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RESUMEN

La D-glucosa o también llamada dextrosa es un monosacarido que sirve como
principal fuente de energia para la mayor parte de los organismos, ademas de estar
presente en una gran variedad de alimentos naturales, alimentos procesados y
medicamentos. La determinacion de glucosa en alimentos es un analisis rutinario que
se realiza dentro de la industria alimentaria como parametro de control de calidad de
materia prima, especificacion de etiquetado y valor nutrimental del producto terminado.
Dentro de los alimentos donde se realiza este analisis se pueden mencionar vinos y
jugos de fruta. Este trabajo propone una metodologia de Analisis por Inyeccion en Flujo
(FIA) para determinar glucosa en jugos de fruta. Las caracteristicas de este método
son: instrumentacion sencilla y de bajo costo, analisis directos y reproducibles y facil
acoplamiento de un reactor enzimatico, que al utilizar enzimas inmovilizadas beneficia
el anadlisis por ser reusables y de alta especificidad.

El fundamento de la metodologia FIA propuesta se baso en la reaccion de

oxidaciéon entre el peroxido de hidrégeno con el ion yoduro. Cuando la muestra que
contiene glucosa pasa a traves del reactor enzimatico, adaptado al sistema FIA, donde
se encuentra inmovilizada la enzima glucosa oxidasa (GO) en vidrio de poro controlado
(CPG) la glucosa se oxida para formar acido glucénico y peroxido de hidréogeno. Este
ultimo en presencia del ion yoduro forma el ion triyoduro el cual se mide por
espectrometria a 353 nm. La sefal analitica obtenida es proporcional a la cantidad de
peroxido formado y a su vez corresponde a la concentracion de glucosa presente en la
muestra.
Se optimizaron los parametros hidrodinamicos del sistema FIA y los parametros
fisicoquimicos de la actividad de la enzima. Con las condiciones optimas se realizé una
curva de calibracion para cuantificar la concentracion de glucosa, utilizando como
catalizador el molibdato de amonio para favorecer la formacion del ion triyoduro y
aumentar la sensibilidad de fa determinacion. El intervalo lineal encontrado fue de 0.038
a 6.66 mM, con un limite de deteccién de 0.014 mM y limite de cuantificacién de 0.042
mM. La precisiéon del método, expresada como desviacion estandar relativa es 1.43 %.




Se realizé el estudio de las interferencias presentes en los jugos de fruta,
bebidas refrescantes y vinos (acido ascdrbico y etanol). Para corroborar la validez del
meétodo propuesto, ademas del analisis estadistico, se realizaron fortificaciones a las
muestras con dos diferentes concentraciones de glucosa.




OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un sistema enzimatico en flujo para determinar la concentraciéon de
glucosa en jugos de frutas, bebidas refrescantes y vinos, como parametro de
control de calidad de materia prima y producto terminado. Proponiendo una

metodologia especifica, sencilla, precisa y de bajo costo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer los parametros hidrodinamicos 6ptimos de un sistema de Analisis por
Inyeccion en Flujo (FIA) caudal, volumen de inyeccién y longitud del reactor para

cuantificar concentraciones de giucosa.

Establecer las condiciones éptimas para la inmovilizacion de la enzima glucosa

oxidasa en vidrio de poro controlado.

Determinar las condiciones optimas de la actividad de la enzima inmovilizada

que incluyen pH y temperatura.

Evaluar, bajo las condiciones ya establecidas en el sistema FIA, la concentracion

de glucosa en jugos de frutas, vinos y refrescos.

Determinar la precision, limite de cuantificacién, limite de deteccion e intervalo
lineal de! método desarrollado.

Realizar pruebas de fortificacion en las muestras para validar el método

propuesto en la cuantificacién de glucosa.




ANTECEDENTES

CAPITULO 1
ANTECEDENTES

1.1 Analisis por Inyeccion en Flujo

1.1.1 Generalidades
El Analisis por Inyeccion en Flujo (FIA) constituye una reciente (1975) e importante

innovacion metodologica en Quimica Analitica que se caracteriza por un fundamento
simple, una instrumentacion de bajo costo, un manejo sencillo y comodo, y una gran
capacidad para lograr resuitados rapidos, precisos y exactos.

