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Glosario
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ABSTRACT

Biogenic amines (BA) are defined as nitrogened compounds formed as the result of the

decarboxylation of amino acids and proteins. These compounds are involved in many essential
physiological functions within our body such as the regulation of brain activity or inflammatory
systems. BA are found in a wide range of foods and when consumed by healthy people are
eliminated by enzymatic detoxification systems, found in the liver and the internal side of the
small intestine. However, when consumed in high concentrations or when people have reduced
detoxification capacity, they can trigger toxicological processes. In this work, the development of
a rapid determination methodology for BA will be proposed, based on the generation of color in
an enzymatic reaction carried out on a solid support which uses Nanocellulose synthesized in the
laboratory. To achieve this objective, a mobile device is proposed as a color measuring
instrument capable of reading color according to three components: Red, Green and Blue. Color
measurements are evaluated and compared against different illuminants and mobile devices in
order to prove the variability of the measurements under these conditions and the need for a
correction with a mathematical model called “Grays World”. Using this color correction
methodology, the use of a device for color measurements is justified. This device, called Light
Box, allows controlled and homogeneous color measurement conditions. Once the measurement
methodology has been corrected, solid reaction supports are developed which allow the
integration of reactives (Diamine oxidase, Peroxidase and dye) for the direct determination of the

BA putrescine and cadaverine.



RESUMEN

Las aminas bidgenas (AB) se definen como compuestos nitrogenados formados como resultado

de la descarboxilacién de aminoacidos y proteinas. Estos intervienen en funciones fisiologicas
esenciales dentro de nuestro organismo como la regulacion de la actividad cerebral o de los
sistemas inflamatorios. Estas AB se encuentran en una gran variedad de alimentos y al ser
consumidas por personas sanas son eliminada por varios sistemas enzimaticos de
desintoxicacion, en el higado e interior del intestino delgado. Sin embargo, cuando se consumen
en grandes concentraciones o0 cuando las personas tienen reducida su capacidad de
desintoxicacion, puede desencadenar procesos toxicologicos. En este trabajo se propone el
desarrollo de una metodologia de determinacion rapida de AB basada en la generacion de color
en una reaccion enzimatica llevada a cabo en un soporte sélido que utiliza Nanocelulosa
sintetizada en el propio laboratorio. Para alcanzar este objetivo, se propone como instrumento de
medida del color un dispositivo movil, capaz de leer el color segun tres componentes: Rojo,
Verde y Azul. Las medidas de color se evaluan y comparan frente a distintos iluminantes y
dispositivos moviles con el fin de demostrar la variabilidad de las medidas bajo estas condiciones
y la necesidad de una correccion con un modelo matematico denominado “Grays World”.
Utilizando esta metodologia de correccion de color se justifica el uso de un dispositivo para las
medidas de color, denominado Caja de iluminacién, que permita tener unas condiciones de
medida de color controladas y homogéneas. Una vez corregida la metodologia de medida, se
desarrollan los soportes solidos de reaccion que permiten integrar los reactivos (Diamino
oxidasa, Peroxidasa y colorante) para la determinacién directa de las AB putrescina y

cadaverina.



1. Introduccion

1.1.  ;Qué son las aminas biégenas?

Las aminas biégenas (AB) son una serie de compuestos nitrogenados de bajo peso molecular
formados principalmente por la descarboxilacién de proteinas y aminoacidos.[! Estos
compuestos se encargan de desempefiar distintas funciones fisioldgicas esenciales dentro del
organismo como, por ejemplo, regular la actividad cerebral o desencadenar respuestas

inflamatorias. [2
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biogenas se muestran en la Figura 1. Figura 1. Estructura de algunas aminas biégenas

Las AB son degradadas en el higado y en el interior del intestino delgado, segun una serie de
procesos de oxidacion, en los que participan varios sistemas enzimaticos o sistemas formados
por enzimas, macromoléculas de origen biolégico que aceleran la velocidad de ciertas
reacciones quimicas. Estos actian como sistemas de desintoxicacion de estas aminas para su
posterior secrecion del organismo a través de la orina. Estos sistemas estan formados por las
enzimas monoamino oxidasas (MAO, EC 1.4.3.2114)), diamino oxidasas (DAO, EC 1.4.3.2214]) y
poliamino oxidasa (PAO, EC 1.5.3.1314).[51 [6]

Debido a que las AB intervienen en distintos procesos esenciales del organismo, su formacién,
catabolismo, absorcion y secrecion estan perfectamente regulados; sin embargo, cierto tipo de
bacterias/hongos presentes en alimentos también puede generar estas AB, por lo que la ingesta
de alimentos con altas concentraciones de AB o el malfuncionamiento de los sistemas
enzimaticos, debido a cierto medicamentos o factores genéticos, pueden alterar este equilibrio,
provocando una saturacion de los sistemas de desintoxicacion y provocando graves problemas
en la salud. 131 161 7], 8]



1.2. Aminas Bidgenas en alimentos y efectos toxicologico

Las intoxicaciones mas frecuentes por AB son las causadas por histamina y tiramina, conocidas
como ‘“intoxicaciéon escombro idea” e “intoxicacién por quesos”’, respectivamente. Si bien la
histamina y la tiramina son las AB con mayor potencial toxico, la presencia de otras AB, como la
putrescina o la cadaverina, puede potenciar sus efectos toxicos. Ademas del efecto directo de las
AB, éstas pueden reaccionar con otros compuestos generando compuestos mas toxicos con

efectos carcinogénicos, mutagénicos o teratogénicos. (! (8]

1.3.  Niveles permitidos de AB y porqué determinarlas

Aunque los riesgos toxicoldgicos asociados a la ingesta de AB ya estan perfectamente
estudiados, no hay todavia una legislacion especifica que establezca los niveles méaximos de
concentracion permitidos en los alimentos con el fin de asegurar la salud de los consumidores.
De las distintas AB, s6lo estan regulados los niveles maximos de histamina en pescados y estos
son, segun la legislacion europea (Directiva 91/439/CEE), de 100 mg/kg para pescado crudo y
200 mg/kg para pescado salado (6.

1.4. Metodologia para la determinacion de aminas bidgenas

Entre las técnicas mas utilizadas para la determinacion de AB estén las cromatogréficas, méas
concretamente, la cromatografia liquida de alta presion (HPLC) y la de ultra alta presién
(UHPLC). Los métodos tradicionales de HPLC, aunque permiten obtener buenos resultados en
cuanto a la deteccion y cuantificacion de las AB conllevan tiempos de andlisis, entre 20 y 60
minutos por muestra. Por otra parte, la UHPLC, que utiliza presiones mas altas ha permitido
reducir notablemente el tiempo de analisis aumentando la resolucion y la sensibilidad de este

tipo de compuestos. [11(81(9]

Estas técnicas generan muy buenos resultados en cuanto a selectividad y sensibilidad, sin
embargo, son lentas y no adecuadas para establecerlas como técnicas de analisis rapido y de
control. Para metodologias rapidas se suelen utilizar métodos colorimétricos y electroquimicos
basados en reacciones enzimaticas. Esta primera metodologia es la que ha sido utilizada hasta
ahora por el GBA para la determinacion de AB y en la que se enfocara este trabajo.



