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RESUMEN

Las aminas bidgenas son compuestos nitrogenados de bajo peso molecular y una
importante actividad bioldgica. Estas se forman, principalmente, por la degradacion de
proteinas y aminodcidos libres que en determinadas concentraciones pueden producir

intoxicaciones o reacciones alérgicas.

Las aminas bidgenas mas importantes son la histamina, putrescina, cadaverina y
tiramina. De éstas, la histamina es la que mayor poder toxicol6gico presenta, no obstante,
por la accidn de otras aminas como la putrescina y la cadaverina, este poder toxicologico
puede verse aumentado. La elevada ingesta estas aminas bidgenas puede producir
intoxicaciones, cuyo cuadro clinico se desarrolla, entre otros, con dolores de cabeza,

colicos, erupciones, etc

Es por ello que es importante disponer de métodos rapidos para su determinacion,
"in situ”, en la industria alimentaria, que puedan ser utilizados como indicativo de calidad

y herramienta de seguridad en la misma.

La determinacién de cadaverina y putrescina propuesta en este trabajo, se basa en
su reaccion con la enzima diaminooxidasa (DAO) produciendo peroxido de hidrogeno
que reacciona con la enzima peroxidasa (HRP) en presencia de un colorante, cuyas
propiedades Opticas cambian durante la reaccion. Este método semicuantitativo, permite
el andlisis de putrescina y cadaverina, usando para ello estas tiras reactivas y una

aplicacion movil.

La inmovilizacion de los reactivos en un soporte de celulosa ha permitido el
desarrollo de tiras reactivas con buenos resultados, pero corto tiempo de uso. Este trabajo
se centra en el desarrollo de tiras reactivas de larga vida atil, utilizando para ello

estabilizantes enzimaticos.



ABSTRACT

Biogenic amines are nitrogen compounds of low molecular weight and an
important biological activity. These are formed, mainly, by the degradation of the proteins

and the free amino acids that in certain can contain intoxications or allergic reactions.

The most important biogenic amines are histamine, putrescine, cadaverine and
tyramine. Similarly, histamine is the one with the highest toxicological power, however,
due to the action of other amines such as putrescine and cadaverine, this toxicological
power can increase verses. The high intake of these biogenic amines can cause poisoning,

our clinical picture develops, among others, with headaches, cramps, rashes, etc.

That is why it is important to use rapid methods for its determination, "in situ”, in
the food industry, which can be used as an indication of quality and safety tool in it.

The determination of cadaverine and putrescine proposed in this work is based on
its reaction with the enzyme diaminooxidase (DAO) producing hydrogen peroxide that
reacts with the enzyme peroxidase (HRP) in the presence of a dye, whose optical
properties change during the reaction. This semi-quantitative method allows the analysis

of putrescine and cadaverine, using these test strips and a mobile application.

The immobilization of the reagents in a cellulose support has allowed the
development of test strips with good results, but short time of use. This work will focus

on the development of long life test strips, using enzymatic stabilizers.



1. INTRODUCCION

1.1. ¢ QUE SON LAS AMINAS BIOGENAS Y COMO SE FORMAN?

Las aminas bidgenas son compuestos nitrogenados de bajo peso molecular que en

su estructura tienen al menos un grupo amino.

Pueden ser sintetizados por células vegetales o animales. Su accién en las plantas
se relaciona con el envejecimiento y con el estrés oxidativo. En los animales (Sanchez,

2016) intervienen en la division celular y transmision nerviosa.

También pueden ser formados por la descarboxilacion de proteinas y aminoacidos
libres, por accion de determinados microorganismos (B. cereus, Citrobacter, Clostridium,
Pseudomonas, Serratia, Strepbccus faecalis, Proteus, LactobacillShalaby, 1996)

Atendiendo a su estructura quimica, pueden agruparse en (Silla, 1996): aminas
alifaticas (putrescina, espermidina, espermina, cadaverina), aminas aromaticas (tiramina,

feniletilamina) o aminas heterociclicas (histamina, triptamina).

Este trabajo se va a centrar en la determinacion de dos diaminas biégenas, como

son la cadaverina y putrescina.

La cadaverina se obtiene por la descarboxilacion del aminoacido lisina, cuya
reaccion es catalizada por la enzima lisina descarboxilasa (Diaz, 2014). La reaccion se
puede observar en la figura 1.

L-Lisima
Figura 1. Reaccién para la formacion de cadaverina (Ledeam, Rodriguez y Morales, 2012).

La putrescina es producida por la accion de la ornitina descarboxilasa sore la
ornitina, y por la accion de la arginina oxidasa sobre la arginina. (Pegg, 1988). La reaccion

se puede observar en la figura 2.
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Figura 2. Reaccion para la formacion de putrescina (Ledeam, Rodriguez y Morales, 2012).

1.2. ALIMENTOS IMPLICADOS

La aminas bidgenas pueden desarrollarse en una gran cantidad de alimentos. Cabe
destacar los alimentos con un alto contenido proteico, lo que se corresponde con una gran
cantidad de aminoacidos libres. La cantidad de aminas bidgenas depende de multiples
factores relacionados a la materia prima: naturaleza del producto microorganismos que
se desarrollen y las condiciones a las que se somete (EFSA, 2011). Con todo ello, las

aminas biogenas, afectan a los siguientes productos:

- Los alimentos fermentados y/o madurados: queso curado, productos carnicos,
vino, cerveza (Lonvaud, 2001).

- Alimentos con relativa facilidad para sufrir procesos de descomposicién y/o
deterioro: pescado y carne (Rawles, Flick y Martin, 1996).

- Alimentos que contienen ciertas cantidades de aminas bidgenas preformada:
frutos secos, platano, pifia, tomate, espinacas, aguacate... (Pons, 2005).

1.3. MAXIMOS LEGALES

La Union Europea tiene fijados los siguientes limites de histamina, en pescado
fresco con un alto contenido en histidina: m=100 mg/kg; M=200 mg/kg; n=9; c=2 en el
Reglamento (CE) n° 2073/2005. La FDA ha establecido el limite maximo en 50 mg/kg.

(Ruiz y Jiménez, 2010). El resto de aminas bidgenas no tienen limite legal.

Algunos estudios recalcan la importancia de disponer de limites legales de aminas
biologicas. Segun el estudio realizado por Ladero et al., 2018, se deberian de adoptar
limites de “m” y “M” de 200 y 500 mg de estas bioaminas por kg para alimentos que a

menudo tienen altas concentraciones (alimentos fermentados, pescado, carne...).



1.4. EFECTOS TOXICOS

El organismo del ser humano tiene mecanismos para la eliminacién de aminas
bidgenas a través de las enzimas diaminooxidasa (DAO), monoaminooxidasa (MAO) e
histaminometiltransferasa (HNMT) (Callejon, 2016). La capacidad toxica de estas
sustancias depende de la ingesta de medicamentos y de la sensibilidad de los

consumidores.

En individuos con los sistemas de detoxificacion alterados (déficit de MAOQO)
puede producir efectos de evolucion crénica: sintomas gastrointestinales, cutaneos,

neuroldgicos, circulatorios. (Bover et al., 2005)

Desde un punto de vista toxicol6gico, las més estudiadas son histaminay tiramina,
sin embargo, el estudio de algunas poliaminas (cadaverinay putrescina) tiene un creciente
interés debido a que su presencia potencia la toxicidad de la histamina y tiramina, ya que
compiten con DAO (Cebrian, A., 2018). A demas, tienen la capacidad para reaccionar
con nitritos y formar nitrosaminas, sustancias potencialmente cancerigenas (Al Bulushi
et al., 2009).

