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Resumen

Con este trabajo se pretende desarrollar un método éptico enzimatico para la determinacion
rapida y especifica de tiramina.

El método se basa en el acoplamiento de dos reacciones enzimaticas. La primera de ellas
consiste en la oxidacién especifica de la tiramina en presencia de O, gracias a la accién de la
enzima tiramina oxidasa (TAQ). En esta primera reaccidn se obtiene H,0;, que participa en la
segunda reaccidn consistente en un proceso redox catalizado por la enzima peroxidasa HRP
donde tiene lugar la reduccién del H.O, a H,O y paralelamente la oxidacién del colorante
3,3’,5,5'-tetrametilbencidina (TMB). El TMB es incoloro en su forma reducida, mientras que
presenta una coloracién azul cuando esta oxidado. El cambio en las propiedades de absorcién
del TMB a lo largo de la reaccién se sigue con medidas de absorbancia en un
espectrofotdmetro de absorcidon molecular UV-Vis y es lo que permite la determinacién de la
tiramina.

La optimizacién del método se lleva a cabo en disoluciéon. Las concentraciones dptimas de las
enzimas TAO y HRP son 0,5 U mL' y 0,12 U mL, respectivamente. Para obtener la maxima
sefial de absorbancia posible, el TMB debe estar en una concentraciéon al menos 10 veces
superior a la del H,0, formado en la reaccion de oxidacion de la tiramina.

Se prepara una recta de calibrado para la tiramina y se procede a la validacidon del método
mediante la determinacion de una muestra sintética. Mediante un test t, se compara la
concentracién obtenida con la concentracidén real y se obtiene que no existen diferencias
significativas entre ambas.

Por ultimo, se estudia la inmovilizacidn del método en tres soportes sélidos diferentes:
celulosa, papeles comerciales y tiras reactivas comercializadas para la determinacién de H,0,,
obteniéndose los mejores resultados con estas ultimas.



Abstract

The objective of this work is to develop an enzymatic optical method for rapid and specific
determination of tyramine.

The method is based on the coupling of two enzymatic reactions. The first of them consists in
the specific oxidation of tyramine in the presence of O, thanks to the action of the enzyme
tyramine oxidase (TAO). H,0; is obtained in this first reaction, and then it reacts in the second
reaction consisting in a redox process catalyzed by the peroxidase enzyme HRP. In this process
takes place the reduction of H,0, to H,O and concurrently, the oxidation of the colouring
3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB). Whereas the TMB presents a blue coloration when it is
oxidized, it is colorless in its reduced form. This change in optical properties of TMB in the
course of the reaction, can be followed by absorption measurements in an UV-Vis molecular
absorption spectrophotometer and that’s what allows the determination of tyramine.

The optimization of the method is carried out in solution. The optimal concentrations of TAO
and HRP enzymes are 0,5 U mL?! and 012 U mL?, respectively. To obtain maximum possible
absorption signal, TMB must be at a concentration ten times higher than that of H,0; obtained
in the oxidation reaction of tyramine.

A calibration line for tyramine is prepared and the method is validated by determining a
synthetic sample. By means of a t test, the obtained concentration is compared with the real
concentration and the conclussion is that there are no significant differences between both.

Finally, it was studied the immobilization of the method on three different solid supports:
cellulose, commercial papers and reactive strips commercialized for the determination of H,0,,
obtaining the best results with the latter.



indice

Lo INEFOTUCCION. ..ottt sttt ettt e eb e st b s et et e et et ebe st sen s eneen 1
1.1.- AMinas biOgeNnas €N aliMENTOS.......ccciiiriieee ettt st st b s er e enes 1
1.1.1.- Toxicologia alimeNntaria.......ccccueirieeeee e ettt st s e b s e 2

1.1.2.- Calidad de 105 aliMENLOS......ccooeireerreeie sttt ettt e 3

1.2.- Determinacion de aminas DIOZENAS.......cccuveieiiriececece ettt ee e ete st se s e aerans 3

2.- Objetivos Y Plant@amiENTO.......cccieicire ittt st st e e r et sr e e s e ebeste e e nneanans 4
3.- Parte eXPerimMENTALl . ..ottt ettt ste st st e et b et se e e saeebesbeste e eneaneans 5
3.1.- REACtIVOS Y diSOIUCIONES.......ceiietietietiece et et r et se e et ste st s e s e b b s e te e aneene 5
3.1.1.- Reactivos y disoluciones SENErales..........coeceeeieiniceece et 5

3.1.2.- DiSOIUCIONES AE ENZIMAS...ccertrtrertrueriueiuireetriet sttt et b bt ese b s st bee et s e een 5

3.1.3.- DiSOIUCIONES dE @MINAS....ccurtruierieeiire ettt sttt ser e s et b e s eb e s 6

3.2.- InStrumentacion Y MaAterial........ccucieeeeieeiece ettt sttt s bt et nene s 6
3.2, INSTFUMIENTOS. c..cviiitie ettt st ettt ere sre st 6

3.2.2.- Material Y @Paratos.....ccccieuiirieeeeee e ettt ettt ssete st st se e e e n b erarens 6

3.3.- Procedimiento eXPerimental. ...ttt ettt r vt sae et st e anan 7
3.3.1.- M&todo €N diSOIUCION......cueueriirerictce ettt sttt s et e 7

3.3.2.- SOPOITES SOlITOS....veeieeecteeie ettt et eteete et ste e bbbt ss s ansebesbestenneneaneans 8

3.3.2.1.- ClUIOSA. .ttt sttt st s et e et 8

3.3.2.2.- PAPEIES ..ttt et et et st st e e r bt s na e 8

4.- RESUItAdOS Y dIiSCUSION.....cooieicte ettt ettt et sttt et et e e te st st st e e s e ntesbeba st ansateaaeeee 8
4.1.- MO0 €N diSOIUCION....cueeeieit ettt sttt ettt st st et e s et enes 8
4.1.1.- Reaccion HaO2-HRP-TIMBi.....c.cccectriirieirieiit ettt sttt es e e et e s e s 8

4.1.1.2.- OPtIMIZACION....cuiitieieeeete ettt ettt et sttt b s s es e s ens 9

4.1.1.2.- CaliDracion.......occeceevnereer ettt et e 10

4.1.2.-Acoplamiento de la reaccion de oxidaciéon de la tiramina por la enzima
tiraming OXidasa (TAO)....ccucuieeieeee ettt ereer e e es e et sre e se e sesbebeessesae s 14

4.1.2.1.- Optimizacion del PH......ccooe e 14



0 Ay A 0= oY =Yl [0 Y VSRR 15

4.1.2.3.- Estudios de interferencias........c.cooveveveeeeerennecneecveneene e e 16

4.1.2.4.- Validacion del Metodo......c.occeverireencrereneneceer e 19

4.2.- Implementacion en soportes SOlIOS.......ccoveeeereieececeeet et 20
4.2.1.- TIrAS FRACTIVAS....erireercititirt ittt e e e e st s 20

4.2.1.1.- Optimizacion de [TAO] €N tiras.....cccceereveevecreceseereeceer e 20

4.2.1.2.- CaliBracion....c.cuvece ettt et e 21

4.2.2.- CeIUIOSA. .. ettt ettt ettt st eb et st e b e eae s bt eae s bes et b s s e e b nean 22

4.2.3.- PAPEIES ..ot e st st s et b e e ne et eee 23

- CONCIUSIONES. ... ittt sttt ettt et st eb e b st bbbt beb st b st st ebe st aeb et et st aes et anesersesbnsee 23

B.= BIblIOZIatfia. . e coeeecee e e e sttt b bt aae et st see e nenbenns 24



1.- Introduccion

Las aminas bidgenas (AB) son bases organicas nitrogenadas de bajo peso molecular formadas
principalmente por descarboxilacion de aminoacidos o por transaminacidon de aldehidos y
cetonas. En concentraciones bajas, son esenciales para el correcto desempefio de muchas
funciones psicoldgicas.