1.4.1. Reaccion enzimatica colorimétrica
Las reacciones enzimaticas para la determinacion de AB utilizadas en este trabajo se basan en
una serie de procesos redox, en las que la sefial analitica se debe al cambio del estado de
oxidacién de una de las sustancias (colorante) la cual, genera un cambio de color facilmente
detectable, que permite relacionar de manera directa la concentracion inicial de AB en la muestra
con dicho color.l®l [0} "], Estas reacciones estaran guidas por las enzimas diamino oxidasa
(DAO, EC 1.4.3.2214]) y peroxidasa (HRP, EC 1.11.1.74]) las cuales catalizan la transferencia de
electrones entre moléculas. La reaccion enzimatica global estudiada se divide en dos reacciones

en serie que son:

Enzima oxidasa

(1)Amina biégena + 0, + H,0

Aldehido + NH; + H,0,

. Enzima peroxidasa .
(2) H,0, + colorante reducido » H,0 + colorante oxidado

Figura 2. Reaccion enzimatica

e Primera reaccion: La enzima oxidasa, en nuestro caso DAO, cataliza la reaccién entre el

oxigeno Yy la amina biégena, generandose un aldehido y perdxido de hidrégeno.

e Segunda reaccion: La enzima peroxidasa, en nuestro caso HRP, cataliza la reaccion entre el

perdxido producido en la primera reaccion y el colorante en su forma reducida, generando

oxigeno y la oxidacion del colorante, lo que produce un cambio de color en el colorante.

Para este trabajo se ha utilizado el colorante 3,3',5,5'-Tetrametil Benzidina (TMB), el cual en su
forma reducida es incoloro y que, una vez oxidado, produce un color azulado cuyos maximos de
absorbancias son detectables espectrofotométricamente a 370 y 655 nm. Este color sera
utilizado como sefal analitica para la deteccidn de las AB. También puede ser medido a 450 nm

en disoluciones &cidas generando un color amarillo.[']

En este trabajo se utilizaran soportes sdlidos para el estudio de dichas reacciones, aunque estas
también han sido estudiadas en disolucion. Estos soportes estaran constituidos, a diferencia de
en otros trabajos del GBA, por un nuevo material denominado Nanocelulosa (NC) sobre el que
se integraran los reactivos de la reaccion. La eleccion de dicho material se debi6é a qué en los
soportes utilizados en otros trabajos anteriores, se habia utilizado como material de soporte
Celulosa y se habia observado que la generacion de color sobre su superficie no era
homogénea, forméndose el denominado “halo de café”, y dificultando la toma de medidas de

color (Figura 3.A).



Segun varios articulos, este problema se
podia solucionar con la utilizacion de NC

como soporte, obteniendo una mejor sefal

de color y mas concentrada debida a una  Figura 3. Reacciéon enzimatica para la
retencion mas eficiente de los reactivos en  determinacion de AB. A) “Halo de café”

el interior de esta (Figura 3.B).'3 generado en Celulosa. B) Sefial generada en NC.

1.5.  Sintesis de Nanocelulosa a partir de Celulosa

La celulosa es un biopolimero de tipo lineal homopolisacarido con estructura en forma de fibras,
las cuales presentan regiones cristalinas y no-cristalinas. Estas fibras estan constituidas por
unidades de D-anhidroglucopiranosa (AGU) unidas por enlaces covalentes entre los carbonos 1
y 4 de AGU (Figura 4). La unién de dos AGU consecutivas forma una unidad de celobiosa, la
unidad de repeticién méas pequefia en el polimero. El valor de n en la Figura 4 hace referencia al

numero de unidades repetitivas de celobiosa que tiene la macromolécula.l4!

HO HO H
0 OH ,%& _o OH
HO o HO
H O 0 ;5 1 __-0 o)
C?‘(O OH o] HO—%"2>0gh OH
OH : OH
N —

Grupo terminal no-reductor Unidad de Celobiosa Grupo terminal reductor

Figura 4. Estructura polimérica de celulosa [1¢]

Cuando se habla de NC se hace referencia al cristal o fibra formada a partir de celulosa que
tiene al menos una dimensidn dentro del rango de tamafio nanométrico. En la Figura 5 se puede
observar diversas fibras de celulosa con sus respectivas regiones cristalinas y no-cristalinas. A
partir de esta estructura explicaremos como se generan los cristales o fibras de NC, ya que

dependera de si la celulosa inicial se somete a un proceso quimico 0 mecanico.

Region Cristalina

e1q1g

BAqYOINTY

Moléculas Interfibrilares Regién no-cristalina

Figura 5. Estructura interna de una fibra de celulosa [']



Mediante un tratamiento quimico con &cido o de hidrélisis se eliminaran las regiones no-
cristalinas y unicamente permaneceran las regiones cristalinas, lo que generara nanocristales de
celulosa (CNC). En cambio, gracias al tratamiento mecanico se produce una rotura de los
enlaces entre fibrillas forméndose nanofibras de celulosa (CNF), manteniendo la region cristalina
y no-cristalina. ['3l, En este trabajo la NC se prepararé a través de la via &cida., utilizando
Celulosa Microcristalina como base de la sintesis. Una vez finalizado este proceso, se procedera

al estudio de las mejores condiciones para medir el color generado sobre la NC.

1.6.  Estudio del color

Cuando hablamos de color, nos referimos a la interpretacion que hace nuestro cerebro de una
serie de estimulos generados en la retina del ojo a causa de las distintas longitudes de onda que
le llegan de la parte visible del espectro electromagnético (entre 380 y 780 nm). Todo cuerpo
iluminado absorbe una parte de las ondas electromagnéticas y refleja las restantes. Estas

ultimas son las que generan el color.[171[18]

1.7. Medidas de color sobre el soporte de reaccion

Las medidas de color se realizaron a través de fotografias tomadas con distintos dispositivos
maviles, utilizando la aplicaciéon Color Grab® a través de lo que se denomina un modelo de color.
Un modelo de color es un modelo matematico que permite representar los colores de forma
numérica, utilizando habitualmente tres valores. A partir de estos tres valores se genera un
sistema de interpretacién del color a través de una figura geométrica tridimensional denominado
espacio de color. Para este trabajo se hara uso de los espacios de color RGB y CIE Lab, ya que
son los mas utilizados para expresar el color en imagenes fotogréficas.

Los tres valores a partir de los cuales se define un color en estos espacios son:

e RGB: componente roja (R), verde (G) y azul (B)

e CIE Lab: Luminancia (L), componente verde al rojo (a) y componente azul al amarillo (b)
Esta manera de medir se ve condicionada por una serie de factores que afectan a la
interpretacién de los colores, por lo que no controlarlos puede llevar a conclusiones erréneas
acerca de un mismo color. Para comunicar siempre la misma informacion acerca de un color hay
que procurar mantener unas condiciones de media constantes y controladas. Los factores que

pueden afectar a la interpretacion del color se muestran en la Tabla 1 ['7;

Tabla 1. Factores que afectan a la interpretacion del color \

Diferencias en las fuentes de iluminacion
Diferencias en el escenario o contraste
Diferencias de reflexion direccionales causadas por la superficie de un objeto
Diferencias de observador o camara del teléfono mévil (sensibilidad)
Diferencias del tamafio del color en el objeto (distancia de medida)

5


https://es.wikipedia.org/wiki/Radiaci%C3%B3n_electromagn%C3%A9tica

Es por eso que para este trabajo se propone el desarrollo de una caja de iluminacién, la cual
permitira controlar todos estos factores a excepcién de las diferencias entre teléfonos moviles
(sensibilidad), ya que es unica de cada teléfono. La sensibilidad de cada maévil se estudiara y
estandarizara segun un algoritmo matematico de correccion denominado “Grays World”, que se
explicara mas adelante.

