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RESUMEN

El objetivo principal de este trabajo es el desarrollo de un método dptico enzimatico para
determinar aminas biogénicas que posteriormente se pueda implementar en sensores o tiras
reactivas. Se basa en la reaccion de éstas con la enzima diaminooxidasa (DAO) generando H,0,
qgue a su vez reacciona con la enzima peroxidasa (HRP) produciendo cambios en las
propiedades dpticas de la HRP, que permiten la determinacion de las aminas.

El método desarrollado es util para determinar cadaverina, putrescina y histamina, si bien esta
ultima en un orden de magnitud superior. En cuanto a las otras aminas, tiramina y triptamina
regeneran a HRP impidiendo la posibilidad de su determinacién y la reaccion de DAO con
feniletilamina es demasiado lenta para poder determinarla.

Por otro lado, si la reaccidn de HRP con H,0, se realiza en presencia de un colorante (ABTS)
este cambia sus propiedades de absorcién dando un producto coloreado azul que permite
determinar las aminas. Se han optimizado las condiciones encontrando que la relacion éptima
de ABTS:HRP para obtener una sefial estable es 40:1 y de ABTS:H,0, es de 20:1, con una
concentracién de HRP 1.10° M y de DAO de 1,8 U/mL en cubeta.

Si bien la histamina regenera las sefiales obtenidas y supone una interferencia se puede
determinar cadaverina y putrescina en presencia de tiramina, triptamina, histamina vy
feniletilamina siempre que todas estas aminas se encuentren en la misma concentracién que
cadaverina y putrescina o inferior, en las condiciones establecidas.

Finalmente se ha llevado a cabo la determinacion de cadaverina y putrescina en una muestra
real en que estén presentes el resto de aminas con un error del 8.6%.



ABSTRACT

The main objective of this work is the development of an optical enzymatic method for the
determination of biogenic amines that will be later implemented in sensors or strip tests. It is
based on the reaction of these amines with the enzyme diaminooxidase (DAQO) which produces
H,0, and these reacts with the enzyme peroxidise (HRP) that produces changes in the optical
properties of HRP that allows the determination of the biogenic amines.

The method developed is useful for determining cadaverine, putrescine and histamine, but
when histamine is an order of magnitude higher. As for the other amines, tyramine and
tryptamine regenerate at HRP preventing the possibility of its determination and the reaction
of DAO with phenylethylamine is too slow to be able to determine it.

On the other hand, if the reaction of HRP with H,0, is performed in the presence of a dye
(ABTS), this changes its absorption properties giving a blue coloured product that allows to
determine the amines. The conditions have been optimized by finding that the optimal ratio of
ABTS: HRP to obtain a stable signal is 40: 1 and ABTS: H,0, is 20:1, with a HRP concentration of
1.10°M and DAO of 1.8 U / mL in tray.

Although histamine regenerates the signals obtained and supposes an inerference, cadaverine
and putrescine can be determined in the presence of tyramine, tryptamine, histamine and
phenylethylamine provided that all these amines are in the same concentration as cadaverine
and putrescine or lower.

Finally, the determination of cadaverine and putrescine was carried out in a real sample in
which the remaining amines were present with an error of 8.6%.
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1. INTRODUCCION
1.1 {Qué son las aminas biogénicas?

Las aminas biogénicas (AB) son compuestos de bajo peso molecular que poseen en su
estructura al menos un grupo amino.

Desde un punto de vista bioldgico tienen una actividad fisiolégica importante para los seres
vivos por lo que se encuentran de forma natural en ellos y también en los alimentos. Sin
embargo, su concentracién puede aumentar hasta niveles que pueden ser téxicos ya que
también se forman por la descarboxilacion de sus aminoacidos de origen debido a la accion de
microorganismos.

Los factores que influyen en la formacion de AB en los alimentos incluyen la disponibilidad de
aminodcidos libres, la presencia de microorganismos que puedan descarboxilarlos y las
condiciones favorables de dichos microorganismos para el crecimiento y la produccion de sus
enzimas. En este caso influirdn tanto las condiciones de conservacion (pH, temperatura...)
como las de procesado’.

Las mas abundantes en alimentos son la histamina, putrescina, cadaverina, tiramina,
triptamina, feniletilamina, espermina y espermidina. Se muestran en la figura 1.
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Figura 1: Estructura de las diferentes aminas biogénicas.

Las aminas biogénicas se diferencian entre ellas segln su estructura quimica o en funcion del
nimero de grupos amino que poseen®. Atendiendo al primer criterio pueden ser alifaticas
(putrescina, cadaverina, espermina, espermidina), aromaticas (tiramina, feniletilamina) o
heterociclicas (histamina y triptamina). Teniendo en cuenta el nimero de grupos amino en la
cadena alifatica se pueden clasificar en monoaminas (histamina, feniletilamina y tiramina),
diaminas (putrescina y cadaverina) o poliaminas (espermidina y espermina).



1.2 Importancia de la determinacién de aminas biogénicas en alimentos

En los ultimos afios se ha incrementado el interés en la determinacidon de las aminas
biogénicas presentes en alimentos a causa de dos motivos principales. Por un lado debido a su
posible efecto toxicoldgico en la salud humana y por otro, porque pueden ser empleados como
un indicador de calidad y frescura de alimentos o materias primas.

1.2.1 Importancia toxicoldgica

La intoxicacidn por tiramina se conoce como la reaccidn al queso (aunque estd presente en
otros alimentos)®. La importancia de la tiramina en los alimentos se debe principalmente a sus
implicaciones toxicoldgicas ya que, aparte de ser ligeramente toxica por si misma, reacciona
con farmacos inhibidores de la monoamino oxidasa (MAOI) que dan lugar a crisis
hipertensivas.

La intoxicacidn por histamina es la mas frecuente y se le conoce como “intoxicaciéon por
escoOmbridos” por estar relacionada con el consumo de pescados de esta familia (bonitos,
atunes,...), aungue existen casos aislados de intoxicacién por histamina debidos al consumo de
otros alimentos.

Cadaverina y putrescina también presentan toxicidad si se ingieren en altas dosis potenciando
ademas la toxicidad de las anteriores. Por otro lado, pueden reaccionar con nitritos dando
nitrosamidas®, un potencial cancerigeno.

El organismo dispone de mecanismos de desintoxicacién por accién de las enzimas amino
oxidasas (monoamina oxidasa MAO, diamina oxidasa DAO y poliaminaoxidasa PAO) si bien a
veces estos procesos pueden ser deficitarios debido a distintas circunstancias como
enfermedades, problemas genéticos o presencia de inhibidores como alcohol o farmacos
antidepresivos.