El FIA es una clara alternativa de los métodos quimico analiticos desarrollados
manualmente. En definitiva se trata de sustituir materia! de vidrio (vasos, pipetas,

buretas, matraces) por tubos, bombas, valvulas, con claras ventajas respecto a la forma

de trabajo habitual. El FIA reduce el tiempo de analisis y origina resultados

reproducibles.. Al tratarse de un sistema cerrado, se minimiza el contacto entre el
operador y reactivos toxicos, asi como se protegen a los reactivos y muestras frente a

los gases atmosféricos (CO;, Humedad, Oz).

71.1.2 Conceptos basicos
Para entender el principio del sistema FIA, es necesario nombrar los siguientes

conceptos:

- Dispositivos Automaticos.- son aquellos que originan unas acciones programadas,
para ser llevadas a cabo en unos puntos del proceso, sin la intervencion humana. El
sistema no toma decisiones y la secuencia de las operaciones es siempre la misma. No
tiene incorporado un sistema de retroalimentacion.

- Dispositivos Automatizados.- son aquellos que realizan la accion de automatizar. Se
disefan para que un sistema de realimentacion les permita tomar decisiones sin la

intervencion humana. El sistema se autocontrola y autoajusta. La secuencia de

operaciones es distinta para cada muestra.




ANTECEDENTES

Se considera como método automatico el que implica la eliminacion total o
parcial de la intervencién humana en un método analitico. Este se clasifica en tres tipos:
- Métodos Automaticos Discontinuos.- cada muestra se mantiene en forma separada en

un receptaculo, donde se lleva a cabo la reaccitén y pasa al detector.
- Meétodos Automaticos Continuos.- la concentracion del analito es medida sin

interrumpir un flujo de liquido o gas.
- Métodos Robotizados.- se basan en el uso de un mini-robot controlado por un
microprocesador.

Dentro de los métodos Automaticos Continuos, se encuentran los segmentados y
los no-segmentados. En el método continuo segmentado (CFA) las muestras son
aspiradas secuencialmente y entre ellas se sitian burbujas de aire que separan
(segmentan) el flujo establecido, incluido un cicio de lavado. Las burbujas de aire se
eliminan antes de que alcancen la celda del detector. En cambio en el método continuo
no-segmentado, el flujo no esta segmentado por burbujas de aire, la muestra es
inyectada en vez de aspirada y en el momento de la deteccion no se alcanza el
equilibrio fisico (homogeneizacién de una porcién del flujo) ni el equilibrio quimico
(reaccion completa). Estas son las caracteristicas del método que se denomina como

Analisis por Inyeccion en Flujo (FIA). La ausencia de burbujas de aire en el sistema FiA

constituye una gran ventaja dentro del anadlisis de muestras ya que evita la

contaminacion mutua entre muestras sucesivamente inyectadas.
Los elementos esenciales para montar un sistema FIA se describen a
continuacién y el esquema se muestra en la figura 1.
a) Una unidad de propuision, que establece un flujo de caudal o mas constante
posible de una disolucion, que lleva disuelto un reactivo o es un simple portador.

Puede ser una bomba peristaltica.
Un sistema de inyeccion, que permite insertar o introducir en el flujo un volumen

b)
exacto de muestra con gran producibilidad de operacién y sin interrumpir al
mismo.

c) Una zona de tubo, que se llama comunmente “reactor” que es donde tiene lugar

el transporte con o sin proceso adicional. Puede ser un tubo recto o en forma de

serpentin o una camara de mezcla.
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Una celda de flujo, incorporada a un instrumento de medida (fluorimetro,

d)
fotémetro, potencidmetro, etc.) que traduce la sefal continua a un registrador o a

un microprocesador.

e) El flujo que sale del sistema de detecci6én se desecha.