1.7.1. Caja de iluminacion para la determinacién de color

Una caja de iluminacién (Cl) o “Light Box” es un

Instrumento de medida

dispositivo cerrado con s6lo dos aberturas al
exterior: la de introduccion de muestra y la de
colocacion del instrumento de medida, en
nuestro caso, el dispositivo mévil (Figura 6).
Esta Cl presentara una fuente de iluminacion

LED Des interna que permitira iluminar la

muestra de una manera homogénea y ajena a Introduccién de muestra

cualquier otra iluminacién externa. La parte

interna estara pintada o fabricada con Figura 6. Caja de iluminacion
materiales de color negro para evitar la reflexion de la luz dentro de la Cl, de tal manera que el

detector solo obtenga informacién de la luz reflejada por la muestra.['6]
2. Obijetivos
21.  Objetivos y finalidad de este trabajo

Como se ha comentado en la introduccidn, existe un gran interés por disponer de métodos para
el andlisis de AB. El objeto principal del trabajo es el desarrollar una metodologia sencilla que
permita la determinacion semicuantitativa de las AB putrescina y cadaverina. Para ello: 1) Se
desarrollaran soportes de reaccién basados en NC a partir de Celulosa Microcristalina, 2) Se
disefaran, fabricaran y mejoraran varios modelos de caja de iluminacién que permita iluminar y
medir de una manera homogénea las muestras, 3) Se estudiaran y optimizaran las mejores
condiciones para generar color en la reaccién colorimétrica de estudio y 4) Se realizara un
estudio matematico de los valores digitales de una serie de colores de una Carta RAL® bajo la
influencia de varios iluminantes, asi como de los colores generados por la reaccién enzimatica.
Este objetivo general se concreta en los siguientes objetivos especificos:
e Estudio de la reaccion enzimatica:

o Estudio y caracterizacion de la NC como soporte de inmovilizacion de los reactivos

o Estudio de cantidades de reactivos inmovilizados en el soporte: HRP, TMB, DAO



o Realizaciéon de las correspondientes rectas de calibrado estableciendo los parametros
analiticos.
e Interpretacion y estandarizacion de las medidas de color:
o Disefio de una caja de iluminacion portatil para la medida homogénea del color utilizando
una iluminacién estandar tipo LED Des.
o Estudio de distintos colores de una Carta RAL Classic® bajo la influencia de distintos
iluminantes y teléfonos méviles
o Estudio de las mejores condiciones para la deteccion del color mediante la camara de
fotos del Smartphone.
o Digitalizacion y correccidn matematica del color bajo un iluminante estandarizado en
formato fotogréafico JPEG
Desde un punto de vista mas académico se pretende:
e Conocer y aplicar las diferentes etapas del Método Cientifico para la resolucién de un
problema en Quimica Analitica.
e Utilizar de forma integrada los conocimientos que se han adquirido en Quimica Analitica a lo
largo del Grado y del Master:
o Correcta utilizacién del material e instrumentos.
o Desarrollo de un protocolo de trabajo detallado.
o Evaluacién de los parametros de calidad de un método analitico (sensibilidad, rango de
aplicacién, precision, selectividad y los derivados de ellos).

o Tratamiento estadistico y correcta presentacion de los resultados.
3. Experimental

3.1. Reactivos y disoluciones

3.1.1. Reactivos generales

e Disolucién de colorante TMB (3,3".5,5"- Tetrametilbenzidina) = 98%, (Sigma-Aldrich 860336),
(240,35 g/mol). Las disoluciones se prepararon por dilucién en agua de una disolucion
7,9:10-3 M preparada pesando 1,9 mg y disolviendo en 1 mL de dimetil sulféxido.

e Peroxido de hidrégeno, H202 33% (m/V) en agua, (Panreac 131077.1211). Las disoluciones
de peroxido de hidrégeno para las rectas de calibrado se prepararon por dilucién de la
anterior en disolucion amortiguadora pH=6.

e Hidroxido de sodio (VWR Chemicals 28245.265), (40 g/mol). Disolucién de hidréxido de

sodio, NaOH 0,1 M, preparada a partir del compuesto sdlido.



3.

3.

3.2.
3.

3.

Celulosa Microcristalina en polvo 20 pym, pH: 5-7 (11 wt. %) (Sigma-Aldrich 310697-50G). La
celulosa microcristalina se utilizara como base para la preparacion de Nanocelulosa. En
adelante se denominara MCC.

Acido clorhidrico 35-38% (Poch 575283115). Disolucion de &cido clorhidrico 1 M, preparada
a partir de la disolucion concentrada.

Acido sulfirico, H2SOs >95 %wt, p=1,83 g/mL (Fisher Scientific 7664939). Las disoluciones

al 80 y 60%wt se prepararon por dilucion en agua destilada a partir de la de >95%wt.

1.2. Enzimas

Peroxidasa de rabano picante (HRP-Horseradish Peroxidase) (146 U/mg), (Sigma-Aldrich
EC 1.11.1.7019]), Se prepar6 una disolucion concentrada de 248,2 U/mL preparada pesando
1,7 mg y disolviendo en 1 mL de disolucion tampdn. A partir de esta, se prepararon
disoluciones mas diluidas para la reaccion de estudio.

Diamino oxidasa de Lathirus cicera (150 U/mL) en agua, (Molirom EC 1.4.3.2214)). Se tomara
una fraccion del vial anterior y se trabajara directamente con él.

1.3. _Aminas bidgenas

Putrescina (Putrescine Dihydrochloride) ~98%, (Sigma-Aldrich P7505), (161,07 g/mol). Las
disoluciones se prepararon por dilucién de una disolucién 1,24 -10-2 M preparada pesando
2,00 mg y disolviendo en 1 mL de disolucion tampon.

Cadaverina (Cadaverine Dihydrochloride) ~98%, (Sigma-Aldrich C8561), (175,10 g/mol). Las
disoluciones se prepararon por dilucién de una disolucion 1,11 -10-2 M preparada pesando

2,00 mg y disolviendo en 1 mL de disolucion tampon.

Instrumentacion y material

2.1. Instrumentos generales

pH-metro CRISON, Basic 20

Microscopio electrénico de barrido CSEM-FEG INSPECT F50

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

Reflectémetro portatil CM-2600d KONICA MINOLTA con iluminacion Flash Xenon y detector
de fotodiodo array.