En funcidon de su procedencia, se clasifican en enddgenas, aquellas que provienen de la
degradacion de moléculas bioldgicas que llevan a cabo las células en los procesos metabdlicos,
0 exodgenas, las que se ingieren a través de los alimentos.

1.1.- Aminas biégenas en alimentos

La formacién de aminas bidgenas en los alimentos tiene lugar fundamentalmente por la accién
de microorganismos que llevan a cabo la descarboxilacién de los aminodacidos libres presentes
en los mismos, segun el esquema de reaccién mostrado en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema de la reaccién de descarboxilacion de un aminodcido libre por una enzima descarboxilasa

Por ello, los siguientes factores son determinantes en la concentracion de aminas biégenas en

los productos alimentarios®:

e Disponibilidad de aminodcidos libres en el alimento.

e Presencia de microorganismos con enzimas descarboxilasas.

e Condiciones del medio dptimas para el crecimiento de dichos micoorganismos y para su
actividad descarboxilante. Se sabe que un aporte de oxigeno conlleva un incremento en la
biosintesis de aminas bidégenas y que en medio acido, la actividad descarboxilante de los
microorganismos es mayor. La influencia de la temperatura es aun mas decisiva,
presentando un intervalo éptimo de crecimiento de los microorganismos responsables de
la descarboxilacién que va desde los 20 hasta los 37 2C.

Las aminas bidgenas encontradas con mayor frecuencia en alimentos aparecen representadas
en la figura 2.
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Figura 2. Estructura quimica de las aminas biégenas de mayor presencia en alimentos



1.1.1.-Toxicologia alimentaria

Como se ha mencionado, las aminas bidgenas cumplen un papel bioldgico importante. Sin
embargo, algunos alimentos conteniendo concentraciones elevadas de estas aminas pueden
resultar téxicos para el individuo que los consume.

Se pueden encontrar altas concentraciones de aminas bidégenas en alimentos como pescados,
queso, vino, salchichas y vegetales fermentados?.

El tracto intestinal de los mamiferos cuenta con un sistema capaz de metabolizar las aminas
bidgenas gracias a la accidén de las enzimas monoamino oxidasa (MAQO) y diamino oxidasa
(DAO), que estan presentes en el epitelio intestinal y se encargan de su oxidacién?. La toxicidad
se presenta cuando la actividad de estas enzimas es insuficiente, lo cual puede ocurrir por
distintas razones:

e Problemas gastrointestinales en individuos, que suponen una actividad mas baja de lo
normal de las enzimas mencionadas o una produccidn inadecuada de MAO, lo que les
convierte en individuos hipersensibles o intolerantes.

e Presencia de inhibidores de MAO y DAO. Por ejemplo, en el caso de personas con
tratamientos antidepresivos basados en inhibidores de la MAO, estd contraindicado el
consumo de queso debido a su alto contenido en tiramina3.

e Ingesta de niveles elevados de aminas bidgenas, que no pueden ser metabolizadas por las

concentraciones normales de las enzimas.

La mayoria de los cuadros de intoxicacidon alimentaria estan relacionados principalmente con
histamina y tiramina.

Ciertas aminas bidgens estdn también implicadas en la formacién de nitrosaminas
carcinogénicas, teratogénicas o mutagénicas®, al dar lugar a la reaccién esquematizada en la
Figura 3.

R.‘\N,Rz Rl _R?
| + NOH —— | + H)0

Figura 3. Esquema de la reaccién de formacidn de nitrosaminas a partir de aminas

A pesar del aumento de la preocupacion por la seguridad alimentaria y el claro riesgo que
supone la presencia de aminas bidgenas en los alimentos, en la Unién Europea sélo existe
legislacién para la concentracidn de histamina en pescados y productos derivados, en la cual se
establece un limite de 100 mg/kg para pescados de la familia de los escombridos y cupleidos y

de 200 mg/kg para salmueras>.



1.1.2.- Calidad de los alimentos

La cuantificacion de aminas bidgenas presentes en los alimentos es también usada como un
indicativo de la calidad y frescura de los mismos. Debido a que generalmente las aminas
biégenas aparecen en el alimento antes de la aparicién de signos organolépticos de deterioro,
su presencia es considerada como un buen indicador quimico para la valoracién de calidad.

1.2.- Determinacion de aminas biégenas

Se han desarrollado numerosos métodos para la determinacion de aminas bidgenas. La
mayoria de los métodos analiticos usados para su separacion y cuantificacion estan basados en
cromatografia, principalmente en HPLC de fase reversa. Cuando el detector acoplado a la
salida de la columna es un detector UV o de fluorescencia, es necesario llevar a cabo una
derivatizacién, para lo cual el reactivo mas ampliamente usado es el cloruro de dansilo. Esta
etapa de derivatizacién, se hace innecesaria cuando se utiliza un detector masas (MS o
MS/MS)®.

El desarrollo de biosensores, entendidos como dispositivos que pueden medir selectivamente
un parametro en una muestra, ha sido posible gracias a la reciente disponibilidad comercial de
enzimas como la MAO o la tiramina oxidasa (TAO) y ha permitido satisfacer las necesidades
mas actuales de la industria alimentaria, que debido a su creciente interés en ofrecer
alimentos de calidad, requeria de métodos de anadlisis mas rdpidos y econémicos que los
utilizados hasta el momento. Los biosensores tienen su fundamento en la reaccion de
oxidacion del H,0; obtenido en la reaccion de oxidacion de la(s) amina(s) (Figura 4 (1)) gracias
a la presencia de una enzima oxidasa.

Enzima oxidasa

(1)Amina biégena + 0, + H,0 ——  Aldehido + NH3 + H,0,
(2a) Hy0, > 0, + 2H" + 2 e~

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

Figura 47. Esquema de las reacciones en que se basan los biosensores para la determinacién de ABs. 1) Reaccién de
oxidacidn de AB por una enzima oxidasa. 2a) Reaccidn de oxidacidon de H,0, en un biosensor electroquimico. 2b)
Reaccidn redox por la que se reduce el H,0, y se oxida un colorante por accion de una enzima peroxidasa en un

biosensor dptico.

Existen distintas enzimas oxidasas en funcidn del tipo de amina que oxidan. Algunas de ellas
oxidan a un analito determinado como es el caso de la TAO con la tiramina; mientras que otras
son menos especificas, como la plasma amino oxidasa (PAO) que oxida a todas las aminas
biégenas con mas de un grupo amino en su estructura quimica.