1.2.2 Indicativo de calidad

Puesto que el contenido en algunas aminas biogénicas (AB) aumenta en alimentos al mismo
tiempo que su degradacion, su contenido se ha empleado como un indicativo de calidad y
frescura de los mismos. La relacidon entre las cantidades de AB particulares en un producto
alimenticio y el grado de descomposicién del mismo, ha sido empleado para estimar un
pardmetro conocido como BAI (Biogenic Amines Index) para productos marinos que se calcula
mediante la siguiente ecuacion’:

¢ Him+ ¢ Put + ¢ Cad

BAI =
1 4+¢3pd+cSpm

Donde Him= histamina, Put = putrescina, Cad=cadaverina, Spd = espermidina,
Spm = espermina (c = concentracion en mg/kg)

Un valor de BAI por debajo de 1 denota un producto de buena calidad, un valor entre 1 y 10 es
considerado mediocre, mientras que un valor mayor a 10 denota descomposicion.



1.3 Legislacion

A pesar de la importancia de las aminas biogénicas, no existe legislacidn especifica para todas
ellas y es complicado establecer los niveles de toxicidad, dependientes tanto del tipo de
alimento como del individuo.

La histamina es la mas estudiada y la Unica para la que existe legislacién (Tablal);
principalmente para la cuantificacion de dicha amina en muestras de pescado®.

TIPO DE MUESTRA VALOR LIMITE DE HISTAMINA
Escombridos 100 mg/kg
Salmueras 200 mg/kg

Tabla 1: valores limite de concentracién de histamina permitidos en productos de la pesca.
1.4 Métodos de determinacion

Los primeros métodos publicados para la determinacion de aminas biogénicas eran para la
histamina y se basaban en colorimetria o fluorimetria, previa separacién y derivatizacién, por
lo que eran largos y tediosos.

Actualmente existen varios métodos analiticos disponibles para la deteccidn, aislamiento y
cuantificacidon de los niveles de aminas biogénicas en productos alimenticios. Estos incluyen
métodos cromatograficos, fluorimétricos y sensores.

Los valores de limite de deteccion de los métodos utilizados para cuantificar éstas son por lo
general a nivel de ppm.

El método mas aplicado suele ser la cromatografia HPLC de fase reversa’. Se necesita una
etapa de derivatizacién antes del proceso de separacién para la deteccidon de este tipo de
aminas por UV o fluorescencia. El uso de detectores MS / MS acoplados con HPLC permite
eliminar la etapa de derivatizacién pero encarece el precio de los instrumentos. Actualmente
existen novedosas tecnologias para la extraccion en fase sdlida y liquida con el fin de
concentrar las aminas y aumentar su sensibilidad desde los ppm a ppb.

El creciente interés de la industria del sector alimentario por realizar un control de calidad mas
rapido y econémico, demanda métodos analiticos que sean compatibles con sus necesidades y
qgue puedan ser usados en linea. En este contexto, el desarrollo de sensores cumple un papel
fundamental. Hasta la fecha los biosensores para aminas biogénicas son electroquimicos y se
componen de varias combinaciones de diferentes enzimas aminooxidasas en funcion de la
amina a medir. Por ejemplo con la diaminooxidasa (DAO) se han determinado AB totales,
monoaminooxidasa (MAOQO) se ha usado para tiramina, triptamina y feniletilamina, mientras
que putrescinaoxidasa (PAO) se ha usado para la determinacién de putrescina®.

Estan basados en reacciones similares a la que se muestra a continuacion, para luego reducir
electroquimicamente el H,0, formado obteniendo una sefial analitica.

Amina biogénica + O,+ H,0+DAO ——> Aldehido +NH; + H,0,



2. OBIJETIVOS Y PLANTEAMIENTO

Como se ha comentado en la introduccidn, desde el mundo de salud publica y de la industria
alimentaria hay un creciente interés en poder disponer de métodos analiticos que permitan,
tanto la deteccidon rdpida como la monitorizacion de aminas biogénicas (AB).

El grupo de investigacion en el que se ha llevado a cabo este trabajo colabora con el
laboratorio de salud publica de la DGA, en el que se ha puesto a punto un método analitico
para determinar putrescina, cadaverina, feniletilamina, tiramina, triptamina e histamina en
alimentos dirigidos al consumo humano, que ha sido validado por la ANECA. El presente
trabajo se va a centrar en esas aminas.

El objetivo principal de este trabajo es el desarrollo de un método dptico enzimatico para
determinar aminas biogénicas que posteriormente se pueda implementar en sensores o tiras
reactivas, y que se basa en el esquema 1. Dichas aminas reaccionan con la diaminooxidasa
(DAO) generando H,0, que a su vez reacciona con la enzima peroxidasa (HRP).Durante esta
reaccién se observan cambios en las propiedades Opticas de la enzima que permiten su
seguimiento. Ademas, si esta reaccidn se realiza en presencia de un colorante, como 2,2'-
azino-bi (3-etilbenzotiazolina-6- acido sulfénico) (ABTS), se obtiene un producto coloreado que
también permite la determinacidn cuantitativa de las AB mediante espectrofotometria de
absorcion molecular UV-Vis. Si el color es estable, se podria utilizar para el desarrollo de tiras
reactivas para la determinaciéon de presencia o ausencia de estas aminas en muestras de
alimentos.

DAO,, DAO,,

HRP
AB +0, +H,0 g Aldehide +NH, + Hzﬂi '
ABTS*

Esquema 1: Reacciones de estudio en el desarrollo del método analitico enzimdtico.
En concreto se propone:

1. Busqueda previa y consulta de articulos y metodologias ya existentes relacionadas
con el tema.

2. Comprobacidon de los resultados ya existentes en el Grupo de Biosensores
Analiticos, grupo de investigacidon en que se ha realizado el trabajo.

3. Estudio de la reaccion enzimatica en disolucion de peroxidasa (HRP) con perdxido
de hidrégeno.

4. Estudio de la reaccion de las AB (putrescina, cadaverina..) con la enzima
diaminooxidasa (DAQO) produciendo H,0, que a su vez reaccionara con la enzima
peroxidasa (HRP) produciendo variaciones en sus propiedades de absorcion.

5. Estudio de la reaccion HRP y peréxido de hidrégeno con el colorante ABTS.

6. Estudio de la reaccion de las AB con DAO, HRP y ABTS en el que se optimizaran las
condiciones de medida y concentraciones de los diferentes reactivos.



7. Determinacion de las caracteristicas analiticas una vez optimizadas las variables.

8. Una vez caracterizada la reaccion, se intentard aplicar a muestras reales
suministradas por el Laboratorio de Salud Publica de la DGA.

Todo esto ird acompanado del correspondiente tratamiento de datos estadistico y la
correcta presentacién de los resultados.

3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Reactivos y disoluciones

3.1.1 Reactivos v disoluciones generales

= Disolucién amortiguadora H,PO,/ HPO,* 0,1M pH=6: se prepara disolviendo 4,84 g de
NaH,PO, (Panreac 122018.1211) en 400 mL de H,0 miliQ y se ajusta el pH con una
disolucion de NaOH 2M.

= Disolucién comercial de peréxido de hidrégeno, H,0, 33% (m/V) (Panreac
131077.1211).