SISTEMA DE INYECCION
Muestra SISTEMA DE DETECCION
P, ZONA DE TUBO
quiaa DE REACCION

UNIDAD DE PROPULSION Detector

reactivo o
" — = CO—SRRRANY——
Qe Ylujo ﬁ”

L ~—
Valvula de
Bomba Inyeccion reactor Desecho

Registrador

Figura 1. Esquema general de un sistema FIA

1.7.3 Fiagrama

La representaciébn esquematica de
(absorbancia, intensidad de fluorescencia, potencial, etc.) esta en funcién del tiempo, se
llama fiagrama. La figura 2 muestra una lectura tipica de un anadlisis realizado por sus

los registros FIA, cuya sefal analitica

caracteristicas esenciaies;
a) La altura del pico, h, que se relaciona con la concentraciéon del componente de la

muestra inyectada.
b) ElI tiempo de residencia, T, que se define como el tiempo transcurrido desde la
inyeccion hasta que se alcanza la maxima senal.

c) Tiempo de arranque, ta, es el tiempo que pasa desde la inyeccion hasta que se
inicia el aumento de la sefal desde la linea base.

Tiempo de retorno. T', es el tiempo comprendido entre el momento en que se
alcanza la maxima sefal y el instante en que la sefal vuelve a la linea base.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

d)
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e) El tiempo en el que aparece la sefial, At, se define como el periodo en el cual la

senal se registra y vuelve de nuevo a la linea base.
Para que un fiagrama quede definido, al menos de manera semicuantitativa, es

preciso conocer el tiempo de arranque, ta, las coordenadas del maximo de la curva, (T,

h) vy el tiempo que pasa la muestra por el detector At.

=1 calibrado

==
S f
= l Mmuestra
= L] '
=
=
2 —1 IS {min) {min)
A3
T ; L

INYECCION CELDA DE FLUJO

Figura 2. Senales analiticas (Fiagrama). A) registro rapido, donde se presentan los parametros mas
importantes de una sefal de FIA. B) Inyeccion de cuatro estandares por triplicado y de una muestra por

quintuplicado.

Los fundamentos de los parametros hidrodinamicos del sistema FIA estan
relacionados con la dispersién, que se define como la dilucién que sufre un volumen de
muestra inyectada en el flujo de un sistema determinado. Esta se caracteriza por el
perfil de concentracion que adquiere el bolo de muestra inyectado al sistema sin
interrumpir su flujo. El flagrama es una representacion de la dispersién dentro de la
celda del detector y por consiguiente podra evaluarse mediante los parametros que
caracterizan la forma del pico en el fiagrama. (1, 2, 3)

Desde el punto de vista analitico-practico existen dos parametros importantes del
fiagrama que conviene controlar en el sistema FIA: la altura (h) del pico y el tiempo de
retorno a la linea base (T°), ya que son los que definen dos aspectos decisivos para el

meétodo analitico: la sensibilidad y la capacidad de muestreo.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Cuanto mayor es la dispersion (mayor dilucién) menor es la altura de los picos, io
que indica menor sensibilidad analitica y por lo tanto serd mayor el tiempo de retomo
indicando menor capacidad de muestreo.

La forma de ios picos estara definido por el tipo de transporte que se presenta
dentro del tubo, que incluyen difusion y conveccidén. La forma del fiagrama realizado
bajo condiciones habituales no responde a una distribucidon gaussiana, debido a que el
tiempo que debe transcurrir a la maxima respuesta debe de ser muy aito o utilizar
caudales muy bajos. Por lo que la forma de la sefial esta dado por el transporte de
difusion-conveccion. Cuando el reactor es muy corto y/o el caudal muy grande (tiempos
de residencia muy pequerios) el proceso esta regido por la conveccion y por el contrario
cuando la longitud del reactor es muy grande y/o el caudal muy bajo (tiempo de
residencia pequerio) el proceso esta regido por la difusion. A medida que crece el
tiempo de residencia, la dispersion o dilucion del bolo de muestra va incrementandose.