Existen biosensores electroquimicos, que miden la seial eléctrica generada en la oxidacidn del
H,0, (Figura 4 (2)). Normalmente, utilizan un electrodo de trabajo de platino y un electrodo de

referencia de Ag/AgCl’. Por su parte, los biosensores dpticos se basan en la reduccién del H,0,



por parte de una enzima peroxidasa, que va acompafiada de la oxidacién de un colorante

cuyas propiedades épticas de absorcidon cambian de la forma reducida a la oxidada.

2.- Objetivos y planteamiento

El objetivo ultimo del trabajo es lograr el desarrollo de un método dptico enzimatico que

permita la determinacion especifica y rdpida de la tiramina. La figura 5 muestra el sistema de

reacciones en el que se basa el estudio.

ﬂ TMBred

TAOox  TAOred HRP HRPII

U M TMBox (AZUL)

Tiramina + 0z + H20 » Aldehido + NHz + H202 » H20+ 02

Figura 5. Esquema del sistema de reacciones en que se basa el estudio para el desarrollo del biosensor 6ptico

La tiramina es oxidada al correspondiente aldehido en presencia de la enzima tiramina oxidasa

(TAO), obteniéndose H,0, como uno de los productos de la reaccién. Este es reducido a H,0 en

un proceso redox al reaccionar con la enzima peroxidasa HRP. El HRP revierte a la forma

reducida, oxidando al colorante 3,3’,5,5’-tetrametilbencidina (TMB), que pasa de ser incoloro

en su forma reducida, a presentar una coloracién azul cuando se oxida. Es ese cambio en las

propiedades dpticas del TMB lo que permite llevar a cabo un seguimiento de la reaccién y por

lo tanto, la determinacién de la tiramina.

El trabajo se estructura de la siguiente forma:

1.

Consultar material bibliografico y articulos sobre la situacion del tema hasta el
momento.

Comprender el funcionamiento y aprender el correcto manejo de un
espectrofotdmetro de absorcidn molecular UV-Vis.

Aprender a resolver un problema en el ambito de la Quimica Analitica siguiendo las
pautas del método cientifico.

Estudiar y optimizar los parametros de la reaccion en disolucién de H,0; con la enzima
HRP en presencia del colorante TMB.

Preparar una recta de calibrado para dicha reacciéon a partir de distintas diluciones de
una disolucién comercial de H.O, y calcular los pardmetros analiticos asociados al
método.

Acoplar la reaccién de oxidacién de la tiramina por parte de la enzima TAO en
disolucién en presencia de HRP y TMB, para la reproduccién completa de la reaccién
de la Figura 5 y optimizacidon de las variables de la reaccion.

Hacer una calibracién para la tiramina a partir de distintas diluciones de la misma
preparadas con tiramina pura comercial y obtener los pardmetros analiticos del
método.



8. Estudio de interferencias por parte de las aminas cadaverina, putrescina e histamina.
9. Validacién del método en disolucidén a través de la determinacidon de una muestra
sintética que contiene tiramina en presencia de cadaverina, putrescina e histamina.

10. Inmovilizacién de HRP, TMB y TAO en tres soportes sdlidos diferentes: celulosa,
papeles comerciales y tiras reactivas para la determinacidn semicuantitativa de H,0,.
Observar los cambios de color generados tras la adicion del analito sobre los mismos y
en su caso, ver las posibilidades analiticas para la determinacién de tiramina.

11. Extraer la informacidn analitica de los datos obtenidos en el laboratorio, llevando a
cabo los tratamientos de datos necesarios. Exponer los resultados debidamente.

3.- Parte experimental

3.1.- Reactivos y disoluciones
3.1.1.- Reactivos y disoluciones generales

e Disoluciones amortiguadoras H,PO4/HPO4* de pH 6, 7 y 8 de concentracién en torno a
0,1 M preparadas disolviendo aproximadamente 4,26 g de Na,HPO, (Panreac
131679.1211) en un volumen también aproximado de 300 mL de agua miliQ y
ajustando el pH con una disolucion de HCI 1 M.

e Disoluciéon amortiguadora HC,H30,/C,H30, de pH 5 y concentracién aproximada de 0,1
M. Se pesan en torno a 2,46 g de C;HsNaO, (VWR Chemicals 27648.294) y se disuelven
en un volumen aproximado de 300 mL de agua miliQ. El ajuste del pH se hace con una
disolucion de HCI 1 M.

e Disolucién amortiguadora HCO37/COs* de pH 9 y concentracién aproximada de 0,1M
preparada pesando aproximadamente 3,18 g de Na,COs (Sigma EC 207-838-8) que se
disuelven en unos 300 mL de agua miliQ. Se ajusta el pH con una disolucion de HCI 1
M.

e Disolucion comercial de peroxido de hidréogeno, H,0, 33% (m/V) (Panreac
131077.1211).

Se hacen diluciones de la misma en disolucién amortiguadora de pH 6.

e Disolucion de 3,3’,5,5-tetrametilbencidina (TMB) (Sigma-Aldrich 860336) >99%. La
disolucién base se prepara disolviendo aproximadamente 2 mg de TMB en 1 mL de
DMSO.

Se hacen diluciones mayores en DMSO de esa disolucidn base de TMB.

3.1.2.- Disoluciones de enzimas

e Enzima peroxidasa de rdbano picante (HRP) (Sigma-Aldrich EC1.11.1.7) 146 U mg!
(Lote #SLBF8265V)
Se prepara una primera disolucién disolviendo aproximadamente 1,8 mg en un
volumen de 1 mL de disolucidon amortiguadora de pH 6. Se anota el peso exacto para el
calculo de la concentraciéon preparada. Se hacen diluciones mayores de la misma
también en tampon de pH 6.



e Enzima Tiramina Oxidasa (TAO) (Asahi kasei pharma T-25) 4,600 U mg™. Se procede del
mismo modo que para la preparacion de la enzima HRP con la diferencia de que en
este caso se pesan 9 mg de TAO aproximadamente.

3.1.3.- Disoluciones de aminas

e Tiramina (Tiramyne hydrochloride) (Sigma-Aldrich 53300) 98 % pureza.

e Cadaverina (Cadaverine dihydrochloride) (Sigma-Aldrich C8561) 98% pureza.
e Putrescina (Putrescine dihyrochloride) (Sigma-Aldrich P7505) 98% pureza.

e Histamina (Histamine dihydrochloride) (Sigma-Aldrich 53300) 99% pureza.

Para la preparacién de estas disoluciones se pesa una masa exacta y se disuelve en un volumen
total de 1 mL de tampdn de pH 6.

Para preparar las disoluciones de la concentracién deseada de estas aminas se hacen las
diluciones necesarias a partir de las anteriores siempre en tampdn de pH 6.

3.2.- Instrumentacién y material
3.2.1.- Instrumentos

e Espectrofotometro de absorcién molecular UV-Vis Agilent 8453A, con ldmparas de
wolframio y deuterio, red de fotodiodos y un rango de medida comprendido entre 190
y 1100 nm.

e pH-metro CRISON, Basic 20.

e Balanza analitica modelo GR-202-EC de precisidon +0,01 mg.