1.5. CONTROL INTEGRADO

En la industria alimentaria este peligro quimico se controla reduciendo y evitando
la multiplicacion de los microorganismos asociados a su produccion, con la siguientes

medidas higiénicas:

- Mantenimiento de la cadena de frio en toda la cadena de produccion.

- Encel plan de control de materias primas y proveedores se debe de exigir materias
primas de calidad (por ejemplo, exigir un grado de frescura del pescado 6ptimo).

- En el plan de formacion de personal se debe de contemplar una manipulacién

cuidadosa e higiénica de la materia prima.

El uso de las tiras reactivas la determinacion de aminas bidgenas, en materias
primas o en productos finales, podria suponer una medida de verificacion extra, de las
anteriores descritas. Pueden ser utilizadas como indicativo de calidad y herramienta de

seguridad alimentaria.



1.6. METODOS DE DETERMINACION EXISTENTES

Actualmente existen diferentes procedimientos analiticos para la determinacion y
cuantificacion de aminas bidgenas en alimentos. Fundamentalmente son electroquimicos,

espectrofotométricos y cromatograficos (Fernandez y Alvarez, 2005).

Los métodos cromatograficos son los mas utilizados; determinan varias aminas
bidgenas, de manera simultanea y con mayor precision, exactitud y especificidad. Dentro
de este tipo de técnicas destaca la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)
con detector UV-Visible, en el cual hay que realizar una derivatizacion de la muestra.
(Fuentes, Fernandez y Garcia, 2017; Balifio, 2016).

En la industria alimentaria, se necesitan métodos rapidos para determinar aminas

bidgenas de manera fécil y fiable.

En el grupo de investigacion de biosensores analiticos de la Universidad de
Zaragoza se estdn desarrollando procedimientos para la determinacién de aminas
bidgenas en alimentos, entre los que se encuentran tiras reactivas basadas en reacciones

enzimaticas (Lozano, 2017).

1.7. METODO ENZIMATICO

Este trabajo se centra en el desarrollo de tiras reactivas para determinar cadaverina

y putrescina basandose en el siguiente esquema de reaccion enzimatica (Figura 3).

H,0 0,

DAO,, DAO,.4

Amina Biégena H,0, 0,

HRP HRP (Il)

Colorante,, Colorante 4

Figura 3. Reaccién principal de estudio. (Cebrian, 2018).



En la primera reaccion, el oxigeno reacciona con la amina bidgena, catalizado por

la enzima diamino oxidasa (DAQ) produciendo agua y perdéxido de hidrégeno.

En la segunda reaccion, el peroxido producido reacciona con el colorante,
catalizado por la enzima peroxidasa (HRP), generando un cambio de color (al pasar este
a una forma oxidada) y produciendo oxigeno. Existen otros subproductos (aldehido y
NH3) generados en estas reacciones, sin embargo no se han sefialado en el esquema por

simplificar).

Esta metodologia se ha estudiado en el grupo de investigacion con tres colorantes
diferentes: Amplex Red, &cido 2,2'-azino-bis—(3-etillbenzotiazolin—6-sulfonico)
(ABTS) y Tetrametilbenzidina (TMB), con buenos resultados (Lozano, 2017; Rivero,
2017; Cebrian, P., 2018).

Para este trabajo se decidi6 emplear TMB. Este se oxida a TMB?*, el cual genera
color a 450 nm (amarillo). Cuando hay exceso de TMB, al pH adecuado, se forma un

complejo de transferencia de carga que absorbe a 650 nm (azul) (Rivero, 2017).

1.8. METODO PARA LA MEDICION EN SOPORTE SOLIDO

Para la construccion de las tiras, los reactivos se deben inmovilizar en un soporte
solido. En trabajos previos se empled celulosa como soporte permitiendo inmovilizar

tanto al colorante (TMB) como las enzimas DAO y HRP.

En cuanto a la forma de medir el color formado en los soportes, se puede hacer
visualmente, con una camara de fotos o mediante un teléfono mavil y una aplicacién

comercial , para la descomposicion del color, en codigo RGB.

El codigo RGB se basa en la mezcla de tres colores (rojo-verde-azul) para
conseguir toda la gama colores. Cada uno de los colores toma un valor entre 0 y 255

(Roncagliolo, 2007) para cada una de las tres coordenadas.

En este trabajo, s6lo se tendra en cuenta los valores de la coordenada R. ya que en
un estudio previo (Cebrian, P., 2018) se pudo observar que la coordenada R es la Unica

que presenta una relacion lineal entre sefial y concentracion.



Esta metodologia se ha aplicado a la determinacion tanto de H2O. como de
cadaverina y putrescina con buenos resultados si bien los soportes tenian un tiempo de
vida muy corto, de dos o tres dias debido a que las enzimas perdian actividad al estar
inmovilizadas. En este trabajo se estudiard si el uso de sustancias empleadas como

estabilizadores de enzimas podria mejorar el tiempo de vida de los soportes.

1.9. ESTABILIZADORES ENZIMATICOS

Se estudiara el efecto de algunos estabilizantes comerciales de enzimas como:
StabilCoat Inmuniassay Stabilizer, StabilGuard Immunoassay Stabilizer, StabilZyme
Select Stabilizer y StabilZyme Protein-Free. Ademas se estudiara el efecto de otras

sustancias como sacarosa y gelatina (Silvia, 2018).

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Como se ha comentado en la introduccidn, para la industria alimentaria y para la
administracion seria muy interesante el disponer de métodos rapidos para el control de
aminas bidgenas en alimentos. Este trabajo se orienta a la elaboracion de tiras reactivas
capaces de medir, de manera rapida y eficiente la cantidad de aminas bidgenas presentes

en los productos de la industria alimentaria.

El objetivo principal de este trabajo es mejorar el procedimiento de fabricacion de
las tiras para alargar su periodo de vida util, usando para ello, distintos estabilizadores

enzimaticos. Este se puede concretar con los siguientes subobjetivos:

- Comprobacion de los resultados obtenidos por el grupo de Biosensores Analiticos
en disolucidn, usando para ello espectroscopia de absorcion molecular UV-Vis:
- Estudio de la reaccion HRP-TMB-H20-,
- Estudio de la reaccion HRP-TMB-DAO-Aminas.
- Estudio de la influencia de los estabilizadores en disolucién, usando para ello
espectroscopia de absorcion molecular UV-Vis:
- Estudio de la reaccion HRP-TMB-H,O2-Estailizadores.
- Estudio de la reaccion HRP-TMB-DAO-Aminas-Estabilizadores.
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- Estudio del soporte de celulosa en el que se van a inmovilizar los reactivos: tipo,
condiciones de secado, concentracion, etc.

- Estudio de cantidades de reactivos inmovilizados en el soporte: HRP, TMB, DAO,
estabilizadores.

- Estudio de la influencia del tiempo, en funcion de los estabilizadores afiadidos.

- Realizacion de las correspondientes rectas de calibrado estableciendo los

parametros analiticos.

3. MATERIAL Y METODOLOGIA

3.1. MATERIAL

Instrumentos utilizados:

- pH-metro CRISON, Basic 20

- Teléfono mdvil Xiaomi mi Al, con una camara integrada de 12 Megapixeles y
sistema operativo Android 9.0 con aplicacion Color Grab®, del equipo Loomatix,
capaz de recoger, capturar y reconocer colores en codigo RGB

- Espectrofotometro de absorcion molecular de fotodiodos UV-vis Agilent 8453A,

con lampara de deuterio
En el desarrollo del método experimental, se utilizaron los siguientes materiales:

- Balanza analitica de precisién. GR-202-EC de precisiéon + 0,01 mg

- Agitador magnético

- Micropipetas de volumen variable (5-50 pL, 10-100 pL y 100-100 pL)

- Material desechables: eppendorf, tubos falcon, puntas de micropipetas...
- Cubeta de vidrio de 1cm de paso éptico

- Vasos de precipitado

- Placas de pocillos

- Filtro optico

- Incubadora OVAN modelo OM10E



Los reactivos utilizados fueron los siguientes:
(Las disoluciones utilizadas se prepararon en el mismo dia de su utilizacion).

