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Abstract:

Biogenic amines are nitrogen compounds with low molecular weight that are derived from
amino acids and are present in all natural products in which the degradation has taken place. The most
common biogenic amines are cadaverine, putrescine, histamine, tyramine, 2-phenylethylamine and
tryptamine. Those compounds are produced by bacterial actions and play an important role in many
biologic processes, like neurotransmitters.

Histamine is the most famous amine due to food poisoning. Because of that, is necessary to take
control measures in order to prevent it and to know about the food quality. Many test methods exist
for determination of histamine levels in fish like spectrofluorometric or the most popular: HPLC (high
performance liquid chromatography); but all of them are usually expensive and it takes time to get the
results.

The main objective of this work is to perform a new method for the determination of biogenic
amines with reagent strips using AmplexRed as dye. This will assure industry that they will not waste
time and money.

The method will be using the diamine oxidase (DAO) reaction side product, H,0,, to oxidize
AmplexRed to resorufin, a reaction mediated by horseradish peroxidase (HRP). The absorption spectra
of Amplex Red change during the enzymatic reaction. It's possible to measure the difference of
absorption between before and after it and developing a calibration curve.

Resumen:

Las aminas bidgenas son compuestos nitrogenados de bajo peso molecular derivados de los
aminoacidos que se encuentran presentes en productos naturales que han sufrido una degradacion.
Las aminas biégenas mas comunes son: cadaverina, putrescina, histamina, tiramina, 2-feniletilamina y
triptamina. Estos compuestos son producidos por la actividad biolégica de bacterias vy
microorganismos y son de vital importancia para diversos procesos bioldgicos, como por ejemplo su
uso como neurotransmisores.

La histamina es la mas conocida debido a su efecto téxico que provoca intoxicaciones
alimenticias. Por ello, es necesario llevar un control para prevenir las intoxicaciones y para asegurar la
frescura de los alimentos. Existen muchos métodos de determinacién para las aminas como las
basadas en la fluorescencia o la mas utilizada: HPLC (high performance liquid chromatography). Pero
algo importante a destacar son los altos costos y periodos de tiempo que conllevan estas técnicas.

El principal objetivo de este trabajo es desarrollar un nuevo método para la determinacion de
aminas bidgenas a través del uso de tiras reactivas con el AmplexRed (AR) como colorante. Este nuevo
método pretende ahorrar dinero y tiempo a la industria y laboratorios.

El método utiliza el subproducto de la reaccién de la diamino oxidasa (DAO) con las aminas, el
H,0,, para oxidar el colorante AR a resorrufina, reaccion en la cual interviene la enzima peroxidasa de
rabano picante (HRP). El espectro de absorciéon del AR cambia a lo largo de la reacciéon enzimatica
haciendo posible la medida de la sefial inicial y final y permitiendo obtener una recta de calibrado
posteriormente con los resultados.
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1. Introduccién
1.1. Las aminas bidgenas

Las aminas bidgenas o biogénicas son compuestos nitrogenados formados por descarboxilacion
de aminoacidos o por aminacidn y transaminacién de aldehidos y cetonas. Se trata de bases orgdanicas
de bajo peso molecular sintetizadas a través de rutas metabdlicas de organismos microbianos,
vegetales y animales.

Segun su estructura quimica se pueden clasificar de diversas maneras. Una de ellas es: aminas
alifaticas (putrescina y cadaverina), aminas aromaticas (histamina, triptamina y tiramina) y poli-aminas
(espermidina y espermina). Figura 1.

' AMINAS <7~
ALIFATICAS =

Figura 1: Aminas bidgenas: tipos.

Biolégicamente las aminas bidgenas (AB) tienen un papel fundamental en diversas actividades
bioldgicas de diferentes organismos'. En vegetales algunas AB intervienen en procesos celulares como
el de respuesta al estrés o envejecimiento. En animales intervienen en la transmisidon nerviosa o el
control de la presidon sanguinea. Entre ellas, la histamina es de vital importancia como neurotransmisor.

A pesar de la necesidad vital de estos compuestos, se sabe que la descarboxilacidon de los
aminodacidos debida a algunos microorganismos y la posterior ingestién en altas concentraciones
produce efectos téxicos para los seres vivos. Las intoxicaciones alimentarias mas comunes son las
provocadas por la histamina, que proviene del aminodcido histidina, y principalmente la observamos
en pescados. Otra AB que también se suele relacionar con intoxicaciones alimenticias es la tiramina,
procedente de la tirosina, y que se presenta en quesos, en su gran mayoria. Que aumente la cantidad
de aminas bidgenas en los alimentos a lo largo del tiempo es un indicativo de la frescura de estos y/o
de las materias primas.

A pesar de que cualquier AB que se encuentre en altas concentraciones puede ser perjudicial
para el ser humano, como la cadaverina y la putrescina que ademas potencian la accién del resto y dan
lugar a la formacion de nitrosamidas, tan solo la histamina se encuentra regulada por ley, Reglamento
(UE) N2 1019/2013 de la comision de 23 de octubre de 2013.



1.2. Determinacion de aminas biégenas con ABTS

Como se ha explicado anteriormente, es imprescindible el seguimiento de la concentracién de
las AB en los alimentos para garantizar tanto la calidad como la ingesta segura de los mismo.

Es por esto que tanto las administraciones publicas como la industria alimentaria necesitan

Ill

métodos rapidos de control “in situ” de estas aminas frente a los existentes, que fundamentalmente
se basan en técnicas de separacién con HPLC?. En este sentido, seria de mucha utilidad el poder
disponer de tiras reactivas que pudieran indicar la presencia de aminas bidgenas por encima de una
determinada concentracion o incluso hacer una determinacidon semicuantitativa de las mismas,
ahorrando costes y tiempo, proporcionando una respuesta rapida para una primera categorizacion

gue eliminase los resultados negativos, por ejemplo.

En el grupo de investigacion en el que se ha llevado a cabo este trabajo se habia propuesto un
método colorimétrico para determinar aminas bidgenas basado en la siguiente secuencia de
reacciones:

La primera reaccidén se da con la enzima diamino oxidasa o DAO; esta
utiliza como sustrato las AB para transformar su grupo amino en un aldehido
en presencia de oxigeno y agua.

DAO
AB — CH, — NH, + 0, + H,0 — AB — CHO + NH; + H,0,

Los perodxidos obtenidos en este paso seran los que posteriormente
sean el sustrato de la reaccién enzimatica de la HRP.

Figura 2: Enzima DAO En la segunda reaccién de la secuencia tenemos a la enzima peroxidasa
de rabano picante o HRP. Se trata de una oxidoreductasa hemoprotéica que,
en su estado natural, HRP, el grupo hemo tiene Fe (lll), una vez que reacciona con el sustrato H,0, se
oxida de Fe(lll) a Fe(V) y forma HRPI. Gracias a otros sustratos reductores, la enzima HRPI es capaz de
pasar a su forma HRPIIl y en otra reaccién de reduccidn pasar a su forma inicial, HRP. La forma HRPII
contiene Fe(lV) que proviene de la reduccion del Fe (V) de la forma HRPI, y en la siguiente reaccién
pasa de Fe(lV) a Fe(lll), como se encontraba el grupo hemo inicialmente. El ciclo se encuentra
representado en la figura 3.