Espectrometro QE65000 Ocean Optics con detector CCD-array acoplado a una fibra dptica.
Teléfonos movil Xiaomi Redmi 6a / Huawei P10 Lite / Xiaomi Redmi 5 plus

2.2, Materiales y aparatos

Ordenador con el software SpectraMagic NX para interpretar distintos colores.
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e  Centrifugadora Hermle Z 3000 de Labortechnik

e  Agitador magnético A-01, SBS

e  Micropipetas Socorex de volumen variable (5-50 uL, 10-100 L y 100-100 pL)

e Material desechable: eppendorf, tubos falcon, puntas de micropipetas

e Vasos de precipitado

e Placas de pocillos Nunc para la deposicion de Nanocelulosa

¢ Incubadora OVAN modelo OM10E

e Caja de lluminacion con Tira LED RGB/ Safety RGB LED Strip Combo 12/24V SMD
3538/5050 LED Strip con iluminacién blanca (Dss) e regulable a distintas intensidades por IR

e Piezas de construccion Lego ® para la construccion de las Cl

e Mortero y mano de ceramica de 130 mm de Diametro con una capacidad de 284 mL

e Carta de colores RAL Classic® - Sistema tintométrico universal de URKI System

o Estufa de secado Heraeus para temperaturas regulables desde 10°C hasta 250°C.

¢ Bafio de ultrasonidos analdgico Ultrasons, sin calefaccion de la marca SELECTA®

3.3.  Procedimiento operativo

3.3.1. Preparacion, optimizacion y caracterizacion de NC
La primera parte de este trabajo consistio en la sintesis de NC via &cida tomando como
referencia varios articulos. La NC se prepar6 a partir de la mezcla de Microcelulosa Cristalina de
20 um (MCC), agua destilada y &cido sulfarico al 80%wt, diluyendo la mezcla hasta alcanzar una
concentracién de 60%wt en &cido y consiguiendo una relacion MCC/acido de 1:10. La reaccién
se dejd durante 3 horas a 50°C con agitaciéon en un bafio de agua. Una vez finalizada, la
dispersion de NC se lavé con NaOH 0,1 M y se ajustd a pH 6 con agua destilada. Tras un
secado del sedimento de la dispersion a 50°C en un horno termostatizado, esta se molio y se
utilizé para la preparaciéon de los soportes de reaccion, mezclédndola con los reactivos de la
reaccion enzimatica. Este procedimiento tuvo que ser optimizado en varias etapas. La NC se
caracterizd mediante un microscopio electrénico de barrido (SEM) que se basa en la informacion
contenida en los electrones que rebotan sobre la superficie de un material al hacer incidir un haz
electrénico concentrado y a gran velocidad.

3.3.2. Dispositivo para las medidas de color
La segunda parte de este trabajo se enfoco en el desarrollo y optimizacién de una Cl para la
medida del color. Para ello se propusieron y desarrollaron varios modelos de Cl construidos con
piezas de LEGO ®, las cuales utilizaban tiras LED como fuente de iluminacion. Cada modelo fue



comparado con el anterior, explicando las ventajas y desventajas observadas del mismo a través
de iméagenes fotograficas de una plantilla de colores de referencia. Una vez optimizados todos
los pardmetros, se desarrolld6 mediante impresion 3D un ultimo modelo que serviria de

presentacion para este trabajo.

3.3.3. Correccion del color mediante una Carta de colores RAL ®
La tercera parte de este trabajo consistio en la caracterizacion de una Carta de colores RAL®
mediante sus espectros de reflectancia y sus valores digitalizados en los espacios de color RGB
y CIE LAB mediante fotografia. Primero, se tomaron aleatoriamente 13 colores de una Carta de
colores RAL® y se obtuvieron sus espectros y valores digitales mediante un reflectometro portatil
CM-2600d KONICA MINOLTA. Segundo, se tomaron medidas de dichos colores bajo distintos
iluminantes y con distintos teléfonos moviles fuera y dentro de la Cl. Los valores obtenidos se
compararon, trataron y corrigieron mediante el algoritmo matematico de “Grays World”,
comparandolos con los valores obtenidos por el reflectometro.

3.34. Medidas en Nanocelulosa
La ultima parte de este trabajo se enfocd en la preparacion de los soportes de medida. Estos
soportes estaban compuestos por una dispersion de NC 10% y TMB 6-10 M, la cual se inyect6
sobre la tapa de una placa de pocillos que hacen de molde y se dejé secar a 30°C durante una
hora y media hasta la evaporacion completa del agua presente. Una vez seco, se le afadié a
cada pocillo 10l de HRP 250 U/mL (para el estudio de H202) o 10pl de HRP 250 U/mL y 10pl
de DAO 100 U/mL (para el estudio de AB). Dicho soporte se volvié a dejar a 30°C durante una
media hora hasta su secado completo. Una vez finalizado el segundo secado, el soporte se
introdujo en la Cl y se le inyectd a cada pocillo 10 pl de H202 o AB de distintas concentraciones,
dependiendo del estudio que se quisiese realizar. La Cl se cerro y se esperd 30 s hasta la
estabilizacidn del color. En ese momento se tomo una fotografia del soporte.
La fotografia se interpretd con la app Color Grab® de Loomatix y se tomaron los valores de color
en cddigo RGB. Estos valores se pasaron a una hoja Excel y se corrigieron con los resultados
obtenidos de la Carta de colores RAL ®. En esta Ultima parte se realizaron varias rectas de
calibrado con todos los reactivos de la reaccion ya optimizados. Los reactivos optimizados fueron
HRP y DAO. Una vez optimizados los reactivos, se procedid a la realizacion de rectas de
calibrado de H20 y AB respectivamente para relacionar la concentracion de dichos compuestos
con sus colores especificos. También se realizé un estudio de repetividad con AB.
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4.

Resultados y discusion

4.1. Sintesis y Caracterizacion de la Nanocelulosa

La eleccion de NC para este trabajo se debié a que este material proporcionaba mejoras
significativas como soporte de reaccion con respecto a otros materiales utilizados por el GBA.
Para la sintesis de NC, se eligio el procedimiento via acida ya que esta disponia de una mayor
cantidad de referencias bibliograficas.['9120121] De estas referencias se eligié el estudio de
loelovich, M. (2012). Se escogié dicho procedimiento experimental ya que, en comparacion con
los demas estudios analizados, éste se llevaba a cabo en condiciones experimentales menos
energéticas gracias a la utilizacion de hielo para reducir la temperatura de mezcla, asi como
menores tiempos de tratamiento acido y sonicacién de las muestras.

En dicho trabajo se usa como material de partida Celulosa Microcristalina (MCC) en forma de
polvo o fibrilada, la cual se mezcla con agua en un vaso de precipitado puesto en bafio de hielo y
a la que se le va adicionando lentamente &cido sulfurico al 80%wt con agitacion hasta alcanzar
una disolucién con un 60%wt de &cido sulfirico y una proporcion de MCC/Acido de 1:10. Una
vez realizada la mezcla, el vaso de precipitado se pone en un bafio de agua con agitacién
durante 1 hora a 45°C. Finalizado el tratamiento &cido, la dispersién de NC se mezcla con agua
destilada en una proporcién 1:10. El sedimento de NC se separa por centrifugacion y se lava con
agua destilada hasta alcanzar pH 6. Para finalizar, se trata esta dispersion por sonicacién y se
separara el sedimento, dejandolo secar a 60°C.