- Estabilizantes:

o Sacarosa. ~99%, (Sigma-Aldrich 102019112), (342,30 g/mol). Se pesé una
cantidad aproximada de 2 mg de sacarosa, y se prepararon las disoluciones
oportunas disolviendo en tampon.

o Gelatina. ~98%, (Sigma-Aldrich 48723). Se pes6 una cantidad aproximada de
2 mg de gelatina, y se prepararon las disoluciones oportunas disolviendo en
tampon.

o StabilCoat Inmuniassay Stabilizer. Surmodics. Product (SCIS) N° SG01-0050

o StabilGuard Immunoassay Stabilizer. Product (SGIS) N° SC01-0050.

o StabilZyme Select Stabilizer. Product (SZSS) N° SZ03-CF02-00508.

o StabilZyme Protein-Free. Product (SZPF) N° SZPF-CF01-0050.

- En el caso de la gelatina y sacarosa, se pesaron las cantidades estimadas y se
disolvio en la disolucién tampoén. Con el resto de estabilizadores liquidos, se
midieron los volimenes oportunos y se disolvieron en la disolucion tampon.

- Putrescina (Putrescine Dihydrochloride) ~98%, (Sigma-Aldrich P7505), (161,07
g/mol). Se pesé una cantidad aproximada de 2 mg de cadaverina, y se prepararon
las disoluciones oportunas disolviendo en tampdn.

- Cadaverina (Cadaverine Dihydrochloride) ~98%, (Sigma-Aldrich C8561),
(175,10 g/mol). Se peso6 una cantidad aproximada de 2 mg de cadaverina, y se
prepararon las disoluciones oportunas disolviendo en tampoén.

- Peroxidasa de rabano (146 U/mg), (Sigma-Aldrich EC 1.11.1.7). Las disoluciones
se prepararon por dilucion de una disolucion concentrada, preparada
anteriormente, disolviendo en tampon.

- Diamino oxidasa de Lathirus cicera (150 U/mL), (Molirom EC 1.4.3.22). Se
realizaron las disoluciones oportunas, con la disolucidén tampoén, y se trabajaran
con estas disoluciones directamente.

- Celulosa. Se trabajo con celulosa microcristalina de 20 um, elaboradas por el
propio departamento.

- Acido clorhidrico (35-38%). Disolucion 1 M, preparada a partir de la disolucion

concentrada.
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- Hidroxido de sodio (40 g/mol). Su disolucion, NaOH 1 M, fue prepara a partir del
compuesto solido.

- Perdxido de hidrégeno, H2O, (Panreac 131077.1211). Las disoluciones de se
prepararon por dilucién de la anterior en disolucion amortiguadora pH=6

- Tampo6n H2PO* /HPO4 %, pH=6.0 y pH=7, preparado a partir de NaH-PO.- H-O.
La disolucion tamponada fue preparada a partir de la sal NaH.PO.-H.O (Panreac
131679.1211) y disolviéndolos en 200 mL de agua mili Q. El ajuste del pH se
realizé mediante disoluciones HCl y NaOH 1 M hasta el pH indicado.

- Disolucion de colorante TMB (Tetrametilbenzidina) > 98%,(Sigma-Aldrich
860336), (240,35 g/mol). Las disoluciones se prepararon por dilucién de una
disolucion concentrada, disolviéndose en dimetil sulfoxido,

- Muestra de atun aportada por el Laboratorio de Salud Publica de Aragon (LSPA)
con concentracion conocida de 6 aminas bidgenas segun el método validado de
HPLC-MS. En resumen 2,5 gramos de atin se trataron y diluyeron con 50 mL de
una disolucidn al 5 % de tricloroacético. Esta muestra se diluy6 posteriormente

1/3, con la disolucién tampon pH=7, para las medidas de este trabajo.

3.2. METODOLOGIA

Este trabajo esta dividido en dos partes:

- Primero se estudiaron las reacciones en disolucion para comprender como
afectaban los diferentes reactivos, y sus concentraciones, a la sefial producida..

- Lasegunda parte consiste en el estudio de estos reactivos en el soporte de celulosa.
Se estudid la interaccion entre los mismos y las sefiales que proporcionaba con

distintas concentraciones de aminas biogenas.

3.2.1. Medidas en disolucién

Para las medidas en disolucion se utilizé un espectrofotometro de absorcion
molecular UV-Vis de diodos en linea, el cual permite medidas cinéticas. Se mide la
variacion de absorbancia durante la reaccion enzimatica a la longitud de onda adecuada

(450 6 650 nm.) tomando medidas cada 5 segundos.
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En una cubeta de medida se coloca la disolucion tampon H:PO* / HPO4* a

pH=6.0, que hace de blanco de medida, y se afiaden los siguientes reactivos:

- HRPy TMB si se quiere determinar H20:
- HRP, TMB y DAO si se quieren determinar aminas

Cuando la sefal es estable, se afiade el analito y se registra el aumento de absorbancia
debido a la formacién de la especie oxidada del TMB. EI volumen final en la cubeta de
vidrio de 1cm de paso Optico utilizada, son 2 mL. Como el colorante es inestable

fotoquimicamente, se debe colocar un filtro que elimine la radiacion ultravioleta.

3.2.2. Medidas en soporte de celulosa

3.2.2.1. Construccion de los soportes reactivos

Sobre una dispersion de celulosa, que hace de soporte de medida, se afiaden los

reactivos necesarios:

- HRPy TMB tanto para determinar H,O. como aminas bidégenas
- En el caso del estudio de los estabilizadores, estos se deben de inyectar en la

concentracion a estudiar (menos de un 10%).

Esta dispersion se inyecta en los pocillos de la placa que hace de molde (se inyectan
75 pL por pocillo). En la figura 4 se muestra una placa preparada para el secado. A
continuacion se seca la placa a 37 °C durante una hora y media. Cuando la placa esta seca,
se inyectan 10pL de DAO, si se quieren determinar aminas, para determinar H2O; esto

NO Sera necesario.

Figura 4. Ejemplo de una placa lista para secado.
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3.2.2.2. Medida del analito

Después se inyectan 10 pL del analito a determinar y cuando el color formado es
estable (generacion del color) se registra la coordenada de cada pocillo. Para la obtencién
de la sefial se debe de realizar una primera medida al pocillo (RO) y restarle el valor
medido al inyectar el analito (Ri). Esta diferencia ser la sefial de cada medida.

Para la medicion de las placas se utilizo la camara de fotos del teléfono movil,
Xiaomi mi Al, el cual se coloca, por medio de una pinza, a 10 centimetros de la placa,
tal y como se muestra en la figura 5. En esta figura se puede observar la placa con los
soportes reactivos ya secos (para la construccion de las tiras, dichos soportes se deben de

pegar en una tira de plastico). Se utilizo la aplicacion Color Grab®, del equipo Loomatix.

———

==
-
ye. .