Toda la reaccién de la enzima HRP? se puede seguir

gracias a un espectrofotémetro de absorcidon molecular UV- H20 |;|em’ \ Sre;
Vis fijando las longitudes de ondas a las cuales absorben las  &,0, 0 " “
diferentes formas oxidadas y reducidas de esta. La forma

HRP presenta un maximo a 400 nm y conforme se reduce a HBERI)I

la forma HRPI, la absorbancia presentada desaparece para HFB(S'

dar otra con un maximo a 415 nm, que dependiendo de la
velocidad de la cinética a la cual ocurra podria no ser

apreciable; para finalmente presentar un maximo a 420 nm Sred
Sox

e§

para la forma HRPII. La forma tipica de la representacion
Figura 3: Mecanismo de reaccion de la enzima

obtenida con el instrumento de medida seria la presentada LRp

en la figura 4.



Variacion de |a sefial frente al tiempo
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Figura 4: Representacion de la sefial para 20,4 U/mL de HRP, 5,5-:107 M de H202 y tamponada con fosfatos a pH 6.

Es sabido que trabajando en exceso de peroxidasa se obtiene una relacion lineal con la
concentracién de perdxidos segun el modelo matematico que proporciona la ecuacién 1:
1 HRP OAt 1

a
= - (1—104t) +
AAbSt_A A£/1A ( )

Agy  [H,0;]o

Ecuacion 1: Relacion entre la variacion de absorbancia y la concentracion de perodxidos.

Midiendo el cambio de absorbancia de las sefiales obtenidas se puede conocer la concentracion
de amina presente en la muestra. Cuando esta secuencia de reacciones se lleva a cabo en presencia
de ciertos colorantes, como el ABTS, estos cambian de color durante la misma y se pueden desarrollar
métodos colorimétricos para determinar aminas, que serian la base de las tiras reactivas.

El ABTS* se acopla en las anteriores reacciones de manera que actia como sustrato reductor
para la enzima HRP, por lo tanto, se puede seguir la reaccién gracias a las propiedades dpticas que
presenta el colorante. EI ABTS es oxidado a ABTS™, un catidon que absorbe en la zona de espectro visible
presentando unos maximos a 645 nm, 734 nm y 815 nm. El de mayor absorbancia y por tanto el mas
sensible es el de 734 nm, el cual se tomara para seguir la reaccion. El ABTS es un colorante que sufre
reacciones fotoquimicas debido a la incidencia del haz de luz por lo que se ha de trabajar con un filtro.
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Figura 5a: Espectro caracteristico del ABTS. Figura 5b: Sefial para 2.5 U/mL de HRP, 3,4-10-3 M de ABTS, 3,06-10°M
de H202y pH 6.



La metodologia utilizada para la obtenciéon de la figura 6 fue desarrollada en un trabajo anterior.
Como se puede observar, tanto cadaverina como putrescina son determinaciones rapidas, en cambio,
para la histamina se observa una regeneracion del colorante porque la sefial decrece tras llegar a un
maximo. Esta reaccion secundaria de reduccion del ion ABTS™ impide la obtencion de una sefial estable
con el tiempo que dificulta el desarrollo de tiras reactivas puesto que la sefial no permanece estable.
Para el resto de AB se obtienen resultados de cinéticas muy lentas, velocidades incompatibles con la

idea de un método analitico de respuesta rapida’.

Variation of absorbance with different amines
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Figura 6: Representacion de la sefial de absorbancia de las diversas aminas biégenas con ABTS como colorante.®
1.3. Método propuesto de mejora con AmplexRed como colorante
La implementacién del AmplexRed como nuevo colorante, sustituyendo asi al ABTS, pretende
no solo solucionar el problema presente con la regeneracion de este uUltimo por parte de la histamina,

sino mejorar tanto la sensibilidad como la cinética de las reacciones mads lentas, haciendo posible
categorizar a este nuevo método como un método analitico de respuesta répida.



2. Objetivos

El objetivo principal del trabajo es el estudio de un nuevo colorante y su aplicacién en un método
para la determinacidn de aminas biégenas que pueda sustituir al ya utilizado en el que se usaba ABTS,
con el objetivo de eliminar interferencias.

e Primero se estudiara la reaccién enzimatica del peréxido de hidrégeno con la HRP.

e Seguidamente se intentaran reproducir los resultados del anterior estudio con el ABTS.

e Se estudiard el colorante alternativo, AmplexRed.

e Se aplicara el colorante a la reaccidn de los perdxidos y la enzima HRP optimizando las
concentraciones de los diferentes reactivos.

e Se afiadird a la reaccidon anterior la enzima DAO y se comprobard que no hay
interferencias.

e Se comprobara de nuevo el correcto funcionamiento del colorante con la DAO, la HRP y
las aminas.

e Se realizardn las rectas de calibrado para cada una de las diferentes aminas
estableciendo las caracteristicas analiticas.

e Sellevara a cabo la discusién y evaluacion de los resultados obtenidos.

e A lo largo de todo el trabajo se aprendera a manejar correctamente diferentes
instrumentos como espectrofotémetro de absorcion molecular Uv-Visible,
espectrofluorimetro y fluorimetro portatil.

e Serevisara la bibliografia sobre el tema.



3.

Experimental

3.1. Reactivos y disoluciones

» Disoluciones:

Tampon H,P04/ HPO,* 0,1M pH=6: se pesan 4,26 g de Na,HPO, (Panreac 131679.1211) y se
disuelven en 300 mL de agua MilliQ. Se ajusta el pH con una disolucién de HCI 1M

Acido clorhidrico 35-38% (POCH 575283115)

Disolucién de perdxido de hidrégeno, H,0, 30% (Sigma-Aldrich Lote #SZBF1960V)
Disoluciones de H,0, preparadas por dilucidon de la comercial en disolucién tampon de fosfatos.
2,2'-Azino-bis(3-etylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS) (Sigma-Aldrich
Lote #SLBH2992V): se pesan 5,56 mg en 1,5 mL de tampon de fosfatos.

Ampliflu™ Red (AR) (Sigma-Aldrich Lote #8CBQ0525V): disolucién de 5 mg de AR en 2 mL de
dimetilsulféxido (DMSQO)

Disolucién de dimetilsulféxido (DMSO): (Panreac 131954.1611) Pureza del 98%.

Cadaverine dihydrochloride: (Sigma Lote #8CBR1640V) Pureza del 98%.

Putrescine dihydrochloride: (Aldrich Chemistry Lote #8CBL6699V) Pureza del 98%.
Histamine dihydrochloride: (Sigma Lote #WXBC3407V) Pureza del 98%.

Tyramine dihydrochloride: (Sigma Lote #8BCBP6976V) Pureza del 98%.
4-hydroxybenzaldehyde: (Aldrich Chemistry Lote #8CB55400V) Pureza del 98%.
2-Phenylethylamine hydrochloride (Aldrich Chemistry Lote #SLBM0632V) Pureza del 98%.
L-thyroxine (Sigma Lote #1426011 11409204) Pureza del 98%.

> Enzimas:

Peroxidase from horseradish (HRP) 146 U/mg (Sigma Lote #SLBF8265V)
HRP 2U/mL: se pesan 1,37 mg de enzimay se disuelven en 2 mL con tampon de fosfatos.

Diamine oxidase from plant origin(DAO): (Bio-Research Products Inc.) N2 catdlogo: 903X (DAO-
B14602)

3.2. Instrumentos y materiales

Cary Eclipse Fluorescence Spectro photometer. Agilent Technologies equipado con lampara de
Xenon y monocromadores de excitacion y emision.