Disoluciones de perdxido de hidrogeno para las rectas de calibrado preparadas por
diluciéon de la disolucidon comercial en disolucidon amortiguadora pH=6.

= 2,2'-Azino-bi  (3-etilbenzotiazolina-6- dacido sulfénico)diammoniumsalt, 98%
(ABTS)Para la preparaciéon de una disolucion base de ABTS 4,40.10° M se pesan
exactamente 2,40 mg en un vial previamente tarado en la balanza analitica y se
disuelve en 1 mL de tampon pH=6 afiadido con micropipeta.

Disoluciones de ABTS preparadas por dilucién de la disolucidn inicial preparada de
concentracion 4,40.10° M.

3.1.2 Enzimas

=  Peroxidasa (HRP) (EC1.11.1.7)(Peroxidase from Horseradish). Sigma P8125 52 U/mg.
Para la preparacion de HRP de 594,88 U/mL se pesan 5,72 mg en una balanza
analitica de precisidon. Este peso se realiza sobre un vial previamente tarado. A
continuacién se disuelve este contenido en 500 microlitros de disolucion
amortiguadora pH=6.

= Diamina Oxidasa (DAO).Molirom P021 50 U/mL. La DAO se prepara en viales en los
que se introduce 100 pL de DAO (50 U/mL) y se afiaden 150 pL de disolucidn
amortiguadora pH=6 (0,1M).

3.1.3 Aminas
= Putrescina(Putrescine dihydrochloride) Sigma P7505 98 % pureza.
= Cadaverina (Cadaverine dihydrochloride) Sigma C8561 98 % pureza.
= Histamina (Histamine dihydrochloride)Sigma 53300 99 % pureza.

=  Feniletilamina (2-phenylethylamine hydrochloride) Sigma P6513 98 % pureza.



= Tiramina (Tiramyne hydrochloride) Sigma T287998 % pureza.
=  Triptamina (Triptamine hydrochloride)Sigma 246557 99 % pureza.

La preparacion de las disoluciones de las distintas aminas se llevd cabo pesando una masa
exacta de cada una de ellas en la balanza analitica en un vial previamente tarado.
Posteriormente se afadid un volumen de 500 microlitros de disolucién amortiguadora con
ayuda de una micropipeta. Se prepararon disoluciones de concentracion 0,1M.

A partir de las anteriores, se prepararon las diluciones necesarias, para obtener las
concentraciones intermedias requeridas para los diferentes estudios.

3.2 Instrumentacion y material

3.2.1 Instrumentos

=  pH-metro CRISON, Basic 20, para la realizacidn de las medidas de pH.
= Balanza analitica de precisién. GR-202-EC (max. 210g, min. 1mg).

= Espectrofotémetro de absorcién molecular de fotodiodos UV-Vis Agilent 8453A,
que permite medir entre 190-1100nm.

3.2.2 Material y aparatos

=  Vasos de precipitados.

Agitador Magnético A-01, SBS.

=  Micropipetas de volumen variable: Socorex(5-50 L, 10-100 pL y 100-1000 pL).

Material desechable: viales, tubos falcon, pipetas pasteur, puntas de
micropipetas.

Cubetas Hellma de vidrio y cuarzo 1cm de paso éptico
3.3 Procedimiento operativo

Se obtuvo la sefial de las distintas medidas realizadas con un espectrofotémetro de absorcidon
molecular de fotodiodos UV-Vis.

Para llevar a cabo las medidas en dicho instrumento se utilizaron cubetas de vidrio de 1 cm de
paso optico. Antes de comenzar las medidas se realizd un blanco que solo contenia la
disolucion amortiguadora H,PO,/ HPO,> 0,1M pH=6. El volumen final en cubeta de todos los
ensayos realizados es de 2mL.

Las determinaciones se llevaron a cabo con el modo cinético del espectrofotémetro. Se
seleccioné el tiempo total de medida asi como el tiempo de ciclo (si no se quiere realizar las
medidas en continuo).

Se afiadieron los reactivos iniciales, se introdujo la cubeta en el espectrofotometro y se
empez6 a medir. Transcurridos unos segundos para tener la linea base, se adiciond el analito
observando la variacién de absorbancia. Los reactivos iniciales y el orden de adicién dependen
del tipo de ensayo.



La longitud de onda de medida depende de la especie elegida para seguir la reaccion. Si se
mide la variacion de absorbancia de la HRP la A es 420nm, aunque hay otras posibles; si se
mide la absorbancia del ABTS+, se puede medir a 415, 570 o 730 nm.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Estudio reaccion HRP-H,0,

Se comenzd con el estudio de la reaccidon enzimatica entre HRP y H,0, (comercial) a partir de
las propiedades espectroscépicas de la enzima.

Las peroxidasas’ son un tipo de enzimas que pertenecen a la categoria de oxidorreductasas;
practicamente todas ellas son hemoproteinas y tienen como sustrato comun el H,0,. Las
peroxidasas (HRP) catalizan la oxidacidn de diferentes sustratos (S) con H,0, de acuerdo con el
siguiente esquema general:

Fe () o

i

HRP e S
kf)
L
o 'h': s o o
il:::’[k"- 2 HRPIl  Fe (1v)
[
HRP1 k:{‘?S,,,
Fe (V)

Esquema 2: Mecanismo de reaccién de HRP

En el estado nativo de la peroxidasa el grupo hemo contiene Fe (lIl). En la etapa de oxidacion
HRP reacciona con H,0, para generar un intermedio denominado HRPI cuyo grupo hemo
presenta un estado de oxidacién formal +5. La regeneracidn de la HRP es llevada a cabo por
sustratos reductores: primero HRPI es reducido a HRPII, cuyo grupo hemo presenta un estado

H202 es de

de oxidaciéon formal +4, y después HRPII es reducido a HRP. El valor descrito para k;
1,0-10"a 1,5:10’ M * s !, mientras que los valores para k,’ y ks° dependen del sustrato. Los
valores descritos en la bibliografia para las diferentes constantes cinéticas indican que la

Gltima etapa de reduccidn es la limitante del proceso™.

Estudios anteriores’ demostraron que las condiciones dptimas de trabajo son en exceso de
HRP, ya que se obtiene una relacién lineal con la concentraciéon de H,0, cumpliendo el
siguiente modelo matematico.

1 ky oy, 10"
=—2—[1-10" |+
MAbs,, Ag, A " Be, HO,L,

Se realizd una calibracion con diferentes concentraciones de H,0, para una concentracion de
HRP (5.10°M) midiendo la variacién de absorbancia a 420 nm.



Se obtuvieron los datos de la figura 2

1o y= 1E-0%K + 1,705
14 Ri= 0,992

13
10

1/AABS

o SaHTHN) 1000000 1500000

LIH O M)

Figura 2 Relacién entre la inversa de la variacién de Abs a 420nm de una disolucién de HRP y la inversa de la
concentracion de H,0, en disoluciéon amortiguadora H,PO, / HPO42' 0,1M pH=6.