Figura 5. Dispositivo utilizado para la toma de medida

La placa se sitla sobre una superficie de color blanco, de modo que no influyese
en la medida obtenida. Para la medicion de sucesivos pocillos, se desplaza la placa con
respecto al mavil. El dispositivo se localizd en el mismo lugar durante todo el estudio.
La luz siempre permanecia encendida, sin que pudiera producir ningun tipo de reflejo. De

este modo, no se cambi6 las condiciones de luz ajenas al método.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

La primera parte del trabajo se centro en el estudio de las reacciones en disolucion.
El objetivo era doble. Primero conocer todas las variables que podian afectar al
procedimiento y por otro aprender a manejar adecuadamente el material, y sobre todo las

enzimas, para poder conseguir medidas reproducibles.
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4.1. ESTUDIO DE REACCION EN DISOLUCION: HRP+TMB+H202

En la figura 6 se puede observar, a modo de ejemplo, como se obtiene la

absorbancia producida por una concentracion de H,O, de 3-10° M.

0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01
0
-0,01

ABS

0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (s)

Figura 6. Ejemplo cinética de reaccién de H,0;. [H202]=3-10¢[TMB]= 1-10* M, [HRP]= 0,6 U/mL,
pH=6, A =650 nm.

Primero se inyecta en la cubeta una disolucion formada por TMB, HRP vy el
tampon de fosfato, a pH 6. A continuacion se mide la absorbancia, a 650 nm durante 50
segundos para obtener la linea base de la medida. A los 50 segundos se inyecta el analito,
en este caso la concentracion de H,O2 de 3-10° M. Cuéando la medida se estabilice, se

toma el valor correspondiente al maximo de abosbancia.

La sefial del analito corresponde a la diferencia entre el valor del maximo de
absorbancia con el valor de la linea base. Se estudiaron las condiciones ideales de la
reaccion para obtener una variacion de absorbancia estable en el tiempo. Se estudio la
influencia de TMB y HRP.

4.1.2. Optimizacion TMB

Para optimizar la concentracion de TMB, se optd por mantener constante la
concentracion de HRP (2 u/ml) y de H.0; (2:10° M). Se modificé la concentracion de
TMB en relacion a la concentracion de H202, desde 1:1 a 100:1. Se utilizé un tampon de

fosfato a pH 6.
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En la figura 7 se muestran los espectros recogidos en el espectro visible (400 - 800 nm).

0,12
0,1
Relacion 100:1
0,08
g —— Relacion 50:1
<< 0,06 .
Relacion 10:1
0.04 Relacion 2:1
0,02
0
400 700 800

500 600
Longitud de onda (nm)

Figura 7. Espectros entre 400 y 800 nm estudiados en relacion a la concentracion TMB:H,0, . [HRP]=2
U/mL, [HzOz]:Z-lo'GM, pH=6.

Se puede observar como a medida que aumenta la relacion TMB:H20 el espectro
varia, de forma que disminuye la absorbancia a la longitud de onda a 450 nm (color
amarillo) y aumenta la absorbancia a 650 nm (color azul). Esto es debido a que a bajas
concentraciones de TMB, este se oxida todo, y no hay TMB sin oxidar, por lo que no se
puede formar el complejo y producir color azul, tal y como se ha explicado en la

introduccion.

De la gréafica anterior, se seleccionaron las méaximas longitudes de onda
correspondientes al color azul (longitud de onda=650 nm) y al color amarillo (longitud

de onda=450 nm). Estos datos se pueden observar en la figura 8.

0,09
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04 ABS 450 nm
0,03 —8— ABS 650 nm
0,02
0,01

0
0 20 40 60 80 100 120

Relacion TMB:H202

ABS

Figura 8. Representacion de los espectros maximos a 450 nmy 650 nm, en funcion de la relacion
TMB:H,0, [HRP]=2 U/mL, [H,02]=2-10° M, pH=6.
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Como se puede observar, a partir de la relacion TMB 10: H20. 1 los colores de la
reaccion se invierten, ya que para obtener un color azul estable se necesita un exceso de
TMB con respecto a la cantidad de H202. Es por ello que se decidio trabajar a
concentraciones superiores (2-10° M). Se decidio trabajar en concentraciones cercanas a
la relacion 20: 1 (TMB: H20;), ya que, como se puede observar en la figura 8, en este

punto se encuentra el maximo de sefal.

4.1.3. Optimizacion HRP

Una vez elegida esta concentracion de TMB, se optimiz6 la concentracion de
HRP, manteniendo las condiciones antes descritas. Se varid la concentracion de HRP,
desde 0,1 u/ml hasta 2,0 u/ml. Se midi6 a una longitud de onda de 650 nm, a parir de 50

segundos. Los resultados se pueden observar en la figura 9.

0,08
0,07
0,06 ——[HRP] 0,1 u/mL
0.05 [HRP] 0,2 u/mL
HRP] 0,4 u/mL
03 0,04 [HRP]
< [HRP] 0,6 u/mL
0,03
[HRP] 1 u/mL
0,02 [HRP] 2 u/mL
0,01 A~
V]
0 oLl
0 100 200 300

Tiempo (s)

Figura 9. Cinética de reaccién en funcion de la concentracién de HRP. [TMB]=2-10° M,
[H202]=2-10°M, pH=6, A =650 nm
Como se puede observar en la figura 8, a medida que aumentamos la
concentracion de HRP, la cinética de la reaccion aumenta de manera proporcional,
haciendo que la sefial se estabilice en un periodo de tiempo menor. A partir de 0.2 U/mL

no influye en la cinética.

Se calcularon las diferencias entre la m&xima absorbancia y la linea base, para

cada una de las concentraciones de HRP utilizadas, elabordndose la figura 10.
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0,07
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0,05
0,04
0,03
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0,01

0,5 1 15
[HRP] U/mL

2,5

Figura 10. Optimizacion HRP. [TMB]= 2-10"° M, [H20,]=2-10° M, pH=6, A =650 nm.

Como se puede observar, se obtiene un maximo de variacion de absorbancia a

partir de 0,6 U/mL de HRP.

4.2. RECTA DE CALIBACION DE H20:

Una vez estudiadas las mejores condiciones de HRP y TMB se procedio a realizar
calibracién de H20.. Las sefiales se muestran en la figura 11. La representacién de las

diferencias de absorbancias frente a la concentracién de H>O» medidas a 650 nm fueron

tomadas al mismo tiempo (50 segundos).

0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08

ABS

0,06
0,04
0,02

50 100 150 200 250
Tiempo (s)

300

5*10"-7
1*10"-6
2*10"-6
3*10"-6
5*10"-6
6*10"-6

Figura 11. Cinética de reaccidn en funcion de la concentracién de Hz0,. [TMB]=1-10* M,

[HRP]= 0,6 U/mL, pH=6, A =650 nm, n=2.
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La recta de calibrado se puede observar en la figura 12. El rango lineal se obtuvo
entre las concentraciones 5-107 y 6-10° M. En cuanto a la repetitividad, se obtuvo para
una concentracion de 2-10° M de H20, una desviacion estandar relativa (DER) de 8%
(n=5).

0,12 §

< 0,08 T y=24219x - 0,0039
0,068 s R? = 0,9917

0 e
0,00E+001,00E-06 2,00E-06 3,00E-06 4,00E-06 5,00E-06 6,00E-06 7,00E-06

[H202] (moles/Litro)

Figura 12. Recta de calibracién para H2O,. [TMB]= 1-10* M, [HRP]= 0,6 U/mL , pH=6, A =650 nm, n=2.

El siguiente paso fue sustituir el H202 comercial por el formado en la reaccion de

las aminas bidgenas con DAO.

4.3. ESTUDIO DE REACCION EN DISOLUCION: HRP+TMB+DAO+AMINAS
BIOGENAS

En la figura 13 se puede observar, a modo de ejemplo, como se obtiene la

absorbancia producida por una concentracion de putrescina de 5-10 M.