3.2.2.- Material y aparatos

e Vasos de precipitados.

e Micropipetas Socorex de volimenes 5-50 pL, 10-100 plL y 100-1000 pL.

e Material desechable: puntas de micropipetas, Eppendorf, pipetas Pasteur, tubos
Falcon.

e Cubeta de vidrio Hellma de 1 cm de paso dptico.

e Agitador magnético A-01, SBS

e Tiras reactivas para la determinacidn semicuantitativa de perdxido de hidrégeno
(Quantofix 913 19).

e Incubadora OVAN modelo OM10 E.

e Filtro dptico Kodak amarillo que corta por debajo de 390 nm.

e Papel comercial Ahlstrom Grade 320 Lote #103521.

e Papel comercial Ahlstrom Grade 142 Lote #102563.

e Papel comercial Ahlstrom Grade 141 Lote #103974.

e Papel comercial Ahlstrom Grade 270 Lote #102741.

e Placas de pocillos nunc™.



3.3.- Procedimiento experimental
3.3.1.- Método en disolucion

Se llevaron a cabo las medidas de absorbancia en un espectrofotdmetro de absorcion
molecular UV-Vis. Se utilizaron cubetas de vidrio de 1 cm de paso éptico y el volumen total
puesto en las mismas para cada medida fue de 2 mL. Se utilizé un filtro éptico que absorbia la
luz de longitud de onda de hasta 390 nm para evitar que la luz UV degradara al TMB oxidado.

Antes de comenzar a medir, se hacia cada dia un blanco de medida que consistia en poner en
la cubeta la disolucién amortiguadora correspondiente (generalmente de pH 6).

Se registraron espectros (Figura 6) de una disolucién que presentaba la coloracién azul del
TMB oxidado para conocer la longitud de onda que ofrecia la maxima absorbancia, que resulté
ser 650 nm. Como se aprecia en la Figura mencionada, el seguimiento de la sefial a esta
longitud de onda frente al tiempo ofrecia una mayor sensibilidad. Por ello, para las medidas se
seleccioné el modo “Kinetics” del programa, que permitia ver especificamente el registro
cinético de absorbancia a 650 nm (aunque el equipo estaba registrando el espectro completo).
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Figura 6. Espectros de absorcién obtenidos a distintos tiempos desde el comienzo de la medida para una
disolucion con [H,0,]=2,45*10¢ M; [HRP]=0,12 U mL1y [TMB]=7,28*10> M

Para cada medida, se anadian en la cubeta sobre disolucion amortiguadora los reactivos
necesarios (HRP y TMB; y TAO en caso de estar estudiando las dos reacciones conjuntamente).
Se comenzaba a medir y cuando la linea base de absorbancia se habia estabilizado, se
adicionaba el analito. La medida se paraba cuando se habia alcanzado una sefial estable de
absorbancia.




3.3.2.- Soportes sdlidos
3.3.2.1.- Celulosa

Se utilizé una disolucidon de celulosa pura al 5%, que habia sido preparada en el grupo de
investigacion. Con ella se prepararon distintas disoluciones conteniendo los reactivos HRP,
TMB y TAO en distintas concentraciones, hasta un volumen total de 150 uL. De ese volumen,
se tomaron 100 pL de cada una, se repartieron en una placa de pocillos y se dejaron secar a 30
oC en incubadora durante 2 horas. Tras este tiempo, la disolucién de celulosa se convertia en
un fino papel blanco sobre el que se aiadia el analito.

3.3.2.2.- Papeles

Se cortaron los 4 papeles estudiados identificados en el apartado 3.2.2 con formas cuadradas
de 6x6 mm de tamafio y se pegaron sobre un soporte pldstico. Sobre ellos se pusieron
disoluciones de los reactivos HRP, TMB y TAO de distintas concentraciones. Tras la adicidon de
cada reactivo se dejaban secar los papeles en incubadora antes de afiadir el siguiente. Una vez
inmovilizados los tres reactivos y con los papeles secos, se adicionaba sobre ellos el analito.

4.- Resultados y discusion

4.1.- Método en disolucion
4.1.1.-Reaccion H,0,-HRP-TMB

Se comenzd prescindiendo temporalmente de la reaccién de oxidacidon de la tiramina para
llevar a cabo el estudio de la reaccién enzimatica entre HRP y H,0,, que deriva en la oxidacion
del TMB y consecuente aparicidon de la coloracidn azul en la disolucién, y cuyo esquema se
muestra en la figura 7.

HRP HRP Il

N\

H202 » H20+02

@ @ TMBreq

TMBox (AZUL)

Figura 7. Esquema de la reaccién HRP-TMB-H,0,

Aungue este trabajo estd enfocado al seguimiento de la absorbancia correspondiente al color
azul mencionado, cabe explicar que se sabe por estudios previos® que existen dos posibles

productos de oxidacion del TMB, los cuales presentan dos coloraciones diferentes: azul y
amarilla.
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Figura 82, Estructura quimica de los dos posibles productos de oxidacion del TMB: un radical catidnico que
presenta coloracion amarilla y un complejo de transferencia de carga compuesto por una diamina (dador de
electrones) y una diimina (aceptor de electrones), de coloracion azul

La coloracidon amarilla se observa cuando el producto de oxidacidon es un radical catidnico,
mientras que la azul se debe a la formacidon de un complejo de transferencia de carga cuyo
dador de electrones es una diamina mientras que el aceptor es una diimina (Figura 8).

En los espectros de la Figura 6, el color azul corresponde con el mdximo a 650 nm, mientras
que el color amarillo esta vinculado a la longitud de onda de 450 nm. Desde un punto de vista
analitico, la percepcion y deteccidn del color azul es mas ventajosa que la del amarillo, por lo
que la mayoria de los resultados presentados corresponden a 650 nm.

La aparicidn de uno u otro producto estd determinada por la relacién [TMB]:[H.0;] en la
disolucidn, la cual se estudia en la optimizacién de la reaccion (apartado 4.1.1.1).

4.1.1.1.- Optimizacién

Como paso previo a la realizacién de una recta de calibrado del H,0,, se llevé a cabo la
optimizacion de distintos parametros de la reaccion:

Optimizacion [HRP]

Se siguieron las sefales de absorbancia frente al tiempo para distintas disoluciones (a pH 6)
que se diferenciaron en la cantidad de HRP pero que tenian en comun la concentracion de
H,0, y TMB. La de H,0, se mantuvo en 4,9*10° M y la de TMB en 5,4*10° M ya que en el
grupo de investigacion se sabia por estudios previos que con ellas se obtenian sefiales de
absorbancia adecuadas para el estudio. La concentracion de HRP se varié entre los valores
0,025 U mLty 5,0 U mL™ Los resultados se muestran en la Figura 9.
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Figura 9. Sefiales de absorbancia frente a tiempo para las distintas [HRP] de la optimizacién con
[TMB]=5,4*105 My [H,0,]= 4,9*10¢ M

Se observd que el cambio en la concentracién de HRP no llevaba asociado un cambio en el
maximo de la sefal de absorbancia sino en la velocidad a la que se alcanza la misma. Sin
embargo, a partir de 0,12 U mL?, dejan de observarse diferencias ya que la reaccidn es tan
rapida que el método pasa de ser cinético a ser un método en el equilibrio.

