef compuesto segin la reivindicacion 1, donde X se selecciona entre Sy C.

3. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, donde L
representa un espaciador de 0 a 8 atomos de carbono dispuestos en una

cadena lineal.

4. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde Y es un
grupo funcional conjugable seleccionado entre un ~COOH, -CHO, -NH, y
~-SH.

5. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que se

selecciona entre:

| ] )
O i O {CH)5CO.H O 5(CH,)4CO»
O OCHN O

Cl

NHCO bz NHCO
2 S(CH,)4CO,H \Q O & cl
o -N Cl N

, y

6. Un compuesto de férmula general (l1):

[B-X-L-Z],~P
(1

donde
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B se selecciona entre uno cualquiera de los siguientes radicales (R-l), (R-ll),
(R-IIh) y (R-1V):

(R-ID) (R-IV)

X puede estar presente 0 no y se selecciona entre O, S, NH y un atomo de

carbono saturado o insaturado;

10 L representa un espaciador de 0 a 40 atomos de carbono dispuestos en una
cadena lineal o ramificada, saturada o insaturada y que puede comprender
hasta dos estructuras de anillo y entre 0 y 20 heteroatomos siendo los
heteroatomos seleccionados entre S, O y N, con la condicidén de que no méas de
dos heterodtomos puedan unirse en secuencia;

15
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Z es un grupo funcional seleccionado entre ~CONH-, -NHCO-, -NHCONH-,
~NHCSNH-, -OCONH-, -NHOCO-, -OCSNH-, -SCONH-, -S-, -5-S-,
~NH(C=NH)-, -CO-, ~-CHOH-, ~N=N-, -NH-y

S
N—

O

P se selecciona del grupo formado por péptidos, polipéptidos, polisacaridos o
polimeros sintéticos; y

n es un numero entero seleccionado entre 1 y 50 por cada 50 kilodaltons de
peso molecular de P.

7. El compuesto segun la reivindicacion 6, donde X se selecciona entre Sy C.

8. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 6 ¢ 7, donde L
representa un espaciador de 0 a 8 atomos de carbono dispuestos en una

cadena lineal.

9. El compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, donde Z se

selecciona entre un grupo ~CONH~, -NHCO-, -NH-, -5~y

S
N—

o)

10. El compuesto segdn las reivindicaciones 6 a 9, donde P se selecciona, del
grupo formado por albtimina, tiroglobulina, hemocianina, beta-galactosidasa,
peroxidasa, fosfatasa u oxidasa.

11. Un compuesto de férmula general (1l1):
[B-X-L-Z],-Q
(i
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donde

B se selecciona entre uno cualquiera de los siguientes radicales (R-), (R-ll),
(R-1l) y (R-IV):

5
S 5
(R-IIT) (R-IV)
X puede estar presente 0 no y se selecciona entre O, S, NH y un atomo de
carbono saturado o insaturado;
10

L representa un espaciador de 0 a 40 atomos de carbono dispuestos en una
cadena lineal o ramificada, saturada o insaturada y que puede comprender
hasta dos estructuras de anillo y entre 0 y 20 heteroatomos siendo los
heteroatomos seleccionados entre S, O y N, con la condicién de que no mas de

15 dos heteroatomos puedan unirse en secuencia;
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Z es un grupo funcional seleccionado entre ~CONH-, -NHCO-, -NHCONH-,
~NHCSNH-, -OCONH-, -NHOCO-, -OCSNH-, -SCONH-, -S-, -5-S-,
~NH(C=NH)-, -CO-, ~-CHOH-, ~N=N-, -NH-y

S
N—

O

Q es un marcador quimico isotépico o no isotdpico; y

h es un nimero entero entre 1 y 50 por cada 50 kilodaltons de peso molecular
de Q.

12. El compuesto segun la reivindicacion 11, donde X se selecciona entre S y
C.

13. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 11 6 12, donde L
representa un espaciador de 0 a 8 atomos de carbono dispuestos en una

cadena lineal.

14. El compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, donde

Z se selecciona entre un grupo ~CONH-, -NHCO~, -NH-, -S-y

_s
N_

0

15. El compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, donde Q se
selecciona, entre biotina, fluoresceina y sus derivados, fluoréforos de cianinas,
de rodaminas o de cumarinas, bipiridilos de rutenio, derivados de TEXAS RED
y de BODIPY, luciferina y derivados, ésteres de acridinio, asi como particulas

de oro coloidal, de carbdn o de latex.
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16. Un anticuerpo generado en respuesta a un inmunodgeno de férmula general
(1):
[B-X-L-Z],~P
(i

tal y como se define en cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10.

17. Método de deteccidn de boscalid en una muestra aislada que comprende

las siguientes etapas:

a. poner en contacto una muestra aislada con el anticuerpo generado
segun la reivindicacion 16;

b. incubar la muestra aislada y el anticuerpo del paso (a) durante un
periodo de tiempo adecuado para que tenga lugar una reaccidn
inmunoquimica y

c. determinar la existencia de reaccidon inmunoquimica tras la
incubacion del paso (b).

18. El método segun la reivindicacion 17, donde la determinacidn de la reaccion

inmunoquimica en el paso ¢ se realiza mediante un inmunoensayo.

19. Kit de deteccion de boscalid, que comprende los anticuerpos segun la

reivindicaciéon 16.
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