Otros factores que influyen dentro de la dispersion son: a) el volumen de
muestra, cuando es muy grande existe una proporcién del bolo que no ha sufrido
dilucién y en consecuencia se origina ia aparicion de un hombro en el pico del fiagrama,
b) el caudai, que al aumentar, el tiempo de arrangque y el ancho de la banda de la serial
disminuyen y por lo tanto la dispersion sera menor, y c) ia longitud del reactor, cuando
tiene la forma de un serpentin, la fuerza centrifuga ariginada al circular un fluido por su
interior, crea un tipo de flujo radial favoreciendo la homogeneizacién. Cuando se
aumenta la longitud del reactor, se aumenta el tiempo de residencia y el ancho de la
banda de la sefial y por lo contrario cuando se disminuye el diametro interno del tubo
disminuye la dispersion.

La tendencia de las metodologias por Analisis por Inyeccion en Flujo es disminuir
los pasos de pretratamiento de las muestras y miniaturizar las metodologias de forma
automatizada para que los errores de manipulacién sean menores y aumente la
precision de los resuitados, ya que es posible llevar a cabo varias determinaciones de
una misma muestra en un tiempo menor de analisis, esto conlleva a una disminucion de
reactivos y de desechos.

La versatilidad de aplicacion de esta técnica, involucra el campo de analisis de
alimentos, donde se ha determinado cloruros en leche y nitritos en agua (4), la
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concentracién de glucosa en diferentes alimentos como son helados, miel, jarabes de
glucosa, jugos de frutas y vinos (5). En el campo de analisis clinicos se ha determinado

glucosa en sangre y suero (6), asi como en urea y penicilina (7).

1.2 Enzimas

1.2.1 Generalidades
Las enzimas son proteinas que se comportan como catalizadores, es decir,

aceleran la velocidad con la que las reacciones se llevan a cabo sin aiterar el equilibrio
y son responsables de las transformaciones metabdlicas en los seres vivos. Una de sus
principales caracteristicas es que son muy especificas, lo que es de gran importancia
en la industria. La especificidad de las enzimas tiene la capacidad de discriminar entre
diferentes sustratos, incluso si estos son isomeros opticos, y solo los sustratos que
tiene el grupo idéntico al de la enzima, seran reconocidos por ésta. Desde el punto de
vista fisicoquimico y como consecuencia de su estructura proteica, la actividad
catalitica de las enzimas depende del pH y de la temperatura de reaccion (8).

Como todas las proteinas, la estructura tridimensionail de las enzimas incluyen un
grupo amino terminal y un grupo carboxilo terminal, los cuales al polimerizarse con otra
molécula eliminan una molécula de agua, para formar un enlace CO-NH, que se conoce
como enlace peptidico.

E! centro activo de una enzima es la region que se une al sustrato y contiene los
residuos que participan directamente en la produccion y ruptura de enlaces.

A menudo el sitio activo es una hendidura de la enzima, en la que encajan las
moléculas del sustrato, el cual tiene una alta especificidad en el enlace, ya que depende
de la disposicién definida por los atomos del centro activo. E! modelo que se ha
propuesto para esta unién es la relacion de una llave y una cerradura, formando un
cambio en la superficie de la enzima. Causando por ello un cambio conformacional en
la molécula de la enzima. El modelo de ajuste inducido sugiere que el centro activo es
sustrato segun se aproxima,

flexible y por tanto capaz de acomodarse al
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manteniéndose exactamente en la posicion espacial correcta para reaccionar de modo
que se aumenta la concentracion efectiva de sustrato en un espacio muy delimitado (9).

Las enzimas siendo consideradas como catalizadores bioldgicos, siguen las
reglas generales de la catalisis. Sin embargo, presentan una caracteristica que no se

observa en los catalizadores no enzimaticos, este fenomeno se conoce como

“saturacion del sustrato”. Cuando se tienen concentraciones pequerias de sustrato se
observa una variacion lineal con la velocidad inicial de reaccion, lo que implica una
reaccion de primer orden; sin embargo, a medida que la concentracidn de sustrato
aumenta, la velocidad inicial también crece hasta alcanzar un valor constante para
cualquier valor de concentracion de sustrato, bajo estas condiciones la reaccion es de
orden cero, es decir, depende solamente de la concentracion de ia enzima presente. El
modeio de cinética enzimatica mas simple y mejor conocido es el de Michaelis-Menten
desarrollado en 1913 que toma en cuenta el fenomeno de saturacion del sustrato. La
teoria de Michaelis-Menten se ha desarrollado para las reacciones en que existe un
solo sustrato y supone la formacion de un complejo enzima-sustrato que posteriormente
da lugar al producto.