0,16
0,14
0,12

0,1

0,08

20,
0,06
0,04
0,02

0
0 100 200 300 400 500 600
Tiempo (s)

Figura 13. Ejemplo de cinética de reaccion de putrescina. [TMB]= 1-10 M, [HRP]=0,2 U/MI,
[DAO]=1,8 U/MI, [purescina]=5-10* M, Ph=6, A =650 nm.
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Se procede de manera idéntica a las medidas realizadas con H20,. Como se puede
observar la sefial tarda mas, en estabilizarse, a la hora de analizar aminas bidgenas que a
la hora de analizar H20>. Esto es debido a la doble reaccidén enzimética producida en el

caso de la putrescina.

Para el estudio de aminas bidgenas, se decidio trabajar con putrescina. Se realiz6
una calibracion de putrescina entre 6,25-10°y 4.10° M. Se trabajé con una concentracion
de DAO de 1,8 U/mL (se afiadio esta cantidad por los estudios previos realizados por el
grupo Analitico de Biosensores) y una concentracion de TMB 1-10*. Como se puede
observar la sefial aumenta con la concentracion de putrescina. Se trabajo a una longitud
de onda de 650 nm.

En la figura 14 se muestra dicha recta de calibrado, elaborada a partir de las
diferencias de absorbancias entre los méaximos de absorbancia y la linea base, para cada
una de las concentraciones. En cuanto a la repetitividad, se obtuvo para una concentracion
de 8-10° M de putrescina, una desviacion estandar relativa (DER) de 4% (n=6). Se obtuvo

un rango lineal situado entre 6,25-10°y 1.10° M.

y =28481x - 0,002

1 R2=0,9971
e ABS
0,8 fuera de
rango
@ 06 ABS
< [} dentro de
04 rango
= Lineal
0,2 (ABS
PA dentro de
rango)

0,00E+00 1,00E-05 2,00E-05 3,00E-05 4,00E-05 5,00E-05
[Putrescina] (moles/Litro)

Figura 14. Recta de calibracion para putrescina. [TMB]= 1-10* M, [HRP]=0,2 U/mL,
[DAO]=1,8 U/mL, pH=6, A =650 nm, n=3.

Uno de los objetivos del trabajo es estudiar si el uso de los estabilizadores mejora
el tiempo de vida de los sopores de celulosa sensibles a aminas. Por ello se estudio

primero si dichos estabilizadores tenian alguna influencia en las reacciones en disolucién.
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4.4. ESTUDIO DE LOS ESTABILIZADORES EN DISOLUCION

Para ello se afiadieron en proporciones de 1% y 5 % de los estabilizadores
descritos en el apartado 3.1. Material , utilizando para ello las mejores condiciones

estudiadas hasta el momento.

Se prepard una disolucion, sin estabilizadores, para comparar la sefial producida,
con la posible interferencia que pudiera ocasionar la concentracion de los estabilizadores
estudiados. Para este estudio se eligié una concentracion de putrescina de 1-10° M. Se
midi6 a 650 nm, durante 600 segundos. Los resultados se pueden observar en la figuras
15y 16.

0,16
0,14
0,12

A

01 Putrs 107-5

%) SZSS (1%)
oM 0,08

< SCIS (1%)

0,06 ——SGIS(1%)

0,04 = SZPF (1%)

0,02 sacarosa (1%)
0
0 100 200 300 400 500 600
Tiempo (s)

Figura 15. Estudio estabilizadores a concentracon 1%. [TMB]= 1-10* M, [HRP]=0,2 U/mL,
[DAO]=1,8 U/mL, [purescina]=5-10* M, pH=6, A =650 nm.

0,16
0,14
0,12

0,1
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Figura 16. Estudio estabilizadores a concentraciones 5%. [TMB]= 1-10* M, [HRP]=0,2 U/mL,
[DAO]=1,8 U/mL, [purescina]=5-10* M, pH=6, A =650 nm.
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En la figuras 15 y 16 se puede observar como el maximo de absorbancia

presentado por la disolucion sin estabilizadores es de 0,14 unidades absorbancia.

Se comenz6 estudiando todos los estabilizantes a la concentracion 1 %. Como se

puede observar en la figura 15.

- Los estabilizantes SZPF, SCIS y SGIS produjeron una sefial semejante a la
disolucion de referencia, sin embargo la sefial se estabilizaba en un tiempo
mas breve que esta.

- Lasacarosa disminuy0 bastante la sefial generada, llegando a dar una sefial de
0,11 unidades de absorbancia. Atendiendo a esto resultados, se decidié no
aumentar la cantidad de sacarosa.

- Los resultados de la gelatina no fueron satisfactorios. No se observé sefial, y
debido a la elevada turbidez de la disolucion, habia mucha dispersién de
radiacion. La gelatina impedia la agitacion producida por el nicleo magnético.
Es por ello que se decidid no trabajar a concentraciones mas elevadas.

En la figura 16 se puede observar como los estabilizantes SZPF, SCISy SZSS, al
5%, generaban una sefial inferior, dando valores que se situaban en torno al 0,065
unidades de absorbancia. Con el estabilizante SZSS se observa que las sefial tiene
tendencia a descender. En base a estos resultados se decidié no trabajar a concentraciones

superiores.

Con esto se puede concluir que con los estabilizadores se obtiene sefial, si bien al
aumentar la concentracion de los mismos se disminuye la cinética de la reaccion, al igual
que la variacion de absorbancia. Es por ello que, en las futuras experiencias, se utilizara

en bajas concentraciones en el soporte sélido.

4.5. CONSTRUCCION Y ESTUDIO DEL SOPORTE SOLIDO

Tras el estudio de la reaccion en disolucion, se estudié inmovilizar los reactivos
en un soporte solido. Se trabajo con celulosa microcristalina de 20 pum, paralelamente a
este trabajo se estaban estudiando diferentes tipos de celulosa y esta fue la que mejores

resultados estaba dando.
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4.5.1. Estudio influencia de porcentaje de la celulosa

Se estudid la influencia | porcentaje de celulosa en la intensidad de la sefial. Para
ello se prepararon distintos viales con una 2,5; 5; 7,5y 10% de celulosa. En esta dispersion

se introducian los reactivos.

Para cada uno de los viales se utilizaron una concentracion optimas del estudio en
disolucidn, es decir, 0,60 U/mL de HRP y una concentracion de TMB de 6-10“ M (esta
concentracion tan elevada de TMB es debida a que el colorante tiene que estar en exceso,

con lo que se adiciono la maxima cantidad posible que nos permite su solubilidad).

En la figura 17 se muestran los resultados obtenidos, desde la concentracion mas
baja de celulosa (2,5 % a la izquierda de la serie) a la concentracién mas elevada (10 % a

la derecha de la misma).

2,5% 5% 7,5%

Figura 17. Imagenes de los pocillos del estudio de la influencia de la concentracién de celulosa . [TMB]=
6-10* M, [HRP]=0,6 U/mL,[H20,]= 6-10°° M, pH=6

Para la formacion de la sefial se utilizé una concentracion de H20, de 6-10° M.
Se midio la variacion de la coordenada R con el dispositivo movil, segun se ha comentado

en metodologia. Con estas condiciones se obtuvo los resultados de la tabla 1.

% Celulosa 25 5 75 10
Sefal Ro-Ri 46,67 40,33 18,67 16,33

Tabla 1. Estudio de la influencia de la concentracion de celulosa. [TMB]= 6-10* M, [HRP]=0,6 U/mL,
[H20;]= 6-10° M, pH=6, n=3.