En el registro correspondiente a la concentracién de 5,0 U mL?, se observé un ligero descenso
de la sefal con el tiempo, lo que podria indicar que un exceso de enzima conlleva la
degradacion parcial del TMB oxidado. Esta suposicién quedd confirmada al llevar a cabo la
medida de la sefial de absorbancia para una disolucién en la que se ponia HRP en elevada
concentracion, concretamente de 25,2 U mL?, ya que se observd que pasados unos minutos
tras la inyecciéon del H,0; en la cubeta, la sefial desaparecia por completo (Figura 10).
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Figura 10. Descenso en la sefial de absorbancia con un exceso de enzima HRP en cubeta siendo
[HRP]=25,2 U mL; [TMB]=5,4*105 M; [H,02]= 4,9*10° M
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En definitiva, se tomé como [HRP] éptima la de 0,12 U mL?, al ofrecer la méxima velocidad con
la minima concentracién y por lo tanto, el minimo gasto de enzima.

Optimizacion [TMB]:[H,0,]

Con este estudio, se pretendian definir las relaciones de [TMB]:[H20,] con las que se obtiene
cada producto de TMB oxidado, es decir, cada color.

Dejando constantes la concentracidon de HRP en el valor éptimo encontrado (0,12 U mL?) y Ia
de H,0, en 2,45*10° M; se cambid la de TMB entre los valores de 2,49*107 My 5,41*10° M,
lo que suponuso cambios en la relacion [TMB]:[H20,] desde 1:10 hasta 22:1. Estas medidas se
hicieron a pH 6 y registrando los datos tanto a 650 nm como a 450 nm (Figura 6).

En este rango de concentraciones, no se observaron cambios en la cinética de la reaccién y por
ello, lo que interesa no es el registro cinético sino la senal que se obtuvo para cada
concentracidn. Esta seial se obtiene como la diferencia del maximo de absorbancia alcanzado
(cuando la sefial se estabiliza) y la absorbancia de la linea base antes de inyectar el H,0; en la

cubeta.
0.14
0.12 1
0.1 .
s s08 . * #a: 650 nm
c 0.
_g . (Azul)
2 0.06 4
Q0
<
0.04
¢ b: 450 nm
0.02 4 (Amarillo)
0 b L] L] L] L] L] L] L] L]
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Relacién [TMB]:[H,0,]

Figura 11. Sefiales de absorbancia a: a) 450 nm y b) 650 nm frente a la relacién [TMB]:[H,0,], manteniendo
[H20,] fija en 2,45*106 M y con [HRP]=0,12 U mL?

Se observé que el color amarillo aparece con una relacion menor o igual a 1:1, mientras que el
azul aparece desde una relacidn 2:1 hacia valores mayores de [TMB]:[H,0-] (Figura 11).

Se vio ademds que al aumentar la concentracién de TMB, la sefial obtenida a 650 nm (Figura
11a) iba aumentando hasta que al llegar a un valor determinado, se mantenia constante. El
primer valor de concentracion que da dicha sefial es 2,69*10° M, aproximadamente diez veces
superior al de la concentracion de H,0,. Por lo tanto, se dedujo que para obtener las mayores
sefiales de absorbancia posibles a 650 nm, la concentracién de TMB en cubeta debia ser diez
veces superior a la de perdxido. En consecuencia, para hacer las medidas a esa longitud de
onda, se escogié como éptima una concentracién de 5,37*10° M, para asegurar una relacién
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[TMB]:[H20;] mayor de 10:1 incluso en casos en que se pusieran altas concentraciones de
H,0,.

Optimizacion del pH

Se prepararon disoluciones amortiguadoras de valores de pH entre 5 y 10 y se hicieron los
registros cinéticos de absorbancia a 650 nm con cada una de ellas. En la cubeta, se puso en
todos los casos HRP y TMB en las concentraciones dptimas encontradas y el H,O; en
concentracion 2,45*10°° M.

0.12
— 0.1 °
E °
2 0.08
8 °
-2 0.06
c
2
5 0.04
"
)
< 0.02 °
0 . . . . $ = s
4 5 6 7 8 9 10 11
pH

Figura 12. Sefiales de absorbancia para los distintos pHs estudiados en la optimizacion,
con [TMB]=5,37*10" M; [HRP]=0,12 U mLy [H,0,]=2,45%*106 M.

Se escogiod el pH 6 como 6ptimo, ya que a pesar de que la mayor sefial se obtuvo a pH 5, la
diferencia entre ambas no es muy grande (Figura 12) y en se sabia que la enzima TAO, que
seria utilizada posteriormente para la oxidaciéon de la tiramina, trabaja en un rango de pH

éptimo de entre 6y 8°.
4.1.1.2.- Calibracién

En este apartado se pretende estudiar el rango lineal de aplicabilidad del método, con las
condiciones optimizadas hasta el momento. Para ello se utilizd6 como pardmetro analitico los
cambios de absorbancia originados a 650 nm.

Para este estudio, se mantuvo la concentracidon de HRP en el valor 6ptimo encontrado. Por el
contrario, la concentracién de TMB se varid con respecto a la encontrada como 6ptima en su
estudio de optimizacion. Esto se debe a que se pretendié aprovechar el hecho de que a partir
de la relacién 10:1 de [TMB]:[H,0;], la sefial de absorbancia mantiene un valor constante, que
para una determinada concentracién de perdxido es independiente de la de TMB. Por esta
razon, se pensod que poniendo concentraciones mayores de TMB en la cubeta, los valores de la
sefial no se verian afectados mientras que el rango lineal de la recta de calibrado seria mayor
ya gue seria necesaria una concentracién de H,O, mayor para alcanzar la relacién 10:1, donde
se perderia esa constancia en la absorbancia (Figura 11).
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Para corroborar esto, se hicieron dos rectas de calibrado diferentes, que se diferenciaban en la

concentracion de TMB en cubeta:

e Rectade calibrado 1: [TMB]=7,28*10> M

e Recta de calibrado 2: [TMB]=4,81*10* M

Consecuentemente, se diferenciaban en la relacion [TMB]:[H,0,] con respecto a la menor

concentracién de H,0, analizada, siendo de 30:1 en la recta 1 y de 200:1 en la 2

aproximadamente.

[H.0.]/ M Seiial (Recta 1)

Senal (Recta 2)

2,45*%10° 0,0649 0,0963
2,94*%10°° 0,0767 0,1122
3,68*%10°° 0,0978 0,1497
4,90*10°¢ 0,1489 0,1931
7,35*%10°° 0,2423 0,2640
9,80%10°° 0,3070 0,3624
1,47*10° 0,4726 0,5340 '
3,43*10° 1,123 0,0914 Tabla 1. Datos de [H,0;] (M) y absorbancia de las
4’90*10.5 1,582 _ rectas de calibrado de H,0, 1y 2.
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Figura 13. Rectas de calibrado 1y 2 representadas conjuntamente. [HRP]=0,12 U/mL. [TMB]calibracién 1=7,28*10-
5 M; [TMB]calibracion 2=4,81*10-4 M

La representacion de las dos rectas de calibrado en una misma gréfica (Figura 12) mostré que

efectivamente se obtenia un mayor rango lineal para la recta de calibrado cuando la

concentracién de TMB en cubeta era mayor:
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e Rango lineal de Ia recta de calibrado 1: 2,45*10° M-1,47*10" M.
e Rango lineal de la recta de calibrado 2: 2,45*10°° M-4,9%10° M.