Como se puede comprobar, realizando un ajuste lineal por minimos cuadrados, el método
presenta un intervalo de respuesta lineal de8-10” hasta 7-10° M.

La forma de la sefal se muestra en la figura 3 (ensayol). Como se puede observar hay un
aumento de la absorbancia a 420nm que se mantiene estable un tiempo para después volver
al origen debido a la regeneracién de la enzima.

4.2 Influencia de la enzima diamino oxidasa (DAO) sobre la reaccion HRP- H,0,.

Puesto que para que se obtenga H,0, de las aminas es necesaria la enzima diamino oxidasa
(DAO), se estudid si la presencia de ésta afecta a la reaccion de la peroxidasa (HRP) con H,0..

Para ello, se realizaron dos ensayos. En el primero se llevd a cabo la reaccion HRP y H,0, en
ausencia de DAO y en el segundo se realizé en presencia de DAO.

La concentracién de H,0, es 2,5.10° que corresponde al centro del rango lineal de la recta de
calibrado obtenida para la reaccion HRP-H,0,. Las concentraciones y resultados obtenidos se
observan en la figura 3.

—Engayd 1 (5in DAD)

—Engayo 2 (con DADH)

B
E 0,25
. DAO (U/ml) HRP (U/ml)
o, 1,8 50,3
0,15
L] 200 A00 600 200
Tiempo (5)

Figura 3 Variacién de la sefial con el tiempo a 420nm en presencia y ausencia de Diamino oxidasa (DAO).



Con los resultados obtenidos se pudo concluir que la forma de la sefial es muy parecida en
ausencia o presencia de DAO, lo que pone de manifiesto que se puede determinar perdxidos
de hidrdgeno. Si bien, prestando atencién a la parte derecha de la gréafica en presencia de DAO
se produce la regeneracién de la HRP a mayor velocidad.

4.3 Estudio de las distintas aminas biogénicas con DAO y HRP.

Se estudid la reaccion de las diferentes aminas con DAO y HRP observando la variacion de
absorbancia de la HRP a 420nm. La reaccién de putrescina, cadaverina e histamina ya habia
sido estudiada en el grupo de investigacion. Se comenzé comprobando los resultados
existentes para posteriormente ampliar el método a las otras aminas .Las condiciones elegidas
establecidas previamente en el grupo de investigacién: 50U/mL de HRP y 1,8 u/mL de DAO.

4.3.1 Estudio con Putrescina
Se prepararon disoluciones con concentraciones crecientes de putrescina desde 1,20.10°M
hasta 6,00.10°M en cubeta. La figura 4 muestra la forma de la sefial que se obtuvo. Como se
puede ver hay también un aumento de sefial, si bien es mds lento debido a la cinética de

reaccion entre DAO y amina para formar los perdxidos.

04
0,353 ~
0,3 1
0,25 ~
0,2 1
0,15 A
0,1 7
0,05 A
D T T T 1

0 200 400 600 800

Abes

Putrescina6.10-6 M

Tiempo (s)
Figura 4. Sefial obtenida para putrescina 6,00.10° M

La calibracién obtenida se muestra en la figura 5.

y = 37166x-0,025 o
R= 0,990
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Figura 5 Recta de calibrado para la putrescina representando la variacién de absorbancia a 420nm frente a la

concentracion de amina presente en cada punto.

Se pudo comprobar cémo el rango lineal obtenido para la putrescina va desde 1,21.10°M
hasta 4,56.10°M, ya que el tltimo punto preparado no entra dentro del rango lineal.



4.3.2 Estudio con cadaverina

Se realizd el estudio de manera andloga al realizado con la putrescina. Los resultados
obtenidos se muestran a en la figura 6.
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Figura 6 Recta de calibrado para la cadaverina representando la variacién de absorbancia a 420nm

frente a la concentracién de amina presente en cada punto.

A la vista de los resultados obtenidos se concluyé que los puntos se ajustan a una recta que
presenta un rango lineal desde 1,25.10° M hasta 7.10° M.

4.3.3 Estudio con Histamina

En este caso las concentraciones que se prepararon de histamina son un orden de magnitud
superiores que en el caso de la putrescina y la cadaverina.

Las anteriores tienen una estructura similar de cadena alifatica y diaminas. Si nos fijamos en la
estructura de la histamina, (que se muestra en la introduccion, pagina 1, figura 1) se ve que es
completamente distinta, posee aromaticidad y es una mono amina. Pruebas realizadas con la
histamina en concentraciones del mismo orden de magnitud que putrescina y cadaverina no
dan una sefial perceptible y por ello en este caso las concentraciones que se prepararon se
encuentran entre 5,00.10° M hasta 5,00.10°M. La calibracidn se muestra en la figura 7.

0,08

0,06

AABS

0,04
0,02 b

0,00£+00 LOOE-05 2 00E-05 3,00E-05 4,00€-05 5, 00E-I5

|Histamina] {M)

Figura 7: Recta de calibrado para la histamina representando la variacién de absorbancia a 420nm frente a la

concentracioén de amina presente en cada punto.

A la vista de los resultados obtenidos se pudo concluir que los puntos se ajustan a una recta
que presenta un rango lineal desde 5.10° M hasta 5.10° M.
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4.3.4 Estudio con Feniletilamina, Tiramina, Triptamina

La estructura de estas 3 aminas es similar a la histamina por lo que se esperaba obtener
sefiales similares a las obtenidas con dicha amina; es decir, reaccién mas lenta y con menor
variacion de absorbancia que putrescina y cadaverina sin embargo una vez realizados los
ensayos no se obtuvieron los resultados esperados. Para la feniletilamina la reaccidon era muy
lenta y practicamente incuantificable mientras que para tiramina y triptamina no se obtuvo
sefial alguna.

Se pensaron dos hipdtesis:
1. Que no reaccionaran con la DAO ya que son monoaminas.
2. Que influyeran en la reaccidn de HRP regenerandola.

En un estudio paralelo a este trabajo llevado a cabo en el laboratorio se pudo comprobar que
las aminas si que reaccionaban con DAO aunque a menor velocidad que cadaverina y
putrescina.

La segunda hipdtesis se estudia en detalle en el siguiente apartado.
4.4 Influencia de la presencia de aminas en la reacciéon HRP- H,0,

Para estudiar si tiramina y triptamina influyen en la regeneracion de HRP se llevaron a cabo
dos ensayos. Ambos contienen HRP, tampon pH=6 y H,0,. La diferencia es que uno de ellos se
realiza en presencia y otro en ausencia de una mezcla de aminas que contiene putrescina,
tiramina, triptamina, histamina y feniletilamina. Las concentraciones de los reactivos asi como
los resultados obtenidos se muestran en la figura 8.

04
035 HRP (M) DAO (M)  H202(M) MEZCLA AMINAS (M)
e 503U/ml 1,8U/ml  2,50.10°M 5,00.10°M
0,3
0,25
2
é 0,2
0,15
01 Sinaminas
005 ——Con aminas

0

0 200 0 600

. 40
Tiempo (s)
Figura 8 Espectros obtenidos a 420nm en presencia y ausencia de aminas.
Como se pudo apreciar, la sefial cambia significativamente cuando la reaccion se lleva a cabo
en presencia de una mezcla de aminas, por lo que se puede concluir que la hipdtesis de la
regeneracion es cierta.