Espectrofotémetro de AM UV-VIS Agilent 8453A equipado con una red de fotodiodos y [ldmpara
de deuterio que permite espectros en el rango de longitudes de onda de 180 a 1100 nm cada
0,1 segundos

Fluorescence Spectro photometer Aquafluor de Turner Desings (Modelo portatil)

pH-metro BasicC de Crison calibrado todos los dias de uso

Balanza A&D Instruments LTD. Modelo GR-202-EC

Ultrasonidos de J.P. Selecta s.a.

MiniSpin de Eppendorf



3.3. Procedimientos de medida

3.3.1. HRP +H;0;

Inicialmente se hace un blanco con una cubeta de 1 cm de paso dptico y una disolucion de
tampon de fosfatos a las longitudes de medida, que serdn 400 nm y 420 nm, caracteristicas de la HRP.

Para realizar la medida de perdxidos en disolucidn se procede tomando la cubeta y afadiendo
una cantidad de tampdn de fosfatos suficiente para que, tras la adicién de los siguientes reactivos, el
volumen total final sea de 2 mL. Seguidamente se afiade HRP para tener 2 U/mLy se empieza a medir
en el programa para medir cinética, el cual permite adquirir valores de absorbancia a lo largo del
tiempo cada cierto intervalo de tiempo, todo ello programable. Tras obtener durante unos segundos
una linea base estable, se afiade una disolucion de H,0,, preparada por dilucién de la comercial. Se
registrard la variacién de la sefial. Se puede parar la medida una vez que la absorbancia vuelva a ser de
un valor constante durante un tiempo, que serd mayor que la inicial para la longitud de onda de 420
nm y menor para la de 400 nm.

3.3.2. HRP + H,0; + colorante

Debido a que los colorantes sufren reacciones fotoquimicas, se coloca un filtro delante del haz
para realizar todas las medidas. Primero se procede con un blanco de tampon de fosfatos. Para
comenzar la medida, se afiade una cantidad de tampon de fosfatos suficiente para tener finalmente
los 2 mL tras todas las adiciones. Para las diferentes medidas se adicionan los reactivos para tener
como concentracién final: 2 U/mL HRP y 5-:10°M de colorante. De nuevo, se espera tras afiadir la HRP
y el colorante a tener una linea de sefial constante y, entonces, se afiade la disolucidn de H,0, obtenida
por dilucidn de la comercial. Se detiene el programa una vez terminada la reaccién, es decir, que se
aprecie que ha ocurrido la variacion de la sefial y se encuentre de nuevo estable a lo largo del tiempo.
En estas medidas se fija la longitud de onda a las propias del colorante, para el ABTS serd 720 nm y
para el AR serd 570 nm.

3.3.3. HRP +DAO + colorante + amina

Con el filtro colocado ya que se trabaja con un colorante, se hace un blanco con tampon de
fosfatos. Se afiade en una cubeta limpia tampon para tener un volumen final de 2 mL como
anteriormente y luego, en un mismo orden siempre, se afladen los siguientes reactivos para tener una
concentracion final determinada: 1,8 U/mL de DAO, 2 U/mL de HRP y 5-:10°M de colorante. Cuando se
obtenga la linea constante se puede afiadir la disoluciéon de amina obtenida por pesada y dilucién, y
cuando termine de aumentar la sefial y vuelva a ser constante se puede detener la medida. Las
longitudes de onda fijadas seran: 720 nm para el ABTS y 570 nm para el AR.



4. Resultados y Discusiones
4.1. Estudios previos

Como se ha comentado en la introduccién, la metodologia que se propone se basa en una
secuencia de reacciones enzimaticas. Una de ellas es la reaccién de peroxidasa con perdxido de
hidrégeno. La enzima peroxidasa utilizada en este trabajo es de un lote y caracteristicas diferentes a
la usada hasta la fecha en el laboratorio por lo que el trabajo se comenzé por el estudio de esta enzima.

La figura 7 muestra la seial que se obtiene al hacer reaccionar la enzima con perdxido de
hidrogeno segun el procedimiento de medida descrito en el apartado 3.3.1.
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Figura 7: Representacion de la variacién de la sefial frente al tiempo para una reaccién de 37,5 U/mL de enzima HRP y
9,8:107M de H20:z en un medio tamponado con disolucidn de fosfatos a pH 6.

Como se observa, se comporta segun lo explicado en punto 1.2. de la introduccién, produciendo
un aumento de absorbancia a la longitud de onda de 420 nm y una disminucién a la de 400 nm.

Se realizé un estudio sobre la relacién de la variacién de la sefial con las unidades de la enzima
HRP afiadidas para una concentracién de H,0, de 9.98-107 M, fijando a las longitudes de onda propias
de la HRP. Los resultados obtenidos se pueden ver en la figura 8.
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Figura 8 Variacion de la sefial de absorbancia para diferentes cantidades de HRP valoradas con una concentracion de H 202
de 9.98-107M y disolucion amortiguadora de fosfatos de pH 6.

Hay una relacién lineal, en el intervalo de HRP estudiado, entre la sefial obtenida (a ambas
longitudes de onda) y las unidades de enzima en disolucidn. Se eligié 25 U/mL como concentracién de
enzima a afadir para continuar con el estudio.

La recta anterior sirve también para poder conocer la actividad de la enzima peroxidasa y con
ello poder comprobar la actividad dada por el fabricante. Ademas, una vez registrados estos datos se
pueden comparar diferentes lotes de enzima que lleguen al laboratorio.



Una vez cerciorados de que se produce adecuadamente la reaccién entre la enzima y los
perdxidos se ensayaron diferentes concentraciones para ver si la respuesta cambiaba con la
concentracién. Estos resultados se pueden observar en la figura 9, medidos a una longitud de onda de
400 nm. Para la longitud de onda de 420 nm se obtuvieron valores similares.
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Figura 9: Variacion de la sefial de absorbancia frete a la concentracion de H20: afiadida para 24.4 U/mL de HRP en
disolucion de tampon de fosfatos de pH 6.
Existe una relacién lineal hasta 3-10° M siendo la concentracién menor ensayada 1,2-10°M. Se
cumple el modelo mostrado en la ecuaciéon 1 de la introduccion.

El siguiente paso fue afiadir el colorante ABTS. Se volvié a optimizar la relacién entre el colorante
y la enzima HRP, seleccionando para trabajar esta vez 2.5 U/mL de HRP para 3,2:10*M de ABTS. Se
siguid el procedimiento de medida descrito en el apartado 3.3.2. y se obtuvo la sefial de la figura 10 al
valorar una disolucién 4,29-10M de perdéxidos.

Valoracién de Perdxidos con ABTS

0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (s)

Figura 10: Representacion de la variacion de la sefial de absorbancia frente al tiempo para una valoracién con 4,29-107M de
H202, 2,5 U/mL, y disolucién de tampon de fosfatos a pH 6.

Se pude observar como la absorbancia aumenta a la longitud de trabajo, 740 nm., describiendo
una curva casi vertical en la subida, llegando a un maximo y descendiendo ligeramente al final. Para
obtener el resultado de la variacidn de la sefial se toma el valor menor de la linea inicial estable y se
resta al valor del maximo de la seiial. Ese resultado sera el representado en la recta de calibrado.

Se realiza el mismo procedimiento para diferentes concentraciones de peréxido de hidrégeno
para obtener una recta de calibrado que indique el rango lineal del método. La recta de calibrado se
puede observar en la figura 11.



Calibrado de Perdxidos con ABTS
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Figura 11: Variacion de la sefial para distintas concentraciones de perdxido de hidrégeno de disoluciones con 2.33 U/mL de
HRPy 3,41-10*M de ABTS en medio de tampon de fosfatos pH 6.