Para comprobar si se el procedimiento mencionado en el articulo habia sido bien replicado se
realizaron varios procedimientos de caracterizacion mediante microscopia electronica (SEM) de
la NC seca obtenida. Esta caracterizacion fue llevada a cabo por el Servicio de Microscopia
electrénica de materiales de la Universidad de Zaragoza. Los resultados obtenidos no fueron los
que se esperaban segun demostraron los procedimientos de caracterizacion, por lo que varias

condiciones de sintesis tuvieron que ser optimizadas.

41.1. Optimizacion de la sintesis de NC por via quimica

41.1.1. Orden de mezcla de los reactivos

En el primero caso, nombrado como SA, se mezcld MCC con &cido sulfurico al 80%wt con
agitacién manual en un vaso de precipitado puesto en bafio de hielo. A continuacion, se fue
adicionando lentamente agua sobre ésta con mezclado manual hasta alcanzar un contenido de
acido del 60%wt. En el segundo caso, nombrado como AS se replicd el procedimiento, pero

utilizando como primer reactivo el agua destilada.

11



De estos dos métodos de mezclado se eligié el sequndo, ya que en el primer caso la mezcla de

MCC se torné marrén a causa de lo que se cree un proceso de carbonizacion, lo que hacia que

el proceso de sintesis de NC fuera totalmente inservible.

41.1.2. Optimizacion de la reaccion de hidrolisis

Siguiendo con el procedimiento de sintesis, se dispuso la mezcla en un bafio termostatizado con
agitacién a 50°C. En este punto del proceso se realizd un estudio de las mejores condiciones
para la reaccion acida o de hidrélisis, atendiendo a la concentracion de acido sulfurico utilizada,
asi como al tiempo de contacto del acido en la reaccion. Para estos estudios se prepararon un
total de ocho disoluciones, catalogadas segun la concentracion final de acido sulfurico en la
mezcla y el tiempo de contacto de este con la muestra. Las concentraciones finales de acido
fueron del 60 y 70%wt y los tiempos estaban comprendidos de 1-4 horas. La nomenclatura para
identificar las muestras se expone en el ANEXO I junto a las fotografias tomadas por el SEM.

Los resultados mostraron que no habia diferencias entre utilizar acido sulftirico al 60% o al

70%, por lo que se eligié para el resto de preparaciones de sintesis aquella que utilizaba una

cantidad menor de reactivo, es decir, acido sulfurico al 60%. En cuanto a los tiempos de

reaccion, se observé todas las muestras tenian NC, la unica diferencia que se apreciaba era la
menor 0 mayor ruptura de fibras de celulosa. En base a estos resultados las muestras que mejor

proporcion de ruptura de fibras/tiempo fueron aquellas sometidas a una reaccion de 3 horas,

es decir, la muestra NCeo-3. Estos resultados se obtuvieron de las fotografias del SEM
mostradas en el ANEXO II.

Una vez concluidas las 3 horas de reaccidn, la disolucién de NC se trasvas6 a un matraz al que

se le adiciond agua destilada. La relacion de la disolucién de NC y el agua adicionada debe ser
de 1:10. Esta disolucion final se dejo 24 horas en reposo para que precipitase la NC.

4.1.1.3. Tratamientos y lavados sobre la NC

Al dia siguiente, se procedera a la eliminacién de los restos de acido sulfdrico presente en la
dispersiéon de NC ya que la presencia de restos de acido sulftrico produce su carbonizacion.
Para evitar los procesos de carbonizacién se procedera al lavado de la NC por centrifugacién,
primero con una disolucion de NaOH 0.1 M, seguido de lavados con agua destilada hasta que
las aguas de lavado tuviesen un pH de 6. Ambos procesos se intercalaran con tratamientos por
sonicacion en un bafo de ultrasonido para mejorar la disgregacion y mezclado de la NC en la

dispersion, como se puede apreciar en el ANEXO I
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Se realizaron un total de 10 lavados-sonicacidn-centrifugados de la NC: 2 lavados con NaOH
0,1My 8 con agua destilada. Los ciclos de centrifugacion fueron de 2 minutos a 13000 rpm. Una

vez comprobado que el pH se ajustaba a 6, se procedi6 al proceso de secado de la NC.

41.14. Temperatura/tiempo de secado de la NC

Para el secado de la NC, se vertié la dispersion sobre una bandeja de vidrio y a continuacién, se
introdujo ésta en un horno termostatizado a una temperatura de 50°C. Esta dispersion se dejo
secar hasta peso constante. La NC resultante se recogi6 y se pesé sobre un vidrio de reloj para
calcular el rendimiento de la preparacion, obteniéndose un rendimiento promedio del 60-70%.

Finalmente, la NC se molié con un mortero.

4.1.2. Caracterizacion de la Nanocelulosa
41.21. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

El analisis mediante microscopia electronica o SEM sirvié para evaluar: 1) Reproducibilidad del

procedimiento operativo mencionado en el articulo. 2) Concentracién optima de &cido sulfarico
para la ruptura de la MCC. 3) Tiempo 6ptimo de contacto entre el &cido sulfurico y la MCC. 4)
Presencia de restos de &cido sulfurico tras los lavados con NaOH y agua. 5) Disgregacién de NC
por sonicacion. 6) Diferencias en la morfologia entre MCC y NC. 7) Tamario de las fibras de NC

4122 Tamano de las fibras de NC

Los nanocristales generados en el proceso de sintesis de NC estan formados por fibras de

tamafio nanométrico, por lo que una vez optimizado todo el proceso de sintesis de NC se realizd
un estudio del tamafio promedio de estas fibras mediante SEM. Para el estudio se tomaron un
total de 24 fibras seleccionadas aleatoriamente dentro de las imagenes del SEM tomadas con
una escala de 500 nm, tal y como se muestra en el ANEXO IV. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 2:

Tabla 2. Medidas de tamafio de fibras de NC - Procedimiento de sintesis optimizado n=24.

Intervalo de confianza para el estudio del 95%
Tamafio promedio de fibras de NC
Promedio 26,26 nm Desviaciéon Estandar 3,73
DSR% 14,20 % Resultado 26,26 £ 7,71 nm

4.2. Desarrollo de soporte portatil para las medidas de color

El siguiente paso en este trabajo se enfocd en el desarrollo de un dispositivo para las medidas
de color o0 Caja de lluminacion (Cl) que mejorase y resolviese los problemas de reproducibilidad

de medidas de color, sobre soportes sélidos, observados en trabajos anteriores del GBA.
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Para ello se plantearon un total de cuatro disefios propios de Cl tomando como base de estudio
el modelo planteado por Oscar Castejon Musulén en su Trabajo de Fin de Grado apartado 3.4
sobre la “Determinacion de compuestos activos para la reduccion de riesgos toxicologicos por
consumo de drogas” de la Universidad de Zaragoza.[?2l Para la construccion de estas Cls se hara
uso de piezas de LEGO ® como estructura de las cajas, tiras LED de 6500 K como fuente de
iluminacién y carton pluma de color negro para forrar internamente los dispositivos de medida

evitando asi la reflexién de la luz en el interior de la Cl.