Se procedié al estudio de la influencia de cada una de las aminas por separado para saber cual
o cuales de ellas son las que actlan como interferencia. Los resultados se muestran en la
figura 9.
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Figura 9 Espectros obtenidos a 420nm en ausencia de aminas y en presencia de cada una de ellas
en concentracién 5.10°M por separado.

Se pudo concluir, a la vista de los resultados que la putrescina, la histamina y la feniletilamina
no interfieren en la sefial, sin embargo tiramina y triptamina actian regenerando a la enzima.
Este resultado es coherente con los resultados experimentales obtenidos anteriormente para
la calibracién de las distintas aminas con HRP-DAO ya que ni la tiramina ni la triptamina
produjeron sefial apreciable, debido a que provocan la regeneracion de la HRP.

4.5 Estudio de la reaccion HRP-H,0, con el colorante ABTS.

Puesto que el objetivo final es la aplicacion del método en el futuro desarrollo de tiras
reactivas, se llevo a cabo la introduccién de un colorante. También es importante su estudio
para conocer si dicho colorante evita la regeneracién por parte de la tiramina y la triptamina.

Se eligid una conocida reaccion catalizada por la enzima peroxidasa (HRP), que se basa en la
oxidacion de un electron desde el 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) conocido
como ABTS para dar el correspondiente radical catiénico ABTS™.

_ _HaP .
| )LN N—'{ : j '}=N—~N=< L;I\ i
e ”“‘SD HgD- /[ - SO;

ABTS ABTS"

0.5

Esquema 3: Reaccidn de oxidacién del ABTS catalizada por HRP.

El producto de la reaccién es un compuesto que presenta un color azul. Gracias a esta
propiedad, se puede cuantificar la sustancia por espectrofotometria de absorcién molecular
UV-VIS. Se monitorizd el cambio de absorbancia de las especies ABTS (forma reducida) y
ABTSe+ (forma oxidada) con el tiempo. Es importante destacar que se necesita una sefial
coloreada que se mantenga en el tiempo y no desaparezca rapidamente.

La variacion de los espectros del ABTS durante la reaccién se muestra en la figura 10.
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Figura 10 Variacién de los espectros durante la reaccidn.

Como se puede observar en el espectro el ABTS presenta absorbancia en la zona de 415nm asi
como tres maximos en la zona del visible.

Se comenzd estudiando la reaccion HRP-H,0,-ABTS y posteriormente se introdujo la DAO vy
aminas sustituyendo al H,0,.

Partimos de la base que tenemos de la calibracién de la putrescina, en la que el rango lineal
obtenido fue desde 1,20.10°M hasta 4,50.10 *M. Como la putrescina es una diamina, por
cada molécula de putrescina hay dos grupos amino y cabe esperar la obtencidon de dos
moléculas de H,0,. Por lo tanto el rango lineal para el H,0,ird desde 2,20.10° M hasta
9,00.10°M.

4.5.1 Optimizacion de la concentracion de colorante (ABTS)

La reaccidn de estudio presenta estequiometria (1:2) H,0, respecto ABTS.

H,0, +2ABTS HRP 2 ABTS*+2]

Para optimizar la relacion ABTS:H,0, se mantuvo fija la concentracion de HRP 1,10.10°Mm, yla
de H,0, 2,20.10°M. La concentracidn de ABTS se modificé segun las relaciones expuestas en la
tabla2.

Relacion de concentraciones(ABTS:H,0,) Concentracion (M)

2:1 4,40.10°
20:1 4,40.10°
50:1 1,10. 10"
100:1 2,20.10"
200:1 4,40.10™*

Tabla 2: concentraciones de ABTS utilizadas en los diferentes ensayos.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 11.
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Figura 11 Representacion de la variacién de absorbancia con el tiempo para las diferentes concentraciones de

ABTS a 415nm.Los circulos representan una deriva de la sefial cuyas causas se estudian a continuacion.

Puesto que se buscaba una sefial estable en el tiempo se eligid la relacion éptima de ABTS:

H,0, (20:1) ya que con relaciones superiores no se obtienen sefiales mayores.

En la figura 11, ademas de estos resultados comentados, se puede observar una deriva de la
sefial (marcada con un circulo). La sefal alcanza el maximo de absorbancia, pero sigue
aumentando poco a poco con el tiempo. Este fendmeno también se ve en la linea base y se va
a estudiar a continuacién.

4.5.2 Estudio de la deriva de sefial obtenida.

Se llevaron a cabo diferentes pruebas experimentales hasta determinar la causa de la deriva.

e Una hipdtesis que se barajd era la posible interaccidn del colorante con HRP. Se llevo a
cabo un ensayo de ABTS sélo en cubeta y transcurrido un tiempo, se afiadié HRP. Y la
deriva existia desde el principio.

e Otra de las hipdtesis que se planted fue una posible interaccién entre el colorante y el
oxigeno que pudiera oxidar al colorante produciendo la deriva. Para comprobarlo se
hicieron dos ensayos. En ambos casos se puso ABTS como reactivo en cubeta pero el
primer ensayo se realizd en presencia de 0, y el segundo ensayo purgando con una
corriente de N,. La deriva continuaba apareciendo.

e Se pensd que el tampdn podia afectar a la sefial, por ello se hicieron ensayos
preparando las disoluciones con agua mili Q en lugar de la disolucién amortiguadora a
pH=6. La deriva continuaba.

e Finalmente se pensd que este efecto en la sefial podia deberse a un proceso
fotoquimico puesto que a al ser un equipo de red de diodos toda la luz de la ldmpara
de deuterio esta irradiando la muestra. Para comprobarlo se llevaron a cabo también
varias pruebas midiendo en continuo, en ciclos de 30s y se utilizd un filtro que
eliminaba a radiacion inferior a 400 nm. Se comprobd que cuando se utiliza dicho
filtro, no se obtiene deriva en la sefial (figura 12) y por lo tanto se puede concluir que
el problema era del tipo fotoquimico. A partir de entonces se colocé un filtro entre la
muestra y la ldmpara para evitar la deriva.
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4.5.3 Optimizacion de la concentracion de enzima peroxidasa (HRP)

Se optimizé la concentracién de HRP, para ello se prepararon disoluciones con distinta
concentracion de HRP de manera que las relaciones ABTS:HRP sean las de la tabla 3.

Concentracion Relacion de concentracion

(mol/L) (ABTS:HRP)

2,01.10° M 80:1
1,50.106 M 60:1
1,00.10° M 40:1
3,00.10° M 15:1
1,00.10° M 5:1
2,00.10° M 3:1

Tabla 3: Concentraciones de HRP utilizadas en los diferentes ensayos.