El rango lineal del método va hasta 4,59-10° M, siendo la concentracién menor medida de
4,59-107M. En la tabla 1 se puede ver la reproducibilidad con medidas tomadas en diferentes dias.

Concentracion Senal
2,49E-06 0,078
2,49E-06 0,076
2,49E-06 0,071

Media 0,075
DER 4,8%

Tabla 1: Repeticiones para un punto de la recta de calibrado en diferentes dias para una concentracion de 2,49-10°M de
H202, 2,5 U/mL de HRP y 3,48-10“*M de ABTS. Media de las medidas y desviacion en u.a.

Finalmente, probaremos la nueva enzima DAO. En el estudio realizado anteriormente en el
laboratorio se utilizaba otro lote de enzima DAO, ademas la que se va a tratar en este trabajo procede
de un organismo totalmente diferente, por lo que es importante verificar el comportamiento de esta
y relacionar los resultados con los esperados.

Se realizd el procedimiento de medida que se indica en el apartado 3.3.3. Se obtuvieron las
sefiales representadas en la figura 12, del mismo tipo a las obtenidas con anterioridad como se ven en
la figura 6, lo que pone de manifiesto que la enzima funciona. Se puede observar que cadaverina y
putrescina dan sefiales estables mientras que la histamina no, como era de esperar. Al compararlas
con las que se conocian se pudo observar también, que la cinética de la reaccidn era mucho mas lenta
teniendo que ser afiadidas 3,6 U/mL de DAO en vez de 1,8 U/mL.

Representacién de las aminas con ABTS
0,06

0,05
0,04

0,03

Abs (u.a.)

0,02
0,01

0 AT o AR ANt
0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (s)

Cadaverina Putrescina Histamina

Figura 12: Representacion de la sefial de absorbancia para las diferentes aminas en una disolucion de con 3,6 U/mL de DAO,
2.33 U/mL de HRP y 3,41-10*M de ABTS en medio de tampon de fosfatos pH. Cadaverina: 1-10°M, putrescina 1-10°M e
histamina 1-10°M.
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4.2. AR: espectros de absorcion y fluorescencia

Para comenzar el estudio con el AmplexRed (AR) se obtienen primero sus espectros, figura 13,

tanto de absorciéon como de fluorescencia ya que este colorante permite seguir la reaccion por ambas
técnicas.

En el espectro de absorcién del colorante AR presentado en la figura 13a se pueden distinguir
tres maximos; se elegira el de mayor sensibilidad que es el que se encuentra en 570 nm. En la figura
13b podemos ver tanto el maximo de excitacién a 570 nm, espectro obtenido fijando la longitud de

emision a 585 nm, y el de fluorescencia a 585 nm, obtenido fijando 570 nm como longitud de excitacién.

Espectro de Absorcién del AmplexRed Espectros de Absorcidn y Fluorescencia del AmplexRed
018 600

0,16 o £\

0,14
0,12
01
0,08
0,06
0,04
0,02

Absorbancia (u.a.)

o 400 450 500 550 600 650 70
400 450 500 550 600 650 Longitud de Onda {nm)
Longitud de Onda (nm)

= EMISION EXCITACION

Figura 13a Figura 13b
Figura 13a: Espectro de absorcion para el colorante AR con una concentracién 5-10°M de AR. Tamponado a pH 6.
Figura 13b: Espectros de emision y absorcion del colorante AR para una concentracion 5-10°°M de AR. Tamponado a pH 6.

Como primera prueba con el AR se asegurd que la reaccion del colorante con la enzima HRP y
los peréxidos transcurria de manera adecuada y segln lo que se habia planteado’. El procedimiento
utilizado es el descrito en el apartado 3.3.2.

Sefial de absorbancia frente al Tiempo

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Tiempo (s)

Figura 14: Variacion de la sefial de absorbancia frente al tiempo para una concentracion de AR de 5-10¢ M, 2,28 U/mL de
HRP y 9,8:107M de perodxido de hidrégeno. Longitud de onda: 570 nm. Disolucion amortiguada con tampon fosfatos a pH 6.

En la figura 14 se representa esta prueba donde se comprueba la correcta reaccién entre el
colorante y la enzima HRP, produciendo un cambio en la sefial a la longitud de onda del maximo
seleccionada anteriormente. El colorante pasa de su forma inicial, la cual no absorbe, a su producto
gue presenta absorcion en el visible y es fluorescente: la resorrufina.

4.3. Optimizacion de la concentracion de AR
En la bibliografia encontrada® y leida se habla de una relacién entre el colorante AR y la enzima

HRP de 1:1 tras una incubacién de 7 minutos. En este trabajo se decididé no incubar porque en el
método final para el cual estudidbamos el colorante no estaba previsto tratamiento previo de muestra.
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Se comienza por representar la sefial obtenida de absorbancia para distintas cantidades de
colorante y una concentracion tanto de perdxidos como de HRP fija. La figura 15 expone los resultados
de esta parte del estudio.

Sefial Absorbancia frente a Concentracién de AR
007
0,06 .

0,05

Abs. (u.a.)

0,01
L J

oe

0E+00 1E06 2E06 3E06 4E06 5E06 6E06 7E06  8E-06

Concentracion de AR (M)

Figura 15: Variacion de la absorbancia para el colorante AR segtin su concentracion en una disolucion con 2 U/mL de enzima
HRP y 9,8-:107M de H20:. Disolucion amortiguada con tampon fosfatos a pH 6.

En la figura 15 se puede observar como a mayor cantidad de AmplexRed afadido se obtiene una
mayor sefial de absorbancia hasta llegar a un maximo en una concentracién de 5-10° M de AR. A partir
de esta concentracién la sefial maxima de absorcién no aumenta, sino que permanece constante. A
vistas de estos resultados se elige una relacidn 1:5 de perdxidos y colorante, respectivamente. Se
podria afiadir mas colorante pero no se obtendrian sefiales con mayor variacidn de absorbancia.

4.4. Optimizacion de la concentracion de HRP.

Otro punto a tener en cuenta es la cantidad minima a afadir de HRP para obtener la mayor
variacion de la sefial posible al igual que se ha estudiado con la relacién para el colorante y los
perdxidos. Para ello se utiliza el procedimiento experimental del apartado 3.3.2. y se realizan
experiencias en las cuales se varia la concentracidén de HRP fijando la de AR y la de perdéxidos.

Sefial de Absorbancia frente a [HRP]

0 05 1 1,5

Concentracion de HRP (U/mL)

Figura 16: Variacion de la sefial de absorbancia para disoluciones de distintas concentraciones de HRP, con 5-10°M de AR y
9,8:107M de H202, amortiguadas con tampon fosfatos a pH 6.

Interpretando la figura 16 se puede tomar 0,2 U/mL de HRP como la menor cantidad de enzima
para la mayor variacion de absorbancia, pudiéndose tomar cantidades superiores sin afectar a la sefial.
Ademas, se puede apreciar que a bajas concentraciones existe un intervalo lineal entre la cantidad de
enzima HRP y la sefial, pudiendo ser utilizada para estudiar nuevos lotes de enzima HRP que llegasen
al laboratorio. En la figura 17 se representa ese rango lineal.
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El rango lineal se estableceria hasta 1:10°U/mL de HRP, siendo la

cuantificada de 5-10™*U/mL de HRP®.