Por otra parte, para asegurar la independencia de las sefiales con respecto a la concentracidn
de TMB, se compararon las pendientes de las rectas de regresion lineal obtenidas para los
datos de concentracién de hasta 1,47*10° M, ya que hasta esa concentracién se obtuvieron
las senales para ambas concentraciones de TMB. Esto se hizo aplicando el test t, cuyos
resultados mostraron que ambas pendientes no son significativamente diferentes al ser
texp<tcrit (Tabla 2)

T " Tabla 2. Resultados del test t para la comparacion de las pendientes de las rectas
t critico t experimental

2,31 2,05

de regresion de los puntos de concentracidn de [H,0;] de hasta 1,47*10° M de

las rectas de calibrado 1y 2.

La recta de calibrado 1 se tomd como punto de partida para estudiar una posible calibracién a
450 nm, basada en el color amarillo. Al aumentar la concentracién de H,0, donde acababa el
rango lineal de la calibracidn a 650 nm, se conseguirian relaciones [TMB]:[H,0:] cada vez mas
bajas. Como se sabia por los resultados de la optimizacién de la mencionada relacion de
concentraciones, una relacién 1:1 presentaria ya la coloracidon amarilla buscada (Figura 11).
Sin embargo, la calibracidon no fue viable debido a que la disolucién con esa relacion 1:1,
correspondiente con una concentracion de H,0, de 2,41*10° M, dio una absorbancia de 2,1;
valor muy alto para el que no es aplicable la ley de Lambert-Beer.

4.1.2.-Acoplamiento de la reaccion de oxidacion de la tiramina por la enzima
tiramina oxidasa (TAO)

El acoplamiento de la reaccidn de oxidacidn de la tiramina, supone que el estudio pasa a
basarse en el esquema de la reaccidon completa (Figura 5).

4.1.2.1.- Optimizacion del pH

El primer estudio que se llevd a cabo fue la optimizacion del pH. Como se ha mencionado en el
punto 4.1.1.1, se sabia que el pH dptimo para la actividad de la TAO esta comprendido entre 6
y 8°, por lo que se hicieron medidas a pH 6, 7 y 8 poniendo en cubeta las concentraciones
Optimas encontradas de HRP y TMB (apartado 4.1.1.1).

La concentracién de TAO puesta fue de 0,52 U mL?, ya que habia sido optimizada en estudios
anteriores en el grupo de investigacion de biosensores obteniéndose un valor éptimo de 0,5 U
mL™ 19, En cuanto a la tiramina, se puso una concentracién de 6,09*10° M, ya que se sabia que
con la misma se obtendrian buenas sefiales de absorbancia.

Se escogié como éptimo el pH 6 al obtenerse con el mismo la mayor absorbancia (Figura 14).
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Figura 14. Sefiales de absorcion frente al pH estudiado en la optimizacién, con
[TMB]=5,37*10" M, [HRP]=0,12 U mL? y [TAO]=0,52 U mL

4.1.2.2.- Calibracion

En la calibracidon, se mantuvieron las concentraciones de TMB, HRP y TAO utilizadas en el
estudio de optimizacién del pH.

[Tiramina] / M Absorbancia Sabsorbancia DER %

0 0,0004 0,0011 269,6

5,18*107 0,013 0,0005 3,7

7,77*107 0,020 0,0003 1,6

1,04*%10°® 0,026 0,0004 1,5

1,29*10° 0,034 0,0004 1,2

2,6%10° 0,094 0,002 1,8

4,06*10° 0,133 0,001 1,1

5,95%10°° 0,208 0,001 0,6

8,12*10° 0,269 0,001 0,4 Tabla 3. Datos de [Tiramina] (M), absorbancia,
1’04*10-5 0,355 0,004 1,0 Sabsorbancia Y DER% de la recta de calibrado de la tiramina

Se hicieron tres réplicas para cada uno de los puntos de la recta de calibrado. Las desviaciones
estandar relativas y DSR% para cada punto aparecen en la Tabla 3 y se han representado las
desviaciones como barras de error en los puntos de la recta de calibrado (Figura 15).

Los datos de DSR% se correspondieron con lo esperado para un método de absorcién ya que
muestran poca variacidn en el rango de concentraciones de tiramina de entre 7,77*107 My
1,04*10° M. Haciendo un promedio de los valores de DSR% obtenidos en ese rango se obtiene
que la reproducibilidad del método es de 1,3%.

El rango lineal del método va desde 5,18*%107 M hasta 1,04*10° M (Figura 15).

El calculo de los limites de deteccidn (LD) y cuantificacidon (LC) se hace multiplicando la relacién
entre la sefal del blanco y la pendiente por 3 y 10, respectivamente, obteniéndose un LD de
1,10¥10-7 My un LC de 3,39*107 M.
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Figura 15.Recta de calibrado de la tiramina. [HRP]=0,12 U mL, [TAO]=0,52 U mL"%, [TMB]=5,37*10° M

t critico t experimental Tabla 4. Resultados del test t para la comparacidn de las pendientes de la recta de

1,78 1,14 calibrado de la tiramina (Figura 15) y la recta 1 de calibracion del H,0; (Figura 13).

Se comparé la pendiente de la recta con las obtenidas en la calibracidon del H,0,. Se podia
comparar con cualquiera de ellas al haberse obtenido que no existian entre una y otra
diferencias significativas y se escogio la recta 1. Esta comparacion se hizo de nuevo con el test t
y los resultados (Tabla 4), mostraron que en este caso tampoco habia diferencias significativas
entre las pendientes, por lo que se concluyd que toda la tiramina se convierte en H,0,, es
decir, la reaccion es cuantitativa.

4.1.2.3.- Estudios de interferencias

En muestras reales, la tiramina se encuentra en presencia de otras aminas bidgenas, siendo las
mas relevantes en cuanto a concentracion la cadaverina, la putrescina y la histamina. Por esa
razon, se hicieron estudios de interferencias para comprobar que dicha presencia no alteraba
las sefiales obtenidas en la determinacidon de la tiramina.

Se llevaron a cabo distintos ensayos, comenzando todos ellos con el registro de la sefial que
daba la tiramina en concentracion de 1*10° M, la cual se tomaria como sefial de referencia.
Dichos ensayos se pueden clasificar en dos tipos:

a) Ensayos de interferencias individuales

Con éstos, se pretendia dilucidar si la TAO era o no especifica en la oxidacién de la tiramina.

Para ello, se pusieron en cubeta las concentraciones habituales de HRP, TMB y TAO vy se
hicieron diferentes ensayos, los cuales aparecen sintetizados en la Tabla 5.
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Ensayo [Aminas biégenas] / M
1 (referencia) [Tiramina]=1*10>M

2 [Cadaverina]=1*10> M
3 [Histamina]=1*10° M
4 [Putrescina]= 1*10° M
5 [Cadaverina]=2*10° M
6 [Histamina]=2*10"> M
7
8
9

[Putrescina]= 2*10° M
[Cadaverina]=5*10> M
[Histamina]=5*10° M

10 [Putrescina]= 5*10° M
11 [Cadaverina]=1*10* M
12 [Histamina]=1*10"* M

13 [Putrescina]= 1*10* M

Tabla 5. Concentraciones de las aminas biégenas en
el estudio de interferencias individuales
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Figura 16. Sefiales de absorbancia para ensayos de interferencias individuales. [TMB]=5,37*105 M,
[HRP]=0,12 U mL", [TAO]=0,52 U mL-

En la Figura 16, se muestran los registros cinéticos de los ensayos en que se pusieron las AB
con la mayor concentracién, 1*10* M (y por lo tanto, en los que mas probabilidades habia de
que interfirieran) junto con el de la tiramina que se toma como referencia. El resultado para el
resto de ensayos fue el mismo.