Los ensayos se llevaron a cabo manteniendo la relacion de ABTS: H,0, (20:1) optimizada
previamente y los resultados se muestran en la figura 12.
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Figura 12: Representacion de la variacién de absorbancia con el tiempo para las diferentes concentraciones de
HRP a 415nm.

A la vista de los resultados obtenidos, se pudo concluir que para relaciones de concentraciéon
ABTS:HRP igual a 40:1 se obtiene la maxima sefal y suficientemente estable en el tiempo. Esta
es la forma de sefial que interesa ya que tras alcanzar el maximo de absorbancia permanece
constante en el tiempo y esto permitira que el color del producto de la reacciéon no
desaparezca de las tiras reactivas.

Como conclusién la concentracién dptima de HRP es de 1.10°M, correspondiente a la relacién
ABTS:HRP(40:1).

4.5.4 Optimizacion de la concentracion de diamino oxidasa (DAQO)

Se realizaron ensayos con diferentes concentraciones de DAO para estudiar la posible
influencia en la reaccién HRP-H,0,-ABTS.

Las concentraciones y resultados obtenidos se muestran en la figura 13.
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Figura 13: Variacién de absorbancia frente al tiempo para diferentes concentraciones de DAO a 415nm.

A la vista de la representacion de los datos experimentales obtenidos se pudo concluir que la
concentracion de DAO no afecta a la senal de HRP-H,0,-ABTS.

4.6. Estudio de la reaccion aminas-DAO-HRP con el colorante ABTS

4.6.1. Ensayos con cadaverina y putrescina

Teniendo en cuenta los estudios realizados anteriormente, se llevd a cabo la reaccion de las
aminas con DAO+HRP+ABTS en las relaciones de concentracién o&ptimas estudiadas
previamente.

Se realizdé un primer ensayo con ABTS, HRP y disolucion amortiguadora pH=6. Cuando se
estabilizé la sefial se afiadié una concentracién 5,01.10°M de H,0, . Se realizd un segundo
ensayo en las mismas condiciones que el primero pero sustituyendo el H,0, por una diamina
2,5.10°M + DAO.

Los resultados obtenidos en ambos ensayos se muestran a continuacién en la figura 14.

HZOZ
== Amina

il s o0 ey 500 00

T maps ]
Figura 14: variacién de absorbancia producida por la diamina y el H,0, en funcién del tiempo a 420nm

Los ensayos realizados muestran una seiial menor con H,0, que con una concentracion
equivalente de las aminas. Con las aminas el maximo de absorbancia no se alcanza tan rapido
como con H,0, debido a que los perdxidos se estan formando al reaccionar éstas con la DAO.

Una de las hipdtesis que se planted para explicar la menor sefial fue que el rendimiento de la
reaccion de la amina con DAO no fuera tan alto como se esperaba. Esto supondria que:
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a.- Se ha formado menos H,0,.

b.- Queda parte de la amina sin oxidar y puede reaccionar con ABTS oxidado,
provocando una disminucion de la sefial.

Para comprobarlo se llevé a cabo un experimento exactamente igual que el primero y cuando
la sefal se estabilizé en el maximo se afiadi6 amina en la misma concentracién que en la
segunda prueba. No se observé cambio alguno en la sefal. Por lo tanto se puede descartar la
segunda opcidn, que sean restos de la amina sin reaccionar los que reaccionan con el ABTS
oxidado.

Con el fin de comprobar si la causa es el rendimiento de la reaccidn se hicieron dos ensayos.

a.- Se_ cambid el orden de adicién de los reactivos de forma que DAO estuviera un tiempo

reaccionando con la amina. Posteriormente se afiade a la disolucién HRP y ABTS respetando
siempre las mismas concentraciones de todas las sustancias que en los estudios anteriores. Se
pudo observar que la sefial obtenida con incubacién o sin incubacion es la misma.

b.- Se aumentd la concentracién de DAO. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 15.
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Figura 15 Variacién de absorbancia producida para distintas cantidades de DAO en funcién del tiempo a 420nm.

La variacidn de absorbancia que se produce es similar en ambos casos si bien influye en la
velocidad de la reaccién.

Los ensayos realizados parecen indicar que de los dos grupos amino que hay en la estructura
de la cadaverina (o de la putrescina) solo reacciona uno con la DAO.

4.6.2 Ensayos con histamina, feniletilamina, tiramina y triptamina.

4.6.2.1 Seriales con histamina

Para obtener las sefiales con histamina se probd con concentraciones similares a las estudiadas
con HRP-DAO. Se observd que la sefial no era la esperada ya que no se mantiene constante en
el tiempo, sino que se obtiene un descenso brusco de la sefial, parecido al que se observa en la
figura 16.

Esto parecia indicar que el ABTS,i4ad0o Una vez formado se estaba regenerando. Llegados a este
punto se planted la hipdtesis de que el aldehido formado tras la reaccidn de la histamina con la
DAO era el responsable de esta regeneracion.
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Para comprobarlo se realizaron varios ensayos cuyo proceso experimental asi como los

posteriores resultados obtenidos se adjuntan a continuacién.

Primer _ensayo: Inicialmente en cubeta se puso putrescina en concentracion
2,5.10°M y DAO. Se afiadié ABTS+HRP como indica la figura 16 produciendo un
aumento de sefal y posteriormente se afiade histamina observandose un aumento
de la absorbancia acompafiado de un descenso brusco de la sefial, debido a la
regeneracion que se produce.

Histamina 2.5.10°M

At

ABTS + HRE

Trega (i)

Figura 16: Variacion de sefial (absorbancia) con el tiempo a 420nm.

Segundo ensayo: Se procede de manera andloga al primer ensayo. La Unica

diferencia es la sustitucion de la putrescina y la DAO inicialmente en cubeta por
H,0, de concentracidn equivalente a la esperada tedricamente, como se observa

en la figura 17. Histamina 2.5.105M

Abn

I ABTS + HRP

|
LL T

Figura 17: variacion de sefial (absorbancia) con el tiempo a 420nm.

Este ensayo no contenia DAO y se puede observar cdmo tras anadir la histamina
no existe regeneracion de la sefial. Por lo tanto no es la histamina, sino un
producto de su reaccion.

Tercer ensayo: Se preparé una disolucién con el “producto” de la reaccion. Para
ello en un vial se colocé DAO, tampon e histamina en concentracion 2,5.10° M.
Inicialmente la cubeta contiene putrescina; como se observa en la figura 18, se
afiade una mezcla de HRP y ABTS (la sefial aumenta porque HRP también absorbe

a 420nm) y posteriormente se afade el “producto de la reaccidn”. Se observa un
aumento de sefial (debido a que DAO esta reaccionando con putrescina y a los

perdxidos contenidos en el vial) y posteriormente un descenso brusco de la sefial.
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“Producto de reaccion”

ABT: + HRP :

Termpsn |90

Figura 18: variacion de sefial (absorbancia) con el tiempo a 420nm.

Se puede concluir que la regeneracion es debida al aldehido formado a partir de la histamina,
si bien hubiera sido interesante disponer del mismo para poder comprobarlo definitivamente.