Como se puede observar la sefial producida desciende a partir del 5% de celulosa,
probablemente debido a que con cantidades superiores existe demasiada rigidez en el
soporte. La sefial es, a su vez, menos uniforme a medida que aumenta la concentracion
de la celulosa. Asi mismo, se puede observar como se genera un cerco alrededor del

pocillo a medida que aumenta la concentracion.
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Se decidi6 trabajar a porcentajes inferiores al 5%, méas concretamente al 3%, ya
que presenta una buena sefial, se pipetea de manera sencillay el pocillo queda homogéneo

en toda su extension.

45.2. Recta de calibracion H20:

Con estas condiciones se estudio si existe relacion lineal entre la sefal y la
concentracion de H2Oo. La sefial representada se corresponde a los valores obtenidos de
la coordenada R del codigo RGB. A cada medida obtenida se le resté el blanco obtenido

por el tampdn de fosfatos utilizado.

En la figura 18 se puede observar como quedan coloreados los pocillos tras la

adicion del H20,.

Figura 18. Placa con la recta de calibracion. [TMB]= 6-10* M, [HRP]=0,6 U/mL,

[Cel]= 3%, pH=6

A la izquierda de la imagen se dispone el pocillo en el cual se ha inyectado el
tampon, es decir, el blanco de la disolucion. A medida que avanzamos hacia la derecha
de la imagen podemos ver como aumenta la coloracion de los soportes, debido al aumento

de concentracion de H2O> inyectado.

La recta de calibrado se representa en la figura 19. En cuanto a la repetitividad, se
obtuvo para una concentracion de 4-10 ° M de H202, una desviacion estandar relativa
(DER) de 3,2 % (n=4). Se realizaron tres medidas por cada una de las concentraciones de
H-0..
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Figura 19. Recta de calibracién de H202. [TMB]= 6-10* M, [HRP]=0,6 U/mL,
[Cel]= 3%, pH=6, n=3.
Se pudo comprobar, con esta experiencia, que existe una relacion lineal entre la
coordenada R y la concentracion de H2O-. El rango lineal de esta recta se encuentra entre

las concentraciones 3-10°y 2,4-10* M.

4.6. INMOVILIZACION DE LA DAO

El siguiente paso fue inmovilizar la DAO en el soporte de celulosa para hacerlos
reactivos a las aminas bidgenas. Se estudié la influencia del momento de inyeccion y la
cantidad de la DAO. Se estudi6 la sefial producida por la DAO al adicionarla antes del
secado, junto con la mezcla de los reactivos necesarios, o después del secado, una vez

que el soporte esta hecho.

Para cada una de las experiencias se destinaron tres pocillos, uno para cada
concentracion de DAO adicionada (0,25; 0,5 y 1 U/pocillo). Para producir la sefial, se
adicion6 1-10* M de putrescina. Las medidas se tomaron durante 3 minutos. En ninguno
de los casos se apreci6 color visualmente. En la tabla 2, se pueden observar los resultados

de las medidas con el teléfono de los pocillos en los que se adiciond la DAO antes de su

secado.
DAO (U /pocillo)/
Tiempo (S) 30 60 120 180
0,25 4 6 7 7
0,5 7 9 10 12
1 9 11 12 13

Tabla 2. Estudio de la intensidad de sefial en el tiempo, en funcion de la [DAO], adicionada antes del
secado. [TMB]= 6-10-* M, [HRP]=0,6 U/mL, [putrescina]= 1-10* M, [Cel]= 3%, pH=7
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Como se puede observar, la sefial producida es muy baja, incluso con la cantidad
més alta de DAO, probablemente debido a que la DAO pierde actividad durante la
inmovilizacion.

Esta placa se guard6 en un lugar seco, observandose que la sefial se producia a los

10 minutos. Es por ello que se decidi6 adicionar después del secado, pues este método

debe de ser rapido y generar sefial en menos de dos minutos.

En la figura 20 se puede observar la sefial obtenida por los tres pocillos, con

distintas concentraciones de DAO, adicionandose después del secado.
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Figura 20. Estudio de la intensidad de sefial en el tiempo, en funcién de la [DAO], adicionada después del
secado. [TMB]= 6-10* M, [HRP]=0,6 U/mL, [putrescina]= 1-10* M, [Cel]= 3%, pH=7.

Con las tres concentraciones de DAO se obtiene sefial. A partir del segundo 60,
la reaccion se estabiliza, dando, en los tres casos, una sefial estable y bastante alta. Para
la continuidad de este estudio, se eligid la cantidad mas pequefia de DAO (0,25

unidades/soporte) para reducir el gasto de reactivo.

Puesto que la reaccion se estabiliza a partir del segundo 60, en lo que resta del

estudio, las medidas se tomaran a este tiempo.

25



4.7. CALIBRACION DE PUTRESCINA Y CADAVERINA

calibracion de putrescina en la mejores condiciones obtenidas. De este modo, se obtuvo
la figura 21. El rango lineal obtenido fue desde 2-10-5 M hasta 4-10-4 M. En cuanto a la

repetitividad, se obtuvo para una concentracién de 2-10 *

Para ver si habia dependencia lineal con la concentracion se realizd una

desviacion estandar relativa (DER) de 3,9 % (n=6).

R blanco - R muestra
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60 y =241197x - 1,2293
= R?=0,9987

40

20

0
0,00E+00 5,00E-05 1,00E-04 1,50E-04 2,00E-04 2,50E-04 3,00E-04 3,50E-04 4,00E-04

[Putrescina] (M)

desarrollados, se realiz6 una calibracion de cadaverina para comprobar si generaba una
recta de calibrado de pendiente similar. Se trabaj6 con las mimas concentraciones, en las
mejores condiciones estudiadas, y se obtuvo la figura 22. En cuanto a la repetitividad, se

obtuvo para una concentracion de 2-10 * M de cadaverina, una desviacion estandar

Figura 21. Recta de calibracion de putrescina. [TMB]= 6-10-* M, [HRP]=0,6 U/mL,
[DAO]=0,2 U/soporte [Cel]= 3%, pH=7, n=2

Puesto que se pretende determinar putrescina y cadaverina con los soportes

relativa (DER) de 4,6 % (n=6).
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80 y =191424x + 0,5054
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Figura 22. Recta de calibracion de cadaverina. [TMB]= 6-10-* M, [HRP]=0,6 U/mL,
[DAQ]=0,2 U/soporte[Cel]= 3%, pH=7, n=2.
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Se realizd una comparacion estadistica de las pendientes (ANEXO 1) y se
comprobd que existian diferencias significativas entre ambas rectas, por lo que se decidio
realizar una calibracion de una mezcla de cadaverina y putrescina, relacién 50:50 molar,

que permitiria la estimacion de ambas en una muestra real.

Para ello se prepararon distintos viales con una mezcla al 50% molar de cadaverina
y putrescina. Se prepararon 4 disoluciones entre las concentraciones 2-10° My 1-10™ M,
lo que corresponde al rango lineal la recta de calibracion. La calibracion se puede observar
en la figura 23. El rango lineal obtenido fue desde 2-10° M hasta 1-10* M. En cuanto a
la repetitividad, se obtuvo para una concentracion de 1-10 # M de putrescina y cadaverina
(relacion 50:50), una desviacion estandar relativa (DER) de 5,8 % (n=4).