Sefial de Absorbancia frente a [HRP]

0,0E+00 2,0E-04 4,0E-04 6,0E-04

B,0E-04 1,0E-03 1,2E-03

Concentracion de HRP (U/mL)

concentracion

menor

Figura 17: Representacion aumentada para la zona de rango lineal de la figura 16. Variacion de la sefial para distintas

concentraciones de HRP, con 5-:10¢ M de AR y 9,8:107M de H202, amortiguadas con tampon fosfatos a pH 6.

4.5. Calibracion de H,0,.

Lo siguiente es encontrar el valor minimo que se puede cuantificar, para ello se construye una
recta de calibrado. En la figura 18 se puede ver una recta de calibrado en la que se observa el rango
lineal. La concentracién méaxima es de 10°M, siendo la relacién de H,0,:AR 1:5, a pesar de que todos
los estudios publicados® hablaban de una relacién 1:1. El limite superior de la recta de calibrado viene
dado por la cantidad de colorante que afnadamos; si se aumenta esa cantidad, en principio, se podria
medir cinco veces menos esa concentracidn afiadida de AR en peroxidos. A pesar de ello se realizaron
pruebas con una mayor concentracién de AR y a partir de 2-:10°M se sale del rango lineal del colorante.

Calibrado de Peroxidos con AR

0e

0,0E+00 2,0E-07 4,0E-07 6,0E-07

y=62278x+0,0035
R? =0,9914

8,0E-07 1,0E-06 1,2E-06

Concentracién de Peréxidos (M)

Figura 18: Variacidn de la sefial de absorbancia para disoluciones de concentraciones de perdxidos diferentes con 0,2 U/mL

de HRP y 5-10°°M de AR en medio tamponado con fosfatos a pH 6.

El rango lineal va hasta 1-10°M de peréxidos, siendo la cantidad minima determinada de

1-10”"M. La reproducibilidad se puede ver en la tabla 2.

Concentracion
9,88E-07
9,88E-07
9,88E-07

Media
DER

Senal
0,065
0,063
0,06
0,063
4,0%

Tabla 2: Repeticiones para un punto de la recta de calibrado en diferentes dias para una concentracion de 9.98-107M de
H202, 2 U/mL de HRP y 5-10¢ M de AR. Media de las medidas y desviacién en u.a.
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4.6. HRP + DAO + AR + aminas

Una vez estudiadas todas las relaciones con el colorante, tanto de los perdéxidos como de la
enzima HRP, se comprueba que acoplando esta reaccién con la de la DAO se obtiene una sefial
reproducible, al igual que se hizo al comenzar a utilizar el colorante con la HRP. En la figura 19 se
representa la primera prueba de ambas reacciones con su sefial. El método que se utilizé es el
explicado en el apartado 3.3.3.

Representacion de la sefial de la Cadaverina

0,05
0,04

0,03

Adicién de la cadaverina

Abs. (u.a.)

0,02
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Figura 19: Variacion de la sefial de absorbancia para una concentracion de DAO 3,6 U/mL. 0,2 U/mL de HRP, 5-10°M de AR
y 1,16-10°M de cadaverina, todo ello tamponado con disolucion fosfatos a pH 6.

En la grafica 19 se puede observar que tras afiadir la cadaverina la sefial aumenta. Tras un tiempo
termina manteniéndose constante, uno de los objetivos que se buscaba en el trabajo. También se pudo
comparar esta reaccién con las que se tenian con condiciones similares y el colorante ABTS
concluyendo que la cinética era mas lenta de lo esperado.

Para conocer la cantidad de DAO que se debe afiadir se realizaron una serie de pruebas. No solo
se buscaba que fuera la minima posible para un maximo de variacién de la sefial de absorbancia, sino
que, tras apreciar la baja velocidad de la reaccidén, aumentarla de manera que fuese mas rapida.

Variacién de la Sefial frente U/mL DAO

Abs. (u.a.)

0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0 700,0 200,0 900,0 1000,0

Tiempo (s)

18 U/mlL

36U/mL =54 U/m| —7,2 UfmlL

Figura 20: Variacién de la sefial de absorbancia para distintas concentraciones de DAO en disoluciones de 0,2 U/mL de HRP,
5:10°M de AR y 1,16-:10°M de cadaverina, todo ello tamponado con disolucién fosfatos a pH 6.

De los resultados obtenidos, representados en la figura 20, se puede concluir que: a mayor
concentracion de DAO la reaccién es mas rapida. Para 3,6 U/mL se observa mas velocidad que para 1,8
U/mL. Cuando se aumenta a 5,4 U/mL la diferencia ya no es tan notoria comparandola con la de 3,6
U/mL. Para 7,2 U/mL se ve una cinética mas lenta y la sefial final desciende.
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Este cambio en la cinética de la reaccidn con la DAO respecto a lo encontrado con el colorante
ABTS puede suponer un tipo de interaccion entre la enzima DAO y el nuevo colorante, el AR. Por ello
se procedidé a la comparacion de esta experiencia con una igual, pero con ABTS. En la figura 21 se ve
como la pendiente de subida es igual para ambos colorantes, por tanto, se planted una desactivacion
de la enzima DAO.

Comparacién Cinética DAQ: ABTS frente a AR Comparacién Cinetica ABTS

Abs. (u.a.)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 .
T\e’ﬂpO (5) 0 50 (1 1] 150 200 250 00 350 400 450 500
iempo (s)

AR Febrero

ABTS Febrero

Figura 21 Figura 22

Figura 21: Variacion de la sefial frente al tiempo de dos disoluciones, una con 5-10°M de AR, 0,2 U/mL de HRP y
1,16-10°M de cadaverina y otra con 3,42-10“*M de ABTS, 0,2 U/mL de HRP y 1,16-:10°M de cadaverina. Ambas
tamponadas con fosfatos a pH 6.

Figura 22: Variacion de la sefial de absorbancia para el colorante ABTS respecto al tiempo para dos disoluciones con:
3,42-10*M de ABTS, 0,2 U/mL de HRP, 1,8 U/mL de DAO y 1-10°M de cadaverina; tamponadas con fosfatos pH 6. Una
realizada en febrero y otra en diciembre.

Para comprobar que existia una desactivacidon de enzima DAO se comparé la seiial obtenida con
el ABTS con otra de idénticas caracteristicas pero dos meses antes. Ambas se representan en la figura
22 que tal y como se puede apreciar se puede decir que la actividad de la enzima ha ido en descenso
a lolargo del tiempo lo cual también parece estar influyendo en la sefial maxima. Para conocer la sefial
maxima que se podia obtener se llevd a cabo la incubacién, comentada en el punto 4.3., como habia
planteado la bibliografia®, pero tras incubar mas de 10 minutos y afiadir el colorante y la HRP no se
producia ningun tipo de variacidn de la seiial.

Tras consultar la bibliografia™, se encontré que la DAO podia tener catalasa, hecho que no pudo
ser confirmado por el suministrador. Si la enzima DAO contuviese catalasa, esto provocaria que parte
de los peréxidos generados fuesen sustraidos por ella, por tanto, el HRP tiene menos sustrato y por
ello la cantidad de resorrufina generada seria menor, se observaria menos sefial o incluso nula.

Para comprobar si tenia catalasa se hicieron diversas pruebas. Se incubaron durante distintos
tiempos varias disoluciones de iguales caracteristicas. En la figura 23 se pueden observar dos
experiencias. Una fue sometida a 10 minutos de incubacidn y tras afiadir la enzima HRP y el colorante
no se vio cambio en la sefial. Otra se incubd durante seis minutos, tras los cuales se adiciond la HRP y
el colorante, en esta si se observé un aumento de la sefial, pero no se obtenia la sefial maxima que se
habia visto anteriormente para esta concentracion sino una menor. También se realizaron las mismas
pruebas, pero incubando 9,8-:107 M de peréxidos con la DAO y afiadiendo posteriormente el colorante
y la HRP, de igual manera se observaron descensos en el valor de la sefial final o incluso que la seial
no variaba. Se comprobaron ambos colorantes para asegurar que se debia Unicamente a la DAO y no
al AR.