Tras la inyeccién de las AB potencialmente interferentes, en ninguno de los ensayos se observd
un aumento de absorbancia con respecto a la de la linea base (Figua 16), lo que indica que no
hay generacion de H,0; y que por lo tanto, la TAO no esta oxidando a la putrescina, cadaverina
o histamina. Se demostrd asi que la enzima TAO presenta una alta especificidad para la
oxidacion de tiramina.

17



b) Ensayos de interferencias dobles

El objetivo de este tipo de ensayos de interferencias era demostrar que la presencia en la
disolucién de otras aminas bidgenas diferentes a la tiramina, no afectaba a la sefal, ya fuera
por inhibicidn de la reaccién de la TAO con la misma o por la degradacion del TMB oxidado con
el tiempo.

El modo de operacion en este caso fue inyectar la tiramina junto con cadaverina, putrescina o
histamina por separado, es decir, por parejas. La tiramina se mantuvo en una concentracidn de
1*10° M en todos los ensayos. Las concentraciones del resto de aminas aparecen recogidas en
la Tabla 6.

Ensayo [Aminas biégenas] / M Relacién [AB]:[Tir]
1 (referencia) [Tiraminal=1*10° M -
2 [Cadaverina]=1*10"M 1:1

3 [Histamina]=1*10°"M  1:1
4 [Putrescina]=1*10°M 1:1
5 [Cadaverina]=2*10°"M 2:1
6 [Histamina]=2*10"M  2:1
7 [Putrescina]= 2*10° M  2:1
8 [Cadaverina]=5*10°"M 5:1
9 [Histamina]=5*10°"M  5:1

10 [Putrescina]=5*10°M 5:1

11 [Cadaverina]=1*10*M 10:1
12 [Histamina]=1*10*M  10:1
13 [Putrescina]=1*10*M  10:1

Tabla 6. Concentraciones de las aminas bidgenas y relaciones [AB]:[Tir] en el
estudio de interferencias dobles

Para las relaciones 1:1, 1:2 y 1:5 se observaron los mismos resultados. En la Figura 17 aparecen
representados los registros cinéticos obtenidos para los ensayos de relacion 2:1.

En ella se vio que la sefial de absorbancia llegaba a un mismo valor independientemente de la
presencia (ensayos 5, 6 y 7) o ausencia de ABs distintas a la tiramina.

Sin embargo, cuando las concentraciones de cadaverina, putrescina e histamina superaban en
10 veces la de tiramina, se observd una disminucion de la sefal a lo largo del tiempo (Figura
18).

Se concluyd entonces que la presencia de las AB cadaverina, putrescina e histamina supone
una interferencia en la determinacién de tiramina sélo cuando éstas estdn en elevadas
concentraciones con respecto a la misma, en cuyo caso degradan el TMB oxidado.

Lo mas habitual en muestras reales es que las concentraciones de aminas biégenas sean
similares entre ellas, por lo que el método no presentaria problemas de interferencias a la
hora de determinar tiramina en las mismas.
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Figura 17. Sefiales de absorbancia para los ensayos de interferencia dobles con relacién [AB]:[Tiramina]
de2:1 junto con la sefial de referencia. [TMB]=5,37*10-> M, [HRP]=0,12 U mL", [TAO]=0,52 U mL1
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Figura 18. Registro cinético para los ensayos de interferencias dobles cuando [AB]:[Tiramina] es 10:1.
[TMB]=5,37*105 M, [HRP]=0,12 U mL", [TAO]=0,52 U mL™!

4.1.2.4.- Validacion del método

Se llevé a cabo la validacion del método a través de la determinacidn de una muestra sintética
de concentraciones conocidas de tiramina, putrescina, cadaverina e histamina. La muestra
preparada contiene las mismas relaciones molares entre aminas que una muestra real de atun
analizada por el servicio de Salud Publica de Aragén.

Se llevaron 20 uL de la disolucién de muestra a un volumen total de 2 mL en la cubeta de
medida. Las concentraciones en cubeta de las cuatro aminas aparecen recogidas en la Taba 7.
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Concentraciones reales de las aminas en la cubeta / M

[Tiramina] 2,975*10°
[Histamina] 1,112*10-5
[Putrescina] 1,570*10-5
[Cadaverina] 5,124*10-6

Tabla 7. Concentracion real de las AB en cubeta

A pesar de que la determinacidén se llevd a cabo sdlo para la tiramina, las concentraciones del
resto de aminas son relevantes para asegurar que el método analitico propuesto no presenta
problemas de interferencias.

Se hicieron tres réplicas de la medida de la muestra, obteniéndose las sefales recogidas en la
Tabla 8.

Réplica Sefial t critico t experimental

1 0,1017 43 2,9%10°

2 0,1007

3 0,092 Tabla 9. Resultados del test t para la
Promedio 0,098 comparacion de la concentracion obtenida

B por el método con la concentracion real
Tabla 8. Sefiales de las

medidas de la muestra

Con estos resultados, la concentracion que se obtiene por interpolacién de la sefial media en la
recta de calibrado es de (2,984+0,153)*10° M. Al comparar este valor con el de concentracién
real mediante un test t (Tabla 9), se vio que no habia diferencias significativas entre ambas y
por lo tanto, el método es vélido para la determinacién de aminas en muestras reales.

4.2.- Implementacion en soportes sélidos

Tras la optimizacidn del método en disolucién, el siguiente objetivo del trabajo en el
laboratorio fue implementar la determinacién colorimétrica de tiramina en un soporte sélido.
Para ello, se debian inmovilizar los distintos reactivos en los diferentes soportes, para
posteriormente afiadir sobre ellos directamente la tiramina o la muestra. Los cambios de color
observables en el soporte, se relacionarian con la concentracidn de analito, permitiendo una
determinacidn semicuantitativa rapida y econdmica de la tiramina.

4.2.1.- Tiras reactivas

En primer lugar, se llevé a cabo la implementacién en tiras reactivas, tiras comercializadas para
la determinacién de H,0,, que contienen ya el HRP y el TMB en concentraciones optimizadas.

4.2.1.1.- Optimizacién de [TAO] en tiras

Se tomaron siete tiras reactivas sobre las cuales se pusieron 10 pL de disoluciones de TAO de
diferentes concentraciones (Tabla 10). Las tiras se dejaron secar al aire, tras lo cual se afiadié
en cada una de ellas 10 pL de tiramina de concentracién de 8 ppm.
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Tira [TAO]/(UmL?)
46,5
23,2
11,6
5,81
2,91
1,45
0,73

AUV h WNPR

~N

Tabla 10. Concentraciones de

TAO en las tiras preparadas Figura 19. Coloracién de las tiras con las concentraciones de TAO

recogidas en la Tabla 4 tras la adicidn sobre las mismas de Tiramina
en concentraciéon 8 ppm

Se observé que las tres primeras tiras reactivas daban la misma intensidad de coloracién, por
lo que se tomd como dptima la concentracion de la tira 3 (11,6 U mL?), que daba la coloracién
mas intensa con el menor gasto de enzima (Figura 19).