Dentro de la cinética enzimatica es importante conocer el valor de Km, que es la
constante de Michaelis-Menten que equivale a la concentracién de sustrato para la cual
la velocidad es la mitad de la velocidad maxima y también indica la afinidad que tiene la
enzima por el sustrato, menor sea su valor, menor sera la concentracién de sustrato

para la cual la enzima alcanza su valor maximo de velocidad (10).

Las enzimas pueden ser de origen:
Vegetal; como son la papaina, bromeiina, peroxidasa, etc

Animal; como son la quimosina, tripsina, hidantoinasa, etc
- Microbiano; como son la glucosa isomerasa, glucosa oxidasa, lactasa, etc
Su clasificacion se basa en ia naturalieza de las reacciones quimicas que catalizan.

De acuerdo con el reporte del Comité de Nomenclatura nombrado por la Unidn

internacional de Bioquimica (1984) se asigno a cada enzima un nombre y un numero de
4 partes que caracteriza a cada enzima, por ejemplo, glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4.).
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La Comisién de Enzimas (EC) dividié las enzimas en seis grupos. La tabla 1

muestra esta clasificacion y el tipo de reaccion que cataliza (11).

Tabla 1. Clasificacion de las enzimas de acuerdo con el tipo de reaccién.
l CLASIFICACION TIPO DE REACCION QUE CATALIZA

Oxidorreductasas Reacciones de oxido reduccion

Transferasas Transferencia de grupos funcionales
Hidrolasas Reacciones de hidrélisis
Liasas Eliminacion de grupo para formar dobles enlaces
Isomerasas Isomerizacion

Formacion de enlace acoplada con la hidrolisis de ATP

Egasas

7.2.2 Aplicacion de las enzimas en la industria alimentaria.

Por razones fundamentalmente toxicologicas, las enzimas industriales son
preducidas por un numero reducido de microorganismos, que son los reconocidos
generalmente como seguros por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de
Estados Unidos. de entre los que destacan Basillus subtilis y Aspergillus niger.

La mayor parte de las enzimas en alimentos tienen el papel de aditivos, como por
ejemplo disminuir la viscosidad, mejorar la filtracion, evitar la turbidez, clarificar, mejorar
la digestibilidad, mejorar la textura, evitar la cristalizacion y mejorar ias caracteristicas
organolépticas del alimento, entre otras aplicaciones.

El uso de una enzima o del acoplamiento de dos o mas de ellas pueden cuantificar

mas de treinta sustancias o e! producto de (as mismas y algunas son de gran

imponrtancia en el control de calidad de los alimentos, por ejemplo: el acido ascorbico,
lactico y citrico, almidoén, colesterol, lactosa, glucosa, fructosa por mencionar algunas
(8). En el presente trabajo se uilizé la enzima glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4), que esta

clasificada dentro de las enzimas oxido-reductasas, por lo gue la informacion se

enfocara principalmente en ésta y en sus propiedades.
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1.2.2.1 Propiedades de la enzima glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4) (12)
Nombres sistematicos: -D-glucosa, oxigeno 1-oxidoreductasa, dextrosa.

Es especifica para B-D-glucosa
Su origen es de Aspergillius niger

Peso molecular 149000 g/mol

Es estable en un intervalo de pH de 3.5 - 8.0 y pH 6ptimo de 5.6

Pierde actividad en pH>8 y pH<2

Pierde actividad a temperaturas mayores de 39 °C

Es inhibida por exceso de H;0O:2

Km de 0.0096 M (determinada con glucosa a 20 °C en presencia de catalasa y buffer de

fosfatos 0.2 M apH 5.6

Es la enzima mas utilizada como antioxidante para prevenir cambios en el color,
aroma y sabor de los alimentos durante su procesado, transporte y almacenamiento. Se
ariade a bebidas basadas en citricos, a la cerveza, vino. salsas y algunos alimentos
secos, como son sopas instantaneas. Elimina la glucosa residual de los huevos y la
clara batida, previniendo asi las reacciones de pardiamiento (Reaccion de Maillard) asi

como el desarrollo de sabores y olores desagradables.
Ademas de las aplicaciones antes mencionadas también se \utiliza en la
determinacién enzimatica de glucosa, asi como en la produccién de acido gluconico y
peroxido de hidrogeno a partir de glucosa, de acuerdo a la siguiente reaccion 1:
GO