Esto hace que la histamina no se pueda determinar por esta metodologia, ya que su sefial no
permanece estable y por tanto no se podria utilizar para el disefio de tiras reactivas. Pero
ademas supone un problema afiadido porque la histamina va a suponer una interferencia en la
determinacién de cadaverina y putrescina ya que si estd presente regenerard la sefial

producida por ellas.

4.6.2.2 Seiiales con feniletilamina, tiramina y triptamina.

Se estudid si el comportamiento de estas 3 aminas era el mismo que el de la histamina y
producia la regeneracién de la sefial.
Se prepararon disoluciones teniendo en cuenta el rango lineal obtenido para estas aminas en

la calibracion con HRP-DAO y sin el colorante (ABTS). Las concentraciones y resultados
obtenidos se muestran en la figura 19. La Unica diferencia es la amina presente en cada uno de

ellos (feniletilamina, tiramina o triptamina).

5 N ) TIRAMIMA
0 e TRIPTAMINA
‘ FEMILETILAMINA

QP

Tiempa [s)
Figura 19: Resultados obtenidos para las aminas “incalibrables” a 420nm.

Se pudo concluir que la tiramina y la triptamina “si que reaccionan” debido a que la reaccién
de dichas aminas con el ABTS es mas rdpida que con la HRP. Sin embargo la reaccién es

demasiado lenta y casi inapreciable.

En el caso de la feniletilamina si que se lleva a cabo reaccidén pero con una cinética muy lenta.

Puesto que el objetivo del presente trabajo se centra en el desarrollo un método de anlisis

rapido la calibracion de estas aminas no resultaria atil.
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4.7 Calibracion de las distintas aminas con HRP-DAO-ABTS.
Las concentraciones de los diferentes reactivos fueron las optimizadas previamente.

4.7.1 Recta de calibrado Putrescina

Se prepararon disoluciones de diferente concentracién de putrescina. Los resultados
obtenidos se muestran en la figura 20.

[Putrescina] | Aabs
4,00E-6 0,2037 0.2 - [ ]
3,00E-6 0,1962 . D15 &
i Li-‘.‘}l-.-‘-c:»,ﬂ!:ld
2,40E-6 0,1464 < pa = RE = 0,995
=
1,80E-6 0,1115 0,05 =
1,20E-6 0,0747 “
0, DOE+C0 1,00E-0(s5 2. 00E-06 3. 00E-06 4, 00E - 5 D E =M
7,20E-7 0,0446 [Putrescina) M

Figura 20: Recta de calibrado para la putrescina representando la variacién de absorbancia a 420nm frente a la

concentracion de amina presente en cada punto.
El rango lineal para la calibracién de putrescina con ABTS va desde 7,2.10 7 M hasta 3.10°M

4.7.2 Recta de calibrado Cadaverina

Se realizd un procedimiento experimental andlogo al desarrollado para la calibracidn de la
putrescina. Las concentraciones de las disoluciones preparadas asi como los resultados
experimentales que se obtuvieron se recogen en la figura 21.

[Cadaverina] | Aabs s

0,12 - |
3,00E-6 0,1223 o1
2,40E-6 0,1154 3 "% -

0,06 ]
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45 |
1,20E-6 0,0544 s

i
7,20E-7 0,0259 ,00E 400 5,006-07 1,00E-06 1.50E-06 2. 00E-06 2,50E-D6 3,00E-06 3,50E-06
[Cadaverina] M

Figura 21: Recta de calibrado para la cadaverina representando la variacién de absorbancia a 420nm frente a la

concentracion de amina presente en cada punto.
El rango lineal para cadaverina con ABTS va desde 7,2.10 7 M hasta 2,4.10°M.
5. PRECISION DEL METODO

La precisién de un procedimiento analitico indica que varias sefiales analiticas obtenidas sobre
diferentes alicuotas de la misma muestra proporcionan resultados semejantes. Si se trata de
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medidas cuantitativas esto se traduce en que la desviacién estandar de los resultados es
pequefia lo que contribuye a que la incertidumbre especifica sea moderada, que es uno de los
requisitos para obtener resultados exactos. Segun la forma en que se han obtenido los
resultados, la desviacion estandar de los mismos puede indicar dos conceptos diferentes:

= Repetibilidad: cuando los distintos resultados sobre alicuotas de la misma muestra
son obtenidos por el mismo operador, en el mismo laboratorio, usando el mismo
instrumento y en un intervalo de tiempo corto.

= Reproducibilidad: cuando no se cumplen algunos de los requisitos anteriores.

En este caso en concreto las medidas se realizaron en el mismo laboratorio, usando el mismo
instrumento, a lo largo del desarrollo del presente trabajo. Se estudié la repetibilidad sobre las
dos aminas que podemos determinar de una mezcla por el presente método desarrollado, que
son la putrescina y la cadaverina.

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 22 para putrescina y cadaverina.

Putrescina " Cadaverina

Tiempa (3]

Figura 22: variacion de sefial (absorbancia) con el tiempo a 420nm, para diferentes réplicas de la misma
concentracion de putrescina (izquierda) y cadaverina (derecha)

Se expreso la repetibilidad del método como DSR (Desviacidn Estandar relativa en porcentaje
%).
S
DSR (%) = < * 100
siendo s la desviacién estandar y x la media de los valores de absorbancias obtenidos para las

distintas réplicas. Los resultados obtenidos para las diferentes diaminas se muestran a
continuacion.

S DSR (%)
Putrescina 0,012 6.44
Cadaverina 0,009 4.99

6. INFLUENCIA DE LAS DISTINTAS AMINAS EN EL METODO ANALITICO ENZIMATICO
DESARROLLADO

Se procedié al estudio de la influencia de las distintas aminas en el método desarrollado para
saber si permite una primera determinacion de cadaverina y putrescina en una muestra en que
estén presentes tiramina, triptamina, feniletilamina e histamina.
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Las condiciones de reaccion de los ensayos asi como los resultados obtenidos se muestran en
la tabla 3 y en la figura 23.

Ensayo 1 Putrescina 1.10°M + Cadaverina 1.10°M

Ensayo2  Putrescina 1.10°M + Cadaverina 1.10°M + Histamina 1.10°M
Ensayo3  Putrescina 1.10°M + Cadaverina 1.10°M + Histamina 1.10°M

Ensayo4  Putrescina 1.10°M + Cadaverina 1.10°M + Feniletilamina 1.10°M + Histamina
1.10°M + Tiramina 1.10° M + Triptamina 1.10°M

Ensayo 5 Putrescina 1.10°M + Cadaverina 1.10°M + Feniletilamina 1.10°M + Histamina
1.10°M + Tiramina 1.10° M + Triptamina 1.10°M

Ensayo 6  Putrescina 1.10°M + Cadaverina 1.10°M + Histamina 1.10°M + (ABTS 10
veces superior a la concentracién 6ptima)

Tabla 3: condiciones de reaccion de los diferentes ensayos realizados

0,25 4
0,2
0,15 Ensayo 1
i
-]
=S Ensayo 2
01 -
: —Ensayo 3
—Ensayo 4
0,05
m——Ensayo 5
—— Ensayo &
i 1
il 200 400 G000 B00

Tiempo (s}

Figura 23: sefiales obtenidas para los distintos ensayos realizados a 420nm.