Tras estas experiencias se puede afirmar que la DAO que se utiliza en el trabajo contiene catalasa.

Esto podria explicar el fendmeno que ocurre en la figura 20 para una concentraciéon de DAO de 7,2
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U/mL donde se observa una disminucién de la sefial final, atribuible a que hay mas catalasa que para
concentraciones menores y sustrae una mayor cantidad de perdxidos, de manera que la HRP tiene
menos sustrato.

Sefial tras diversos tiempos de incubacion
007
006
005
004
003

Abs. (u.a.)

0,02
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0 100 200 300 400 500
Tiempo (s)

Sinincubar 6' Incubacién 10' Incubacion

Figura 23: Variacion de la sefial de absorbancia para disolucion incubadas diversos tiempos con 5-10°M de AR, 0,2 U/mL de
HRP, 1,8 U/mL de DAO y 1,16-10°M de cadaverina.

Ademas de catalasa, la enzima DAO contenia piridoxal como cofactor, por ello también fue
estudiada su influencia en la cinética de la reaccion. El tamafio de la enzima DAO, su peso molecular,
es mucho mayor que el del piridoxal, que es una molécula inorganica, por tanto, realizando una
centrifugacidn se consigue que con un centricon de una membrana que no deje pasar la enzima
separemos ambas moléculas.

Para poder separar el piridoxal se adiciona en un centricon de 10 kDa la disolucién de DAO y
sometiéndola a un centrifugado de 4500 rpm durante 10 minutos a 152C y repitiendo esto dos veces
se obtiene una disolucidon Unicamente con la enzima y otra con el piridoxal. Los resultados se pueden
ver en la figura 24; la presencia de piridoxal no influye en la sefial final, aunque si se observan cambios
en cuanto a la velocidad. Estos cambios se pueden atribuir a una pérdida de enzima a la hora de la
separacion. Se prosiguid el trabajo realizando las medidas sin separar el piridoxal de la DAO.

Pruebas de DAO con y sin Piridoxal

piig P TPO¥ Pl

o 100 200 300 400 50¢ 600 700 800 90¢ 1000

Tiempo (s)

——COon1 CON2 ——SIN1 SIN2 SIN 3

Figura 24: Variacion de la sefial de absorbancia respecto al tiempo para disoluciones de 1,8 U/mL de DAO, 5-10°M de AR,
0,2 U/mL de HRP y 1-10°°M de putrescina, tamponadas con fosfatos a pH 6. Dos de ellas contienen piridoxal y a tres se les
afiadié DAO sometida anteriormente a una centrifugacion para eliminar el piridoxal.

Otro punto que se estudié fue el hecho de que al aiiadir la amina biégena la seiial no empezaba
a subir en ese momento, revisar figura 19. Esto es debido de nuevo a la catalasa, su sustrato son los
perdxidos al igual que la HRP por lo que existe una competencia entre ambas. Para intentar solucionar
este problema se intentd afiadir mas HRP de tal manera que al tener mas cantidad de esta la
competencia frente a la catalasa fuera menor. Tomando la figura 16 se eligieron 2 U/mL para las
siguientes experiencias.
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En la figura 25 se puede observar el cambio entre una disolucién con 0,2 U/mL de HRP y otra
con 2 U/mL. Ambas producen sefiales igual de buenas pero la segunda no presenta ese lapso de tiempo
durante el cual no asciende la sefial. Y la pendiente de subida es un poco mayor para 2 U/mL que para
0,2 U/mL, por lo que se siguio con esta cantidad de HRP

Variacion de sefial para distintas [HRP]
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Figura 25: Variacion de la sefial de absorbancia para disoluciones con: 5-10°M de AR, 1,16-10°°M de putrescina y 1,8 U/mL
de DAO tamponadas con tampon fosfatos a pH 6. Dos de ellas con 2 U/mL de HRP y otras dos con 0,2 U/mL.

4.6.1.Calibrado con cadaverina

Una vez adecuadas las cantidades de cada reactivo se realizé un calibrado con cadaverina
representado en la figura 26. Se utilizé el procedimiento explicado en el apartado 3.3.3.

Calibrado Cadaverina
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Concentracién Cadaverina (M)

Figura 26: Variacion de la sefial de absorbancia para disoluciones de concentracion de cadaverina diferentes, todas ellas con
1,8 U/mL de DAO, 5-10°M de AR, 2,45 U/mL de HRP y tamponadas a pH 6 con fosfatos.

El rango lineal obtenido es hasta una concentracién de 1-10°M de cadaverina, con una
concentraciéon minima medida de 7,5-10® M. La repetibilidad del método se observa en la tabla 3.

Concentracion Senal
2,5E-07 0,013
2,5E-07 0,011
2,5E-07 0,011
2,5E-07 0,012
2,5E-07 0,011
2,5E-07 0,0116

Media 0,012
DER 6,9%

Tabla 3: Repeticiones para un punto de la recta de calibrado de absorcién en un dia para una concentracion de 2,5-107M de
cadaverina, 2 U/mL de HRP. 1,8 U/mL de DAO y 5-10° M de AR. Media de las medidas y desviacion en u.a.
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4.6.2.Calibrado con putrescina

A continuacion, se prosiguié con un calibrado con putrescina de igual manera que el anterior,
utilizando el procedimiento explicado en el apartado 3.3.3. La calibracién se puede ver en la figura 27.

Calibrado de Cadaverina: Fluorescencia

10 y = 2E408x + 2,2332
R*=0,9967

5,0E-07  60E-07  7,06-07  BOE-07

Putrescina (M)

Figura 27: Variacion de la absorbancia para disoluciones de concentracion de putrescina diferentes, todas ellas con 1,8 U/mL
de DAO, 5-10°M de AR, 1.91 U/mL de HRP y tamponadas a pH 6 con fosfatos

El rango lineal obtenido es hasta una concentracién de 7,41-10’M de putrescina, con una
concentraciéon minima medida de 7,41-10% M.

Concentracion Senal
1,00E-06 0,041
1,00E-06 0,04
1,00E-06 0,041

Media 0,041
DER 1,4%

Tabla 4: Repeticiones para un punto de la recta de calibrado de absorcion en diferentes dias para una concentracion de 1-10-
&M de putrescina, 2 U/mL de HRP. 1,8 U/mL de DAO y 5-10° M de AR. Media de las medidas y desviacién en u.a.

4.6.3.Histamina
Una vez estudiada la reaccidn con las anteriores aminas se pasé a estudiar la histamina.

Inicialmente se empezd como con el colorante ABTS, para el cual la histamina se valoraba con
un orden de magnitud superior en concentracién al de la cadaverina y putrescina. La sefial obtenida
se puede ver en la figura 28.

Como se observa en la sefial la absorbancia sube a lo largo de la reaccidon y se mantiene
constante, no desciende. Este resultado obtenido era uno de los objetivos del trabajo, que se ha
conseguido. A pesar de ello, la reaccidn es muy lenta y tras 3 horas no se habia estabilizado.

Sefial de la Histamina frente al tiempo
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Figura 28: Sefial de absorbancia para 9,87-10°M de histamina con 1,8 U/mL de DAO, 5-10°M de AR y 2 U/mL de HRP, todo
en un tampon de fosfatos a pH 6.