4.21. Estudios de color realizados con la Cl
Se tomaron dos articulos de referencia para el estudio de las medidas de color dentro de la Cl.
Estos se basaban en la correccion de los valores de color tomados con distintas fuentes de
iluminacién y distintos dispositivos de medida (zapryanov, G., Ivanova, D., & Nikolova, I.
(2012) 23) y la determinacion de tolerancias o diferencias numéricas entre colores (Mokrzycki,

WS y Tatol, M. (2011) 24]),

El primer articulo se centra en la captura de imé&genes digitales mediante distintos dispositivos
digitales y como los colores captados en estas se pueden ver afectadas por distintos iluminantes,

no reproduciendo fielmente los colores presentes en la escena.

Para corregir dichas diferencias de color, se

- K 0 D -
propone una  correccion  matematica R Race R
denominada “Grays World” (GW) basada en G 1=l 0 K 0 |=IG
. . Gacec
la correccion de valores RGB de la propia B K B
imagen a través de una matriz (Figura 7), L 0 0 Bacc -
obteniendo unos nuevos valores R'G'B'. Figura 7. Matriz de correccion GW

Esta correccion se basa en asumir que toda imagen se ilumina con un iluminante estandar de
5000K y qué, por tanto, los valores RGB de un color gris de referencia deberian ser iguales en
valor (R=G=B=K). Al medir ese mismo color gris con otro iluminante o dispositivo, sus valores
RGB habran cambiado, denomindndose ahora como Racc, Gacc y Bac. Al sustituir los valores
dentro de la matriz conseguimos una correccion propia para cada iluminante y dispositivo. Por

tanto, para nuestras correcciones en una imagen sélo necesitaremos un color gris de referencia.

El segundo articulo expone la posibilidad de comparar distintos colores en una imagen digital
segun una aproximacion matematica aplicada en el espacio de color CIE Lab. La diferencia
existente entre dos colores se evallia mediante lo que se conoce como “Delta E 2000” 0 AE2ooo,

que es diferencia minima que debe haber entre dos colores para considerarse iguales.
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Para este modelo esa diferencia debe ser inferior al 5%, ya que en caso contrario se consideran

que son colores diferentes. Por tanto, para evaluar los distintos modelos de caja habra que:

1) Tomar los valores RGB de una plantilla de colores de referencia

)
2) Corregir dichos valores utilizando un color gris de referencia
3) Transformar matematicamente los valores corregidos de RGB a CIE Lab
4) Evaluar AE entre los distintos colores de la plantilla

A lo largo de este trabajo se hara uso un dispositivo mévil Xiaomi Redmi 6a para la toma de
fotografias y de datos de los valores RGB. Las transformaciones matematicas entre los espacios
de color RGB y CIE Lab se exponen en el ANEXO V. La evaluacion de los distintos modelos de
caja se realizd con plantillas de color impresas ajustadas a la estructura de cada modelo y
caracterizadas con un reflectémetro portatil CM-2600d KONICA MINOLTA, tal y como muestra el
ANEXO VI.

4.2.2. Estudio de los modelos de caja de iluminacion
4221. Primer modelo de Cl

El primer modelo planteado de Cl para las medidas de color

se enfoco en un modelo con forma de prisma rectangular con
una iluminacién LED interna dispuesta paralelamente sobre
las paredes internas de la caja (Figura 8). Las dimensiones

externas de esta caja eran de 12/16/12 cm e internas de

9/13/10 cm. A continuacion, se explican las ventajas y

desventajas del primer modelo de Cl (Tabla 3) derivadas de la
evaluacion de la plantilla de color (Tabla 1. ANEXO VII) Figura 8. Primer modelo

Tabla 3. Ventajas y desventajas del primer modelo de caja de iluminacién
Ventajas Desventajas
Gran tamafio

Tiempo de construccion elevado

modelo nombrado en el apartado “4.2 Irreproducibilidad de las medidas en gran
parte de la caja

Reduccion de tamafio con respecto al

Desarrollo de soporte portatil para las
medidas de color” Distribucion luminica heterogénea

Debido a estos problemas se plante6 un segundo modelo de caja de iluminacién que mejorase la

distribucidn luminica y que presentase un mejor acceso para la muestra.
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4222 Segundo modelo de ClI

Se propuso un segundo modelo de Cl con forma cubica e

iluminacién LED interna dispuesta de forma circular sobre
las paredes de la propia caja (Figura 9). Las dimensiones
externas de esta caja eran de 25,5/25,5/25,5 cm e internas
de 22,5/22,5/22,5. A continuacion, A continuacion, se

explican las ventajas y desventajas del primer modelo de

Cl (Tabla 4) derivadas de la evaluacién de la plantilla de
color (Tabla 2. ANEXO VII).

Figura 9. Segundo modelo

Tabla 4. Ventajas y desventajas del seqgundo modelo de caja de iluminacion

Ventajas Desventajas
Escala del area sobre la que se consiguen Mayor tamafio con respecto al modelo
medidas reproducibles dentro de la caja anterior

Mejor acceso para la colocacion de muestras

L . Tiempo de construccion elevado
Mejor distribucion luminica

Debido a estos problemas se plante6 un tercer modelo de caja de iluminacién que plantease
menor tiempo de construccion y menor tamafio con respecto a este modelo.

422.3. Tercer modelo de caja de iluminacion

En este tercer modelo se planted una reduccion de
altura con respecto al modelo anterior (Figura 10). Las
dimensiones externas de esta caja eran de
25,5/25,5/8,5 c¢cm e internas de 22,5/22,5/7,5 cm. A
continuacion, A continuacion, se explican las ventajas
y desventajas del primer modelo de CI (Tabla 5)
derivadas de la evaluacion de la plantilla de color |

(Tabla 3. ANEXO VII). Figura 10. Tercer modelo
Tabla 5. Ventajas y desventajas del tercer modelo de caja de iluminacion
Ventajas Desventajas
Mejora en la resolucion de las fotografias Gran tamafio
Menor tamario con respecto al modelo anterior Tiempo de construccion elevado

Este tercer modelo fue el que se utilizo para el resto de estudios de medidas de color del trabajo.
Sin embargo, se desarrollé un ultimo modelo que solventaba los inconvenientes de este tercer
modelo y que se espera, en un futuro, poder utilizar especificamente para el estudio de

reacciones colorimétricas basadas en soportes sélidos.

16



4224, Modelo de caja de iluminacién para la reaccion enzimatica

S

-

Este ultimo modelo de caja se disefid exclusivamente

para la toma de medidas de color en soportes de

reaccion solidos y esta constituida por acido polilactico
(PLA), Esta fue fabricada por el Servicio general de
Apoyo a la Investigacion (SAl) de la Universidad de

Zaragoza mediante una impresora 3D (Figura 11). EL

soporte donde se inyectara la NC también estard hecha Figura 11. Modelo definitivo
de este material. Las dimensiones externas de esta caja

eran de 8/12/6 cm e internas de 5/5/3 cm. A continuacion, A continuacion, se explican las
ventajas y desventajas del primer modelo de Cl (Tabla 6) de la evaluacién de la plantilla de color

(Tabla 4. ANEXO VII).