D-(+)-glucosa + O, ————* acido glucénico + H20:

Reaccion 1. Oxidacion de la glucosa por medio de la enzima glucosa oxidasa.

La reaccién catalizada por la glucosa oxidasa emplea oxigeno molecular para
oxidar a la D-(+)-glucosa, dando lugar a la produccion de peroxido de hidrogeno. Un
meétodo establecido para determinar glucosa en alimentos tiene como principio la
utilizacién de un colorante redox como es la o-Dianisidina y Ia enzima peroxidasa
(EC 1.11.1.7.), donde la determinacion es espectrofotométrica y se mide a 540 nm,
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siguiendo la formacion de un producto colorido, que es directamente proporcional a la

concentracion de glucosa presente en una muestra, reaccién 2:

H202 + colorante __Peroxdasa _ colorante + H:O + % Oz
: Reducido Oxidado
incoloro colorido

Reaccion 2. Reduccién del colorante, para cuantificar la cantidad de peroxido formado en la oxidacién de
la glucosa

Aunque este meétodo es muy especifico para glucosa, no menciona los

tratamientos previos que se realizarian a diferentes muestras, asi como las posibles
interferencias que presentaria. Cabe mencionar que el tiempo de reaccion para las

muestras es de 30 minutos (13).

1.3 Inmovilizacion de enzimas

1.3.17 Generalidades
El empleo de enzimas inmovilizadas ofrece a los investigadores en {as diferentes

areas de estudio las ventajas de su redtilizaciédn y mayor estabilidad. La inmovilizacion
de las enzimas es una técnica que alcanzé su maximo desarrollo durante los setentas.
El objetivo de la técnica de inmovilizar enzimas, consiste en retener una enzima por
medio de diversos mecanismos como son: atrapamiento en la matriz de un polimero, de
un gel o de una microcapsula; adherirla a un soporte sélido ya sea por mecanismos de
absorcion, por intercambio idnico o bien por enlace covalente entre un soporte activado
y algun grupo funcional de la enzima. En todos estos casos se pretende recuperar la
enzima al final de la reaccion para ser reutilizada posteriormente y, de ser posible,
emplearla en un reactor de funcionamiento continuo. E! costo de la enzima se ve
considerablemente reducido, por lo que en ausencia de actividades contaminantes,
representa una verdadera alternativa para la aplicacion industrial de las enzimas.
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7.3.2 Clasificacién de los métodos de inmovilizacién
Meétodos de inmovilizacion de enzimas .

| ' n

Métodos para enzimas solubles

Métodos para enzimas insolubles

I ] LI T
Atrapado Eniace Sin transformacidl Con transformacién
quimica < ~'qulmfca
— [ 1 e
Atrapado Atrapado Microencapsulado
en gel en fibras

— LI :
. Enlace al soporte:

Entrecruzamiento
L SRR
E T RV |

Adsorcion Enlace Formacion Enlace
fisica idnico de quelatos covalente
o enlace
con metal