A continuacién, se intentaron medir disoluciones de menor concentracién, en la figura 29 se
puede ver un ejemplo para una de 2,5-10”"M.

Histamina
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Figura 29: Variacién de la absorbancia para una disolucion de 2,5-107 M de histamina, 1,8 U/mL DAO, 2,19 U/mL de HRP y
5-10°M de AR tamponada a pH 6 con tampon fosfatos.

Se puede observar como cuando comienza la reaccion la sefal aumenta y cuando parece que
guiere permanecer constante aparece una deriva. Se pueden diferenciar dos pendientes distintas, la
primera debida al aumento de la seiial hasta los 2000 segundos y la segunda debida a |la deriva a partir
de los 3000.

Si bien esta deriva no dificultaba la utilizacion del método se plantearon unas hipdtesis para
intentar explicarla. Una de ellas fue la de un efecto fotoquimico que se explica en el apartado 4.7. Otra
fue que podria ser debida a alguna reaccidn secundaria con el aldehido de la histamina, apartado 4.8.

4.7. ARy la influencia de la luz

Cuando se observé la deriva en la sefial en la histamina se propuso una reaccién fotoquimica del
colorante debido a la exposicién al haz de luz. Para ello se realizaron medidas Unicamente con el
colorante en disolucidn exponiéndolo a la luz ambiente, figura 30, y otras tapandolo de la luz. Ademas,
en vez de medir cada segundo con el instrumento se configurd el programa para hacerlo cada treinta
segundos y asi exponerlo menos al haz. Tanto tapar la cubeta como medir en intervalos de tiempo mas
amplios permitieron reducir la influencia de la luz sobre el colorante, si bien no lo redujo del todo.

Sefial del colorante AR a lo largo del tiempo
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Figura 30: Variacion de la sefial de una disolucion de 5-10°¢ M de colorante AR en un medio tamponado con fosfatos a pH 6
expuesta a la luz y realizando medidas cada 5 segundos.

Se buscaron estudios sobre la influencia de la luz en el AR y se encontraron publicaciones que
se habian realizado’® y que coincidian con los resultados obtenidos.
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4.8. ARy sus reacciones secundarias

Cuando se llevé a cabo la calibracién de la histamina y se vio la deriva, se propuso la hipétesis
de una interaccién fotoquimica y la de reacciones secundarias con el aldehido. Esta segunda hipétesis
se planted ya que cuando ocurre la reaccion con la DAO como se explica en el apartado 1.2. se generan
perdxidos que seran el sustrato del HRP y el aldehido que es lo Unico que queda en disolucién, ademas
de las enzimas.

Para comprobar si afectaba el aldehido al colorante y puesto que no se disponia del aldehido de
la histamina, se propuso afiadir en una cubeta: tampon, DAO y la histamina, de tal manera que tras
dejarlo durante un tiempo se formardn los perdxidos y seran consumidos por la catalasa, dejando
Unicamente con el aldehido de la histamina. Si se aflade HRP y AR a la cubeta tras ese tiempo se puede
medir la variacion de la sefial a lo largo del tiempo, que no tendria que cambiar y ser constante porque
no hay peréxidos. A pesar de esto la sefial sube conforme avanza el tiempo, figura 31.

Espectro de la disolucién de histamina con el tiempo

08
07
06

04
03
02
01

s.

Ab:

400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm.)

Histamina 1h Histamina 4h Histamina 24h Histamina 1 semana

Figura 31: Espectros de la disolucion de 1,12-10°°M de histamina, 2 U/mL de HRP, 1,8 U/mL de DAO y 5-10°°M de AR
tamponada con fosfatos a pH 6 obtenidos a lo largo del tiempo.

Presentados estos resultados nos replanteamos si ocurre lo mismo con la cadaverina y la
putrescina, por lo que, procedemos de igual manera con estas aminas. La sefial no varia en los primeros
momentos, pero si lo dejamos lo suficiente podemos observar que a las horas la sefial si empieza a
subir. Podemos afirmar que podria existir una reaccién secundaria que provoca una deriva de la sefial
debido a la presencia de los aldehidos.

Otra amina que también puede ser sustrato de la DAO es la tiramina que al reaccionar se
transforma en 4-hidroxibenzaldehido, aldehido que si se tenia en el laboratorio. Ambos se utilizaron
para realizar un estudio y asi intentar confirmar el motivo de la deriva. Para cerciorarse de la posible
reaccion entre el aldehido y el colorante es realizaron varias pruebas experimentales.

Se prepararon seis cubetas:

e Enla 12 se afiadié: 1.8 U/mL DAO, 2 U/mL de HRP, 5:10°M de AR, 10°M de tiramina y
tampon hasta 2 mL.

e Enla22:1.8U/mLDAO, 5-10°M de AR, 10°M de 4-hidroxibenzaldehido y tampon hasta
2 mL.

e Enla32:510°M de AR, 10°M de 4-hidroxibenzaldehido y tampon hasta 2 mL.

e Enla42:1.8U/mLDAO,2 U/mLde HRP, 5-:10°M de AR, 10°M de 4-hidroxibenzaldehido
y tampon hasta 2 mL.



e Enla52:2 U/mLdeHRP, 5-10°M de AR, 10°M de 4-hidroxibenzaldehido y tampon hasta
2 mL.

e Enla62:1.8U/mLDAO, 5-10°M de AR, 10°M de 4-hidroxibenzaldehido y tampon hasta
2 mL.

En las experiencias en las cuales teniamos el aldehido de la tiramina (4-hidroxibenzaldehido) y
no estaba presente la DAQ, a lo largo del tiempo la sefial subia muy despacio, del orden de los valores
encontrados en el apartado 4.7. En cambio, tanto en la experiencia 1 como la 2, la 4 y la 6 si se
observaba que se producia una deriva de mayores dimensiones a la que se puede ver en los casos por
influencia de la luz sobre el AR y parecidas a las representadas en la figura 30. Atribuimos esta deriva
a una reaccién secundaria entre la DAO, el aldehido y el colorante. De igual manera podria estar
ocurriendo con la histamina.

A pesar de esta deriva, se intentd obtener un calibrado de la histamina. La deriva no supone un
problema en si, sino que intensifica la sefial y dificulta elegir dénde tomar el punto de sefial maxima

para calcular la variacién de esta.

4.9. Calibracion de la histamina

Después de todos los estudios anteriores se realizaron varios intentos de calibrar la histamina,
pero cada vez la reaccidon era mas lenta, la DAO estaba menos activa y la diferencia entre las dos
pendientes comentada en el apartado 4.6.3. era menos notoria.

Se pensd en aumentar la temperatura para intentar que la reaccién fuese mads rdpida y que
permitiese tomar el punto de mayor absorbancia, que la diferencia entre ambas pendientes fuese
distinguible. Como se observa en la figura 32 no se vio ningiin cambio que indicase una mejora.

Histamina a 652C

Tiempo (s)

Figura 32: Variacion de la sefial de absorbancia para una disolucion de 1,06-:10°M de histamina, 1,8 U/mL DAO, 2,7 U/mL de
HRP, 5-10°°M de AR y tamponada con fosfatos a pH 6.