Se prepararon otras siete tiras con las mismas concentraciones de TAO (Tabla ), pero esta vez
se dejaron secar en incubadora a 30 2C durante media hora para comprobar si la forma de
secado afecta o no a los resultados de coloracién obtenidos.

Tira [TAO]/(UmL?)

7 46,5
8 23,2
9 11,6
10 5,81
11 291
12 1,45
13 0,73

Tabla 11. Concentraciones de
TAO en las tiras preparadas

Figura 20. Resultados de coloracidn en las tiras
reactivas secadas en incubadora

La coloracién obtenida en las tiras secadas en incubadora (Figura 20) resulté ser la misma que
la de las tiras secadas al aire, por lo que se concluyé que la forma de secado no es influyente
en la coloracion.

4.2.1.2.- Calibracion

El primer paso en la calibracién, fue incorporar la TAO en la concentracion dptima encontrada
en cada una de las tiras.

Las concentraciones de tiramina que se emplearon en la calibracién (Tabla 12), se hicieron
coincidir con las concentraciones de H,0, empleadas en la calibracidn del color de las tiras por
parte de la casa comercial.
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Tira [Tiramina] /M
0

1,5*%10°
6,0*¥10°
1,5*10*
3,0*10*
7,5%10%

Figura 20.

AUV h WNPR

Comparativa del color
Tabla 12. Concentraciones

de tiramina en la calibracién

ofrecida por la casa

comercial

Las tiras reactivas constituyen un buen soporte para la determinacidon semicuantitativa de
tiramina (Figura 20). Sin embargo, con ellas no es posible mover las concentraciones de HRP y
TMB para llevar a cabo una optimizacion del método estudiado en disolucidn.

4.2.2.- Celulosa

Se pasé a estudiar la celulosa como soporte, ya que ente otras cosas ofrecia la ventaja de
poder llevar a cabo una optimizacién de las concentraciones de HRP y TMB y no solo de TAO
como ocurria con las tiras comerciales. Los rangos de concentraciones que se estudiaron para
cada reactivo se muestran en la Tabla 13.

Reactivo Rango de concentraciones estudiadas Se estudid un total de 56 combinaciones

HRP 0,5-6 U mL? de concentraciones de los tres reactivos.

T™MB 5*10°-2*10° M Sin embargo, en ninguno de ellos se
il

TAO 0,1-4 UmlL consiguié observar el color azul.

Tabla 13. Rango de concentraciones estudiadas de HRP, TMB y
TAO en los papeles de celulosa preparados

Para acotar el problema, se prescindid de la enzima TAO y se estudié la reaccién entre TMBy
H,0, comercial en presencia del HRP (Figura 7). Para ello, se prepard un Unico papel con TMBy
HRP inmovilizados en concentraciones de 6*10* M y 0,5 U mL™? respectivamente. Al adicionar
10 pL de H,0, de concentracidon 2,45*%10° M, en este caso si se observd la aparicién del color,

tal como se muestra en la Figura 21.

Figura 21. Imagen comparativa de dos papeles preparados con las mismas concentraciones
de HRP (0,5 U mL?) y TMB (6*10* M) . Sobre el de arriba se afiadié H,0, en concentracion
2,45*10-¢ M, mientras que el de abajo, sigue intacto.
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A raiz de esta observacién, se dedujo que era la TAO la que daba problemas para la aparicién
del azul. Algunas de las posibles causas que se propusieron para explicar el problema de la TAO
fueron las siguientes:

e Un cambio en la conformacién de la enzima en el estado sdélido con respecto al del
estado liquido.

e Imposibilidad de la TAO para acceder al centro activo de la tiramina por quedar
retenida en los poros de la celulosa.

Para estudiar si la segunda causa podria ser cierta, se hizo otra prueba que consistid en
preparar un papel idéntico al que se preparé para el estudio con el H,0, comercial y una vez
seco, se afiadieron sobre él 10 pL de TAO en concentracién de 1 U mL™2. De este modo, la TAO
no se entramparia en los poros de la celulosa. El resultado al afiadir tiramina en concentracién
de 8 ppm fue positivo, se observo el color en el papel (Figura 22).

Figura 22. Foto del resultado obtenido en el laboratorio tras afiadir TAO 0,1 U mL sobre un papel
con TMB y HRP inmovilizados y al que se le afiade tiramina.

Este resultado concordaba con la posibilidad de que la TAO estuviera siendo inmovilizada en
los poros de la celulosa. En futuros estudios, se podrian preparar papeles utilizando
disoluciones de celulosa con un tamafio de poro mayor, que permitieran una mayor libertad
de movilidad a la enzima.

4.2.3.- Papeles

Se han estudiado cuatro soportes diferentes, los cuales aparecen especificados en el apartado
3.2.2 del trabajo. Se estudiaron distintas combinaciones de concentraciones de HRP, TAO y
TMB, las cuales estuvieron comprendidas en los mismos rangos de concentraciones que en el
estudio de la celulosa (Tabla 5).

De nuevo los resultados fueron negativos y no se obtuvo coloracién para ninguno de los
papeles preparados. Se piensa que el problema es el mismo que el encontrado en la celulosa.

5.- Conclusiones

Se ha logrado el desarrollo de un método analitico util para la determinacion de tiramina para
el control de calidad en alimentacidon. Las conclusiones a las que se ha llegado se enumeran a
continuacién:

1. Los resultados obtenidos demuestran que es posible acoplar la reaccidn
H,0,/HRP/TMB con la enzima TAO para desarrollar el método de determinacidn de la
tiramina en un rango lineal de 5,18*107 M hasta 1,04*10™ M.

2. Se ha comparado la pendiente de la recta de calibrado del método con la obtenida en
la calibraciéon del H,0; en la reaccion HRP-TMB-H,0, y se ha visto que no existen
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diferencias significativas entre ellas, por lo que se concluye que toda la tiramina pasa a
H,0,, es decir, que la reaccidn es cuantitativa.

3. Se ha demostrado a través de los ensayos de interferencias que la enzima TAO es
altamente especifica para la oxidacién de la tiramina, y que ademas su actividad no se
ve inhibida por la presencia en disolucién de las aminas cadaverina, putrescina e
histamina.

4. Se ha demostrado la validez del método mediante la determinaciéon de una muestra
sintética que contenia tiramina, cadaverina, putrescina e histamina en las mismas
relaciones molares presentes en una muestra real de atun. La comparacion de la
concentracidén obtenida con la real mediante un test t ha mostrado que no existen
diferencias significativas entre ambas.

5. La inmovilizacion de TAO en tiras comerciales para perdxido ha dado buenos
resultados y puede utilizarse para la determinacidon semicuantitativa y rapida de la
misma.

6. No se ha conseguido ver la coloracidn azul en la celulosa ni en los papeles comerciales
estudiados para la inmovilizacion. Se piensa que el problema es que la TAO queda
entrampada en los poros de dichos soportes, lo que impide el funcionamiento de la
reaccién. Esta teoria podria ser un punto de partida para futuros estudios de
inmovilizacién.
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