N W
o1 O

N
o

y = 259434x - 0,0189
R2 = 0,9999

=
o

R blanco -R muestra
|_\
ol

ol

0
0,00E+00 2,00E-05 4,00E-05 6,00E-05 8,00E-05 1,00E-04 1,20E-04
[Cadaverina:Purescina] [50:50] M

Figura 23. Recta de calibracién de intermedia [cadaverina 50:putrescina 50] . [TMB]= 6-10* M,
[HRP]=0,6 U/mL, [DAO]=0,2 U/soporte, [Cel]= 3%, pH=7.

En esta figura se puede observar como la recta intermedia obtenida, se sitda en el

medio de las recta de cadaverina y putrescina, acercandose mas a la recta de calibracion

de putrescina. La pendiente es, a su vez, intermedia entre ambas rectas.
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4.8. DETERMINACION DE UNA MUESTRA REAL

Este método se aplicd a la determinacion de cadaverina y putrescina en una
muestra real. EI Laboratorio de Salud Publica de Aragon (LSPA), con el que el grupo de
investigacion colabora, aportd un extracto de una muestra de atun (2,5g en 50 mL de
acido tricloroacético al 5%) con concentracion conocida en seis aminas bidgenas. La

concentracion de aminas presentes en la muestra se puede observar en la tabla 3.

Amina

. Putrescina | Cadaverina | Histamina | Tiramina | Triptamina | Feniletilamina
Bidgena

mg/Kg 100.0 380.0 900.0 300.0 2.2 5.6

Tabla 3. Cantidad (mg/Kg) de aminas presentes en una muestra de atin analizada en el LSPA por
HPLC-MS.

La muestra proporcionada se diluyd tres veces con tampon de fosfato con el fin
de obtener un pH adecuado, y que la sefial producida por esta muestra se encontrase en el
rango lineal obtenido en la mezcla de cadaverina y putrescina elaborada en el apartado
anterior. Esta muestra se midié por triplicado. Los resultados se pueden observar en la
tabla 4.

Muestra diluida 1/3
M1 M2 M3
15 14 15

Tabla 4.Sefiales obtenidas por las tiras reactivas de la muestra de at(n analizada en el LSPA.

Al interpolar y corregir la dilucién se obtuvo un resultado de concentraciéon de
cadaverina y putrescina de 460, 43+-23,25 mg/Kg.. Como se puede observar los
resultados son muy satisfactorios permitiendo hacer una estimacion de la concentracion
total de cadaverina y putrescina en presencia de otras aminas bidgenas (previamente se
habia comprobado en el grupo de investigacion que el resto de aminas no interferia en la

determinacion en las concentraciones presentes).
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4.9. ESTUDIO VIDA UTIL SOPORTES DE CELULOSA

Para estudiar la vida util de los soportes de celulosa se prepar6 una placa con 18
soportes y se midieron diariamente por triplicado. Se utilizo una concentracion de 2-10™

M de putrescina. Los resultados se muestran en la figura 24.
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Figura 24. Resultados del estudio de la durabilidad tiras reactivas. [putrescina]=2-10* M. [TMB]= 6-10*
M, [HRP]=0,6 U/mL, [DAO]=0,2 U/soporte, [Cel]= 3%, pH=7, n=3.

Como se puede observar, la sefial baja a partir del 4 dia. Es por ello que se decidié

utilizar estabilizadores enziméticos en la construccion de los soportes, con el fin de

alargar su vida atil el mayor tiempo posible.

4.10. ESTUDIO DE LOS ESTABILIZADORES

Este estudio se centr6 en elegir cual seria el mejor de los estabilizadores

ensayados, qué concentracion utilizar y en qué momento del proceso afadirlo.

4.10.1. DAO+ estabilizadores antes del secado

Se decidi6 afiadir los estabilizadores junto con la DAO antes del secado, con la

hipotesis de que estos evitarian la inactivacion de las enzimas durante el proceso.
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Para esta experiencia se trabajé con todos los estabilizadores descritos
anteriormente. Se adicionaron en concentraciones de 0,2; 0,5; 1y 2,5% a la mezcla de
reactivos. La sefial se produjo inyectando una concentracion de putrescina de 2-10* M

por triplicado.

Se disefio la experiencia para poder medir durante varios dias, sin embargo no se
produjo sefial en ninguno de los casos descritos. A la vista de estos resultados se decidid

trabajar adicionando la DAO después del secado.

4.10.2. Estabilizadores antes del secado adicionando la DAO después del mismo.

Para comenzar, se decidié comprobar si estos influian en la sefial generada. Para
ello se elabor6 una placa con varios soportes en los que se inmovilizaron TMB y HRP.
Cada uno contenia una concentracion del 2,5% de cada estabilizante estudiado. Para
valorar la sefial se eligi6 una concentracion de H20, de 3-10™* M, se obtuvieron los valores

representados en la tabla 5.

Estabilizante
(2,5%)
Ro-Ri 42 38 36 38 40 39 36

Tabla 5. Resultados del estudio de la sefial, adicionando los estabilizadores antes del secado, y la DAO
después del mismo. [H.0,]= 3-10“ M. [TMB]= 6-10* M, [HRP]=0,6 U/mL, [Cel]= 3%, pH=7.

- SZPF | SZSS SCIS SGIS | Sacarosa | Gelatina

Como se puede observar en la tabla, con todos ellos se obtiene sefial de peréxido

y del mismo orden que la obtenida sin el uso de estabilizadores.

Una vez demostrado que los estabilizadores no afectan a la sefial de deteccion, se
estudio si mejoraban el tiempo de vida de los soportes. Se ensayaron a concentraciones
de 0,2; 0,5; 1y 2,5%. Se prepararon dos placas para cada estabilizador, con el fin de medir
en el tiempo la estabilidad de la sefial producida por una concentracién conocida de

putrescina (2-10* M). Se elaboro en el mismo dia:

- Una placa con celulosa, HRP, TMB, DAO, para estudiar el tiempo que tardan las
tiras reactivas en dejar de dar sefial.

- Placas con celulosa, HRP, TMB, DAO vy los distintos estabilizantes.
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Cada placa contenia 24 soportes, a cada concentracion de estabilizante se le

dedic6 12 pocillos. Se midieron dos soportes de cada concentracién por dia. Estas

medidas se realizaron cada 2/3 dias. Los resultados obtenidos se pueden observar en la

figura 25.
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Figura 25. Estudio durabilidad tiras reactivas con los distintos estabilizadores. [putrescina]= 2-10* M.
[TMB]=6-10* M, [HRP]=0,6 U/mL, [DAQ]=0,2 U/soporte, [Cel]= 3%, pH=7, n=2.
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A pesar de la gran variabilidad en los valores obtenidos, se puede concluir que con
ninguno de los estabilizadores se producian mejoras, ya que a cualquier concentracion de
todos los estabilizadores se producia una caida en la intensidad de la sefial a partir del

sexto dia.

En el caso de sacarosa, se puede observar como la sefial obtenida, desde los
primeros instantes, es la mitad que el resto de estabilizadores para esa concentracion. Esto
puede ser debido al caracter reductor de la sacarosa, lo que afecta al complejo formado

por el TMB reducido y el TMB en exceso.

Tras doce dias del comienzo de esta experiencia se afiadid peroxidasa a tres
pocillos por estabilizador, con el fin de saber si era la enzima DAO la que delimitaba la
reaccion. Se obtuvieron los datos de la tabla 6 al afadir putrescina de concentracion
2-10* M.