Otra solucion que se plante6 fue el afiadir 3,6 U/mL de enzima DAO para favorecer la cinética
de la reaccion ya que tal como se habia visto en el apartado 4.6., para 3,6 U/mLde DAO no se apreciaba
el efecto de la catalasa como si ocurria para 7,2 U/mL. Tras obtener los nuevos estudios con esta
concentracion de DAO y comparandolos con los que se tenian de 1,8 U/mL tampoco se vieron
resultados favorables. La comparacién de las pendientes se encuentra en la figura 32 donde se puede
ver como para mayor cantidad de DAO la cinética es mas rdpida. A pesar de ello no se pudo discernir
entre la pendiente propia de la reaccidn y la de la deriva de nuevo. La figura 33 presenta ese perfil
fluctuante debido a que se media la sefial cada 30 segundos y no cada 1 como todas las anteriores.
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Figura 33: Representacion de las pendientes iniciales de dos disoluciones de concentracién de DAO distintas con 1,75 U/mL
de HRP, 5-10°M de AR, 9,78-107M de histamina y tamponadas con fosfatos a pH 6.

Se hizo un calibrado por absorcién con diferentes concentraciones de histamina, pero no se
pudo calcular las variaciones de sefial. Todo este problema se debe a la desactivacién de la DAO porque
en pruebas realizadas varios meses antes con la misma amina la reaccidon secundaria no era tan
perceptible y se podian calcular las variaciones de sefial. Por ello se pidié una nueva enzima DAO en el
laboratorio que solucionaria estos problemas y que se podria utilizar en futuros estudios con este
colorante.

4.10. Rectas de calibrado de fluorescencia para cadaverina y putrescina.

Como se ha explicado en el apartado 4.2., el colorante AmplexRed en su forma oxidada, la
resorrufina, ademas de absorber también presenta fluorescencia. Con la intencién de evaluar la
posibilidad de utilizar un equipo portatil de fluorescencia en el futuro para medir las tiras reactivas se
estudiaron las rectas de calibrado para la cadaverina y la putrescina en el fluorimetro portatil. Se trata
de un equipo muy sencillo equipado con dos LEDs (uno verde y otro azul), dos detectores y con una
anchura de rendija fija. De los dos LEDs se escogi6 el verde. En la figura 34 se representa la de la
cadaverinay en la 35 la de la putrescina.

Calibrado de Cadaverina: Fluorescencia

y = 2E+08x + 2,8398 .
R*=0,9982 :

Concentracion Cadaverina (M)

Figura 34: Recta de calibrado de fluorescencia para diferentes concentraciones de cadaverina con 1,8 U/mL de DAQ,
5.10°M de AR, 2,45 U/mL de HRP y tamponadas a pH 6 con fosfatos.

El rango lineal continta siendo hasta una concentracién 1-10°M de cadaverina, pero para la
fluorescencia la concentracién minima que se ha podido medir es de 5:10*M frente a la de 7,5-10*M
de la recta de absorcion. El rango lineal ha aumentado. En la tabla 5 vemos la repetibilidad del método.
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Concentracion Senal

7,50E-07 150
7,50E-07 148,9
7,50E-07 148,9
7,50E-07 148,8
7,50E-07 148,9
Media 149,1
DER 0,34%

Tabla 5: Repeticiones para un punto de la recta de calibrado de fluorescencia en un dia para una concentracion de
7,50-107M de cadaverina, 2 U/mL de HRP. 1,8 U/mL de DAO y 5-10°% M de AR. Media de las medidas y desviacién en u.a.

Calibrado de Cadaverina: Fluorescencia

130 .‘,a = 2E+08x + 2,2332
) R®*=0,9967

Abs. (u.a.)
M
g

0e
0,0E+00 1,0E-07 2,0E-07 3,0E-07 4,0E-07 5,0E-07 6,0E-07 7,0e-07 B,0E-07

Concentracion Putrescina (M)

Figura 35: Recta de calibrado de fluorescencia para diferentes concentraciones de putrescina con 1,8 U/mL de DAO,
5.10°M de AR, 1,91 U/mL de HRP y tamponadas a pH 6 con disolucidn fosfatos.

El rango lineal continda siendo hasta una concentracién 7,41-10’M de putrescina, con una
concentraciéon minima medida de 7,41-:10® M. En la tabla 6 se muestra la repetibilidad de método.

Concentracion Senal
7,41E-07 140,1
7,41E-07 139,2
7,41E-07 142,0
7,41E-07 141,3
7,41E-07 139,2

Media 140,4
DER 0,90%

Tabla 6: Repeticiones para un punto de la recta de calibrado de fluorescencia en un dia para una concentracion de
7,41-107M de putrescina, 2 U/mL de HRP. 1,8 U/mL de DAO y 5-10° M de AR. Media de las medidas y desviacion en u.a.



5. Conclusiones

En este trabajo se ha estudiado un nuevo colorante para suimplementacion en la determinacion
de aminas bidgenas. Las conclusiones que se pueden extraer tras todo el estudio son:

e Se consiguio reproducir los resultados obtenidos para el estudio anteriormente
realizado en el laboratorio con el ABTS a pesar de que la cinética de la reaccidon fuese
mas lenta. Tanto la cadaverina y como la putrescina proporcionaban senales que
aumentaban hasta un maximo donde se estacaban y permanecian constantes, en
cambio la histamina aumentaba su sefial y llegado un momento descendia de nuevo,
se regeneraba el colorante ABTS.

e Serealizaron varias calibraciones con la HRP midiendo a sus longitudes de onda para
comparar en futuros estudios con otras nuevas y utilizarlas como referencia.

e Se ha conseguido obtener una respuesta lineal entre la cantidad de perdxidos y la
sefial de absorbancia en presencia de HRP.

e Se ha encontrado la relacién 6ptima entre el colorante y los perdxidos para la cual se
daba la sefial maxima, esta fue de 1:5 con un exceso de colorante sobre los perdxidos.

e Se ha encontrado la cantidad minima de enzima HRP para la cual la sefial es maxima en
presencia de perdxidos y AR. Esta fue de 0,2 U/mL.

e Se ha conseguido la linealidad de los peréxidos en presencia de HRP y el nuevo
colorante en un rango lineal hasta una concentracién de 1-10°M de peréxidos siendo
la minima determinable de 1-107M.

e Se consiguid la adecuada reaccién entre el colorante, la DAO, la HRP y las aminas a
pesar de la cinética lenta.

e Se observd que la DAO estaba perdiendo actividad a lo largo del tiempo.

e Con la amina cadaverina se obtuvo una recta de calibrado tanto por absorbancia, con
un maximo de 1-:10° M, como por fluorescencia con un maximo de 1-10°M. En
fluorescencia se consiguid bajar la cantidad minima de cadaverina determinable de
7,510%a5,0-10° M.

e Con la putrescina se obtuvo tanto para el calibrado en absorcion como en el de
fluorescencia un maximo de 7,41-10"M y una cantidad minima de 7,41-10®M.

e Para la histamina no se consiguid un calibrado, pero si se consiguié que la sefal
permaneciese constante solucionando asi el problema que existia con el anterior
colorante.

e Sevio que la enzima DAO contenia catalasa y que afectaba a la sefial final obtenida.

e También se estudié la influencia del piridoxal de la DAO en la cinética de la reaccidn, la
cual no era importante.

e Se ha encontrado una reaccidn secundaria que ocurre con el aldehido de las aminas en
presencia de DAO.

e Se estudid la influencia de la luz sobre el colorante siendo esta perceptible, pero de
o6rdenes menores a la que provocaba el aldehido.

e Se observd que la variacion de la temperatura en la reaccidon no era importante.

e Sevio que la adicién de tan solo 0,2 U/mL de HRP provocaba que la reaccién tardase
en comenzar y se tuvieron que afiadir 2 U/mL finalmente.
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