Tabla 6. Ventajas y desventajas del cuarto modelo de caja de iluminacion \

Ventajas Desventajas
Tiempo de construccion reducido
Menor tamario con respecto al modelo anterior Soporte de medida
Distribucion Luminica Homogénea exclusivo para la caja

Elevada Reproducibilidad

Mediante este modelo se ha desarrollado un dispositivo de medidas de color de tamafio portatil y

que presenta todas las ventajas de los modelos nombrados.

4.3. Caracterizacion, comparacion y tratamiento matematico de los

colores de una Carta RAL Classic® estandarizada

Una Carta RAL ® es un sistema estandarizado de combinacién de tonalidades que define
colores para pinturas, plasticos y recubrimientos.l?5! Se caracterizaron un total de 13 colores
dentro de la Carta RAL ® mediante un reflectometro e iluminacién Dso, obteniéndose sus
espectros de reflectancia, valores RGB y CIE Lab. Los resultados de esta caracterizacion
(ANEXO VIII) se utilizardn como referencia para estudiar la dependencia de las medidas de color

con respecto a la utilizacidn de distintas fuentes luminicas y distintos dispositivos instrumentales.

4.31. Comparacion de colores RAL® bajo distintas fuentes luminicas
Para este primer estudio se utilizaron cuatro iluminantes diferentes: un iluminante Dso de
referencia, utilizado para la caracterizacion de los 13 colores, y otros tres iluminantes distintos de
tipo Des, Dss y F11. Los iluminantes fueron caracterizados con su espectro de emisién utilizando
un Espectrometro QE65000 de Ocean Optics (ANEXO IX).
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En este estudio se compararan los resultados de los 13 colores caracterizados frente a los
obtenidos con los distintos iluminantes haciendo uso de AE2q00, cOMo se muestra en las Tablas
1-4 del ANEXO X. En la Tabla 6 se exponen dichos resultados en funcién de cada iluminante,

segun el promedio de las diferencias de las tres componentes del espacio CIE Lab y de AE2ooo.

El valor RAL 7004 obtenido con cada iluminante se utilizara para la correcciéon GW.

Tabla 6. AE2000 promedio de 13 colores sometidos a distintas fuentes luminicas

lluminacion AL Aa Ab AE 2000
\ Dgs, correspondiente a una tira LED 317 4,24 4,68 442 |
Dss, correspondiente al Flash de un movil 4,52 4,80 5,86 5,63
F11, correspondiente a un tubo fluorescente 3,41 6,06 7,41 5,58
A, correspondiente a una bombilla de tungsteno 4,95 7,15 12,92 9,25

Los resultados de la Tabla 6 muestran que hay una dependencia directa de las medidas de color
con el iluminante utilizado por lo que, si se quiere estandarizar un método de medida

colorimétrico se debera en todo momento especificar las condiciones luminicas en las que se

tomaron dichas medidas ya que si no dejaran de ser reproducibles.

4.3.2. Comparacion entre moviles bajo una unica fuente luminica

Para este segundo estudio se utilizaron tres dispositivos méviles para las medidas de color: un
dispositivo Xiaomi Redmi 6a, que servira como referencia, y otros dos que seran un Xiaomi
Redmi 5 Plus y un Huawei P10 Lite. Para ello se compararan los resultados de los 13 colores
medidos con el teléfono mdvil Xiaomi Redmi 6a obtenidos con el iluminante Des, frente a los
obtenidos con los otros teléfonos maviles, haciendo uso de AExo como se muestra en las
Tablas 1y 2 del ANEXO XI. En la Tabla 7 se exponen dichos resultados EI valor RAL 7004

obtenido con cada teléfono se utilizara para la correccion GW.

Tabla 7. AE2000 promedio de 13 colores medidos con distintos dispositivos méviles

Dispositivo movil AL Aa Ab AE2000
Xiaomi Redmi 5 Plus antes de la correccion 6,85 19,09 30,31 18,64
| Xiaomi Redmi 5 Plus después de la correccion 2,96 6,15 5,78 531 |
Huawei P10 Lite antes de la correccion 475 6,60 11,37 7,69
| Huawei P10 Lite después de la correccién 226 6,07 7,31 491 |

Los resultados en la Tabla 7 demuestra que hay una dependencia directa de las medidas de
color con el dispositivo de medida, ya que la sensibilidad de cada cdmara de cada es Unica. Para

corregir esa variabilidad habra que aplicar una correccion mediante GW, lo que permitira la

repetividad de las medidas entre dispositivos.
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44. Resultados en soporte solido de Nanocelulosa

La parte final de este trabajo se orientd en los ensayos de generacion de color sobre soportes
solidos basados en NC, estudiando las mejores condiciones para la inmovilizacion de los
reactivos involucrados, asi como estudios de calibracion y repetividad. Los soportes solidos se
prepararan a partir de una dispersion de NC 10% junto con los reactivos de reaccion. La mezcla
se inyectara sobre los orificios de la tapa de una placa de pocillos y se dejard secar durante 1
hora y media a 30°C en una incubadora. Una vez seca, se estudiaran las reacciones
correspondientes de generacion de color. Para estos estudios se utilizara el modelo 3 de Cl y el
protocolo de medida explicado hasta ahora. Las fotografias tomadas de los soportes para cada

estudio se mostraran en el ANEXO XII.

44.1. Estudio de reaccion HRP+TMB+H:0;

4411, Estudio de orden de inmovilizacion de los reactivos

En este estudio se plantearon cuatro procedimientos, segun el momento en el que se

incorporaban los reactivos de reaccion a la NC. Cada orificio de la tapa de una placa con pocillos

tenia 4,5-108 moles de TMB y 1 Unidad de HRP finales. Para la generacion de color se

inyectaron 10 pl de una disolucién de H,0, (5,88:105 M) sobre cada orificio. La cantidad de

moles de TMB (4,5-10 % moles) en cada orificio ya habia sido optimizada en otros trabajos

desarrollados por el GBA. Estos procedimientos fueron:

1) Inyeccion 10 pl de TMB 4,5-10-3 M. y HRP 100 U/mL sobre cada orificio después del secado
de la dispersion de NC 10%.

2) Inyeccion de 10 pl de HRP 100 U/mL sobre cada orificio después del secado de una
dispersion de NC 10% con una concentracién de TMB 6-104.

3) Inyeccion de una dispersion de NC 10% con una concentracion de TMB 6-104 M y HRP
13,33 U/mL sobre cada orificio vacio.

4) Inyeccion de 10 pl de TMB 4,5-10-° M sobre cada orificio después del secado de una
dispersion de NC 10% con una cantidad de HRP 13,33 U/mL.