Se concluyd que la determinacidon de putrescina y cadaverina en presencia de diferentes
aminas es posible siempre y cuando todas ellas se encuentren en la misma concentracion
(Ensayo 4).

Si la concentracién de histamina en una muestra es un orden de magnitud mayor que el de
putrescina y cadaverina, no se puede llevar a cabo su determinacion (Ensayo 3). Este efecto
también se pudo observar en el (Ensayo 5).

Se realizé una prueba con 10 veces mas del colorante utilizado en el desarrollo del método
(ABTS). Se pudo comprobar como en estas condiciones se puede determinar putrescina y
cadaverina para una concentracion de histamina mayor. (Ensayo 6)

La presencia de tiramina y triptamina no interfiere en la sefial puesto que su cinética es lenta.
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7. PRIMEROS ENSAYOS DE APLICACION DEL METODO ANALITICO DESARROLLADO A
UNA MUESTRA REAL.

Se dispone de una muestra de pescado procedente del laboratorio de Salud Publica de Aragén
con concentraciones conocidas de las seis aminas biogénicas objeto de estudio determinadas
segln un procedimiento de analisis desarrollado en dicho laboratorio y validado por la ANECA.

Las concentraciones de las aminas (mol/L) en la muestra suministrada fueron las mostradas en
la tabla 4:

Cadaverina | Putrescina Histamina Tiramina Triptamina feniletilamina

5,70.10°M | 1,86.10°M | 4,05.10*M | 1,08.10°M | 6,25.10°M | 2,07.10°M

Tabla 4 Concentraciones de las distintas aminas en la muestra de andlisis.

El método desarrollado en el presente trabajo permite cuantificar Unicamente putrescina y
cadaverina. Como se ha visto en las calibraciones las sensibilidades no son muy distintas. Es
por ello que se va a utilizar, para hacer una primera evaluacién de las posibilidades de
determinacidn conjunta de ambas aminas en presencia de las otras cuatro en una muestra
real.

Para ello sobre una cubeta que tenia ABTS+ HRP+DAO en las concentraciones optimizadas para
el método se inyectaron 20 pL de la muestra preparada (el volumen final fue de 2000p.L)
obteniendo la variacion de absorbancia debida a las aminas como se muestra en la figura 24.

s

— Replical

Faeepo o)

Figura 24 variacién de sefial (absorbancia) con el tiempo a 420nm, para diferentes réplicas de la misma
concentracién de muestra.

Se consideré que esa seflal era debida a cadaverina y putrescina. Para conocer las
concentraciones en la muestra se interpold la variacion de absorbancia en la recta de calibrado
de la cadaverina. Se eligié esta porque, como se puede apreciar en la tabla 4, es mayoritaria. El
ensayo se hizo por triplicado.

La concentracidn obtenida una vez corregida la dilucidn y su desviacidn estandar (n=3), la
concentracion real asi como el error cometido se muestran en la tabla 5.
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Concentracion calculada de Concentracion real de % error

CAD+PUT CAD+PUT
2,64.10™ M(+3.3.10°M) 2,43.10* M 8,6%

Tabla 5 Resultados obtenidos para la determinacién conjunta de CAD+PUT

Como se puede apreciar los resultados son satisfactorios ya que permiten la determinacion de

cadaverina + putrescina en una muestra real con un error aceptable utilizando un método

bastante mas rapido y econdémico de los existentes hasta la fecha y que permite augurar

posibilidades en el desarrollo de tiras reactivas.

8. CONCLUSIONES

En esta memoria se ha llevado a cabo el desarrollo de un método analitico enzimatico para la

determinacidon de aminas biogénicas. Las conclusiones que se pueden extraer del trabajo

realizado son las siguientes:

1.

Se ha estudiado en disolucidon la reaccién enzimatica de HRP con perdxido de
hidrégeno obteniéndose un intervalo de respuesta lineal de 8-107M -7-10°M.

Se ha estudiado la influencia de DAO en la reaccién HRP-H,0,, demostrandose que no
producen cambios apreciables, Unicamente la DAO permite una ligera regeneraciéon
de la HRP una vez que ya se ha obtenido la sefial estable.

Se han obtenido los rangos lineales para la reaccidon de distintas aminas con HRP y
DAO. Para la diaminas (putrescina y cadaverina) el intervalo de respuesta lineal se

encuentra en el orden de 1.10° M. En el caso de la histamina el orden en el que se
encuentra la respuesta linea es de 5.10°M hasta 5.10°M. En el caso de la
feniletilamina la reaccién se produce de manera muy lenta y no resulta atil su
calibracion.

La tiramina y la triptamina no presentan reaccién aparente con la HRP y la DAO
debido a que contribuyen a la regeneracion de la enzima peroxidasa (HRP) de manera
casi inmediata, lo que hace imperceptible un cambio de sefial.

Se ha estudiado la reaccion HRP-H,0,-ABTS encontrando que la relacién dptima para
obtener una sefial estable es 40:1 ABTS:HRP y 20:1 ABTS:H,0..

Se ha optimizado la concentracién de enzimas en el presente método siendo la
concentracion éptima de HRP 1.10° M y la de DAO de 1,8 U/mL en cubeta.

En el caso de la reaccion HRP+H,0,+ABTS se obtiene una deriva de la sefial. que se ha
demostrado que es fotoquimica y que se elimina colocando un filtro.

Se han obtenido los rangos lineales para las distintas aminas en la reaccién con el
colorante ABTS. Para las diaminas putrescina y cadaverina la presencia de dicho ABTS
nos permiten aumentar la sensibilidad en un orden de magnitud respecto a la
calibracion de dichas aminas sin el ABTS.

En el caso de la histamina no podemos calibrarla por este método ya que el aldehido
gue se forma como producto de la reaccion provoca la regeneracion de la sefial.
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10.

11.

12.

En el caso de tiramina y triptamina, los ensayos realizados demuestran que la
reaccién con el ABTS es mas rapida que con la HRP y por ello obtenemos sefial sin
embargo la reaccién es muy lenta y por lo tanto no resulta atil su calibracién ya que
buscamos un método rapido de analisis.

Se puede determinar cadaverina y putrescina en presencia de tiramina, triptamina,
histamina y feniletilamina siempre que todas estas aminas se encuentren en la misma
concentracion o inferior. Si la concentracidn de histamina es mayor, se podrdn
determinar aumentando la concentracion de ABTS.

El método desarrollado ha permitido una primera determinacién de cadaverina
+putrescina en una muestra real en que estén presentes tiramina, triptamina,
feniletilamina e histamina con un error del 8,6 %.
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