Estabilizadores M.1 M. 2 M. 3 Media o
SZPF 44 36 47 42,33 5,68
SZSS 40 46 42 42,67 3,05
SCIS 37 42 43 40,67 3,21
SGIS 41 36 44 40,33 4,04

Gelatina 25 27 28 26,67 1,52
Sacarosa 22 30 28 26,67 4,16

Tabla 6. Resultados de la adicion de la peroxidasa tras 12 dias de la preparacién de los soportes de
celulosa elaborados mediante la adicion de los distintos estabilizadores antes del secado y la DAO
después del mismo. [putrescina]=2-10* M, [DAO]=0,2 U/soporte [TMB]= 6-10* M, [HRP]=0,6 U/mL,
[Cel]= 3%, pH=7, n=3.

Como se puede observar, se obtiene sefial, 1o que pone de manifiesto que la DAO
sigue activa y es la enzima HRP la que se inactiva (los soportes con el estabilizador
sacarosa y gelatina dieron una sefial mas baja). Con el resto de estabilizantes la sefial
seguia teniendo la intensidad deseada, es por ello que se decidio afiadir los estabilizantes,
junto con la DAO y la HRP después del secado.
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4.10.3. DAO+ estabilizadores después del secado

Se realizé un ultimo ensayo en el que se hicieron soportes, sé6lo con celulosa y
TMB. Una vez secos, se inyectdé HRP, DAO e inmediatamente después 10 uL de los
estabilizantes SGIS, SCIS, SZSS y SZPF al 100%. Las cantidades de HRP y DAO en los

soportes una vez secos fueron las mismas que en los ensayos anteriores.

Se midio a lo largo del tiempo durante 45 dias, para lo que se inyectdé 10 uL de
una concentracion de putrescina (2-10* M), el cual se preparaba el mismo dia de medida.

En la tabla 7 se muestra los resultados obtenidos en el primer y ultimos dias de la

experiencia.
Estabilizador Dia 1l Dia 39 Dia 42 Dia 45 Media Desviacion
SGIS 42 46 46 45 45,2 2,8
SCIS 44 54 49 55 48,7 4,9
SZSS 33 39 38 45 37,6 5,2
SZPF 31 28 28 25 29,0 3,4

Tabla 7. Resultados de la duracién de los soportes de celulosa adicionando los distintos estabilizadores
con la DAO después del secado. [putrescina]= 2-10* M. [TMB]= 6-10* M, [HRP]=0,6 U/mL,
[DAO]=0,2 U/soporte [Cel]= 3%, pH=7.

Como se puede observar, con los 4 estabilizantes se obtienen sefiales después de
45 dias de preparacion de los soportes, si bien las mas altas son con SGIS y SCIS. Es
aconsejable, por tanto, cambiar el procedimiento de preparacién de los soportes para

alargar su vida util.
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5. CONCLUSIONES

La reaccion enzimaética de las aminas biégenas con DAO (0,2 U) y HRP (0,6 U/mL)
produce la oxidacion del colorante TMB (6-10™* M) en disolucion, por lo que permite la

determinacion de putrescina y cadaverina.

Existe una relacion lineal entre la concentracion de aminas bidgenas y la sefial R del
cédigo RGB, del color obtenido en los soportes reactivos desarrollados. Se ha
comprobado, mediante el analisis de una muestra real, que las tiras reactivas sirven para
obtener un resultado semicuantitativo, sobre la concentracion conjunta de putrescina 'y

cadaverina.

El tiempo éptimo para las medidas en las tiras reactivas es de 60 segundos, dando una
sefal estable y alta, para concentraciones, de cadaverina y putrescina, situadas entre las
concentraciones 2:10° My 4.10* M.

Los estabilizadores se deben de afiadir junto con la DAO y la HRP tras el secado de la
tira reactiva, en la cual se encuentra: celulosa microcristalina al 3%, DAO (0,2 U), HRP
(0,6 U/mL) y un exceso de TMB (6-10* M).

El uso de estabilizadores alargo la vida Gtil de las tiras reactivas. Al inicio del estudio
las tiras reactivas duraban 5 dias, el estabilizante SZSS, SCIS y SGIS alarg0 la vida Gtil

hasta el mes y medio.
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6. CONCLUSIONS

- The enzymatic reaction of biogenic amines with DAO (0.2 U) and HRP (0.6 U / mL)
causes oxidation of the TMB dye (6 - 10-4 M) in contamination, thus allowing the

determination of putrescine and cadaverine.

- There is a linear relationship between the concentration of biogenic amines and the R
signal of the RGB code, of the color obtained in the reactive supports developed. It has
been proven, by analyzing a real sample, that the test strips serve to obtain a semi-

quantitative result, on the joint concentration of putrescine and cadaverine.

- The optimal time for the measurements in the test strips is 60 seconds, giving a stable
and high signal, for the factors of cadaverine and putrescine, located between the
concentrations 2 - 10-5 M and 4 - 10-4 M.

- The stabilizers must be added together with the DAO and HRP after drying the test strip,
in which it is: 3% microcrystalline cellulose, DAO (0.2 U), HRP (0.6 U/ mL ) and an
excess of TMB (6 - 10-4 M).

- The use of stabilizers lengthens the life of the test strips. At the beginning of the study
the test strips lasted 5 days, the SZSS, SCIS and SGIS stabilizer extended the shelf life
up to a month and a half.

36



7. VALORACION PERSONAL

Este Trabajo de Fin de Grado me ha servido para ahondar mis conocimientos en
Quimica Analitica, y sobre todo poder desarrollar un método cientifico de manera guiada.
Mas concretamente, me ha servido para conocer la reaccion descrita a lo largo del trabajo,
y poder aumentar mi conocimiento en cuanto a las aminas bidgenas y sus métodos de

deteccion.

Las practicas desarrolladas en el laboratorio siempre tuvieron un ambiente
agradable. En ningin momento hubo problemas o presiones, siendo la confianza total. En
todo momento me explicaron las actividades que alli se realizan, el manejo de los equipos
y los protocolos y me resolvian las dudas al instante. Este ambiente hizo bastante

Ilevadero el trabajo experimental alli desarrollado.

Las tiras desarrolladas pueden implementarse en la industria alimentaria,
pudiendo ser un elemento extra para la verificacion de los procesos llevados a cabo en la
industria. Personalmente, me ha hecho mejorar y perfeccionar mi técnica en el

laboratorio, pudiendo generar resultados precisos y fiables.
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ANEXOS

ANEXO |

Se realiz6 un ensayo estadistico para la comparacion de las pendientes de dos rectas de

calibrado.

Se compard la varianza de ambas pendientes para averiguar si estas eran homogéneas 0

no y poder seguir con el analisis de regresion.

Se realiz6 un analisis de la regresion de ambas rectas de calibrado para conocer su error

tipico.

Putrescina

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion maltiple  0.999311325
Coeficiente de determinacion R"2 0.998623123

R"2 ajustado 0.998278904

Error tipico 1.449383326

Observaciones 6
Cadaverina

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion maltiple 0.99467067
Coeficiente de determinacion R*2  0.98936974

R"2 ajustado 0.98671218
Error tipico 2.75732626
Observaciones 6

Se realizd un nuevo analisis de regresion considerando el rango x de entrada como los
valores de sefial de la recta con menor error tipico y el rango y de entrada como los

valores de sefial de la recta de calibrado con mayor error tipico.

Comparacion entre las varianzas de las rectas

Coeficientes  Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% Superior 95%
Intercepcion 3.16628888 1.67096019 1.89489187 0.13100869 -1.47304035 7.80561812
Variable X1 0.68064014 0.03708212 18.3549393 5.1832E-05 0.57768366 0.78359662
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Para poder establecer el criterio de homogeneidad entre las varianza de ambas
pendientes, el valor de intercepcion inferior y superior al 95,0% debe incluir el valor de
0y el valor de la variable X 1 inferior y superior al 95,0% debe incluir el valor de 1.
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