En base a los resultados, se eligid el procedimiento en el que se incorporaba la HRP

después del secado de los soportes formados por la dispersion de NC 10% con una

concentraciéon de TMB 6-10-4 M, ya que era el Unico procedimiento en el que la generacion de

color solo se daba en la zona central de cada orificio. La imagen de este estudio se muestra en
el ANEXO XII (Imagen A).
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441.2. Estudio de las cantidades dptimas de HRP

En este estudio se prepar6 una

Optimizacion de HRP
dispersion de NC 10% con una

concentracion de TMB de 6-104 M. Una

~
o

@
S|
[ ]

5 o .
w50
3
vez secos los soportes preparados con Ew .
. ., . . é 30
esta dispersion, se inyectar cantidades §xn @
]
. o«
variables de HRP (0,5 a 7,5 U) en 10
0@

distintos orificios. Se midi6 la coordenada 0 ! 2 3 4 > 6 ! &
Cantidad de HRP (U)

R de cada soporte formado (Rpianco) ¥ S€
, Figura 12. Optimizacion de HRP.
inyectaron 10 |J|_ de H202 (5,88105 M) [TMB]= 6104 M, [H202]=5,88'10'5 M

Tras 30 segundos se mide la componente R del color formado (Rmuesta). La sefial se
corresponde a la diferencia de ambos valores (Roianco-Rmuestra). En la Figura 12 se muestran los

resultados expresados graficamente. La mejor seial se obtuvo para 2,5 U, ya que cantidades

mas altas generaban la misma sefial, pero con un mayor gasto de reactivo.

441.3. Estudio de calibracion de H»O, en Nanocelulosa 10% con todos los

parametros optimizados

Se hizo un estudio de
Calibracién de H,0,
calibracion de H20. usando 180
160
© @ @ o ®
Nanocelulosa al 10% con g e
todos  los  parametros | % -
) L. £ e R*=0,9906
previamente optimizados, en g2 o P
20 ','
un rango de H202 de 1!47105 ¢ g 0,00005 0,0001 0,00015 0,0002 0,00025 0,0003 0,00035 0,0004 0,00045
a 4,12-104 M. En la Figura 13 coneentretn de e

ran | tad Figura 13. Calibracién de H202 en Nanocelulosa 10%.
se muestran los resultados. [TMBJ= 610 M, [HRP]=2,5 U

Estos mostraron que la calibracién tiene una tendencia polindmica de grado 2, la cual se

cumple hasta una concentracién de H,0, de 3,53-10-4 M.

4.4.2, Estudio de reaccion AB+DAO+HRP+TMB
Este parte del trabajo se centrd en el estudio de la reaccion global enzimatica para la
determinacion de aminas biégenas. Para ello se comenz6 investigando la mejor manera de
incorporar la enzima DAO en los soportes de NC.
4421. Inmovilizacion de la DAO

Se realizd un estudio sobre el momento dptimo de inyeccion de la DAO, utilizando una cantidad

de 1 unidad en pocillo, que es el valor 6ptimo segun varios estudios realizados por el GBA.
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Para ello se realizaron dos
Calibracién de Putrescina para optimizar DAQO
calibraciones de putrescina. En 120
. ) i ‘E 100 y =-3E+09x2 + 1E+06x + 3,4182 °
la primera se inyectd la DAO g R-oss0s L
o (=]
antes del secado de |Ia 5 ° I »
5 [
= o] = -5E+08x? + 400288x - 2,119
Nanocelulosa y en la ora se | 2 .~ o T e losars
0
. t , d , EI t d 0 0,00005 0,0001 0,00015 0,0002
|nyeC 0 espues' estudio se Concentracion de Putrescina (M)
reallZO Con ConcentraCIoneS de ©DAO antes del secado @ DAQ después del secado
i 1059104 . . g .
putrescina de 2,5-10->-2-10+ M. Figura 14. Calibracion de Putrescina en NC 10%.

Como se puede observar en la [TMB]= 6-10-4 M, [HRP]=2,5 U. [DAO]J=1 U

Figura 14, la inyecciéon de DAO antes del secado genera sefiales menos intensas, lo que se

traduce en una pérdida de sensibilidad. Por tanto, la manera 6ptima de incorporar la DAO al

soporte de NC es después del secado de esta.

44272, Calibracion de putrescina y cadaverina

Para ello se prepararon una serie de disoluciones de putrescina y cadaverina y se inyectaron 10
ML de cada una respectivamente en soportes de Nanocelulosa preparados en las condiciones
consideradas dptimas. Dichas calibraciones de putrescina y cadaverina se muestran en las
Figuras 15 y 16 respectivamente. Ademas, se realizd un estudio de repetividad de 12 medidas

de putrescina 104 M que se muestra en la Tabla 8.

Calibracion de Putrescina Calibracion de Cadaverina
100 Py 90 ° °
]
2 Zg o ® ye o ig o ® e
§ ° $ o
£ ° & so °
o 1 y = -3E409x? + 1E+06x + 3,9152 & 40 y =-3E409%2 + 936416x + 2,9212
g R? =0,9917 g 30 R?=0,9872
8 30 [~} K] o
2 2 2 20
10 10
0@ 0Q
0 0,00005 0,0001 0,00015 0,0002 0,00025 0,0003 0 0,00005 0,0001 0,00015 0,0002 0,00025 0,0003
Concentracién de Putrescina (M) Concentracion de Cadaverina (M)
Figura 15. Calibracién de Putrescina en Figura 16. Calibracién de Cadaverina en
Nanocelulosa 10%. [TMB]= 6-10-4 M, Nanocelulosa 10%. [TMB]= 6-10- M,
[HRP]=2,5 U, [DAO]J=1 U [HRP]=2,5 U, [DAO]J=1 U

En vista a los resultados obtenidos, la metodologia desarrollada sirve para la determinacion
conjunta de putrescina y cadaverina, ya que ambas AB proporcionan la misma sefial ante la
misma concentracion de amina. La repetitividad de las medidas se muestra en la Tabla 8:

Tabla 8. Putrescina 1-10-4 M en Nanocelulosa 10%, n=12, t= 30 s \

Analito Promedio g DER Resultado
Putrescina 128,75 2,80 2,17 128,75+6,16

[TMBJ= 6-104 M, [HRP]=2,5 U/mL, [DAOJ=1 U/mL
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5.

Conclusiones

En el desarrollo de este método colorimétrico para la determinacion de aminas biégenas a través

de reacciones enzimaticas en soportes de reaccidén basados en Nanocelulosa se han podido

extraer las siguientes conclusiones:

[1]
[2].
3]
[4].

[5].

[6].
[7].

¢ El soporte sélido basado en Nanocelulosa permite una generacion de color concentrada y

localizada sobre su superficie permitiendo la determinacion de aminas bidgenas (putrescina y

cadaverina) de una manera sencilla y rapida mediante un dispositivo mavil.

e El método Grays World ha demostrado ser muy eficaz a la hora de corregir diferencias de

medidas entre teléfonos maviles, lo que mas versatilidad el sistema de medida.

o Las medidas de color bajo distintos iluminantes no son reproducibles por lo que si se quiere

establecer una metodologia basada en reacciones colorimétricas se necesita utilizar una Caja

de lluminacién que permita tener unas condiciones luminicas controladas y homogéneas.

e La Caja de lluminacion podria utilizarse para determinaciones basada en las medidas de

otros colores distintos a los generados en este trabajo, o lo que es lo mismo, a la utilizacién

de otros colorantes.

o El sistema desarrollado permite la determinacién de Putrescina o Cadaverina en el rango de

concentraciones que va desde 2,510 hasta 2:10-4 M.

e Por Gltimo, se ha concluido que la determinacion tanto de putrescina como de cadaverina

generan sefales similares, por lo que se podria esperar poder determinar estas dos aminas

de una manera conjunta cuando estas se encuentren en muestras reales.
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