Meétodos para enzimas insolubles

a) Atrapado. Se basa en la localizacién de la enzim a dentro de una red espacial de
matriz polimérica o de una membrana de forma que se evite la liberacion de la proteina
sin impedir la penetracién del sustrato. Este método incluye:
- Atrapado en geles.- este método se basa en la localizacion de la enzima dentro de
ios espacios intersticiales de geles poliméricos entrecruzados insolubles en agua. EIl
mas usado es la poliacrilamida.
- Atrapado en fibras.- la enzima es atrapada dentro de las microcavidades de la
fibras sintéticas, de forma que las moléculas de la enzima estan atrapadas en fibras
producidas continuamente mediante técnicas de hilado en humedo. Las fibras
sintéticas soportan los medios acidos y basicos débiles, las fuerzas ionicas altas y
algunos disolventes organicos. El mas usado es el acetato de celulosa.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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- Microencapsulado.- Con siste en atrapar la enzima en membranas poliméricas
semipermeables esféricas cuyos diametros oscilan entre 1 y 100 micras. La enzima
esta fisicamente dentro de la membrana y las moléculas de producto y sustrato

deben difundir a través de ésta libremente.

b) Enlace. Se basa en la adsorcién de la enzima, esto es, la enzima es adherida a una
superficie con actividad que implica la combinacién de uniones ionicas, puentes de
hidrogeno y de van der Waals, entre otras. Este método incluye:

- Entrecruzamiento. Se basa en la formacién de enlaces covalentes entre las moléculas
de la enzima, mediante reactivos bi - o multifuncionales, que dan iugar a ia formacion
de agregados tridimensionales entrecruzados totalmente, insolubles en agua pero que
no necesitan el uso de soportes adicionales.

- Enlace al soporte. E|l soporte ideal para ia aplicacion dada es aquel que aumente la
interaccion con el sustrato, disminuya la inhibicién por el producto, cambie el pH optimo
aparente hasta el valor deseado, detenga el crecimiento microbiano y sea faciimente
recuperable para volver a utilizarlo. En el caso que se emplee en un reactor, el soporte
debera ser estable en disolucion y no deteriorarse en las condiciones de la reaccion.
Los factores que influyen en la unién con la enzima son diametro del poro y la
superficie. Los métodos se clasifican en:

Adsorcion fisica. Se basa en la adsorcion fisica de las moléculas de la enzima en
la superficie de una matriz sélida, poniendo en contacto una disolucion acuosa
de la enzima con el soporte. La enzima es adsorbida por polimeros organicos,
vidrio, sales minerales, Oxidos de metal y varios compuestos de silicio como

bentonita y silice coloidal.
- Enlace idnico. Se basa en la unidén
soportes so6lidos que contienen restos de interacciones electroestaticas,

cuales se adhieren a resinas intercambiadoras como son la carboximetil y la

ionica de las moléculas de la enzima a
las

DEAE-Sephadex.
Enlace con metal. Usa metales de transicion como una forma de activar la

superficie del soporte, permitiendo el acoplamiento directo de la enzima sin
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transformacion quimica previa del soporte a través de la formacion de quelatos.
Los mas utilizados son vidrio, quitina y celita (14).

Enlace covalente. Existen dos maneras de ligar covalentemente una enzima a un
soporte: una consiste en activar un polimero con un grupo reactivo y la otra, usar
un reactivo bifuncional que actué como puente entre enzima y polimero. En la
molécula de la enzima, los grupos que mas comunmente intervienen en la unién
son {os oxidrilos y los amino, y menos frecuentes los sulfhidrilos. Entre las formas
mas comunes de polimero activado estan los geles acuosos, como por ejemplo,
la celulosa o la poliacrilamida, a los que se ha incorporado grupos diazo,
carbodimida y azida. Dentro de los reactivos bifuncionales, consiste en juntar en
la misma mezcla polimero, enzima y reactivo, el mas utilizade es el
glutaraidehido, que se une a la enzima por medio del grupo animo terminal
formando el enlace peptidico (15). Las principales reacciones que se llevan a

cabo con este tipo de inmovilizacion se presentan en la figura 3.

OCaM, o OCzH5
o~su-°~ + €2HsO-S1- (CH )3 Nz ———3 N 0-£1- 0+ i (CHa)y- WMz + CzHgOH
OCH, S ocgm, TESIS CON
Matriz Silanizante E OmGEN
©Cahg e FAIJ‘A D

o-s--o m-(cn,),-nn, - 9-(:»«,), 7 P — o-so-o lu-u:n,), -n-c-(cu,), -]

o:,u‘ oc,u L]

Glutaraidehidgo
OCaMg o ocaky
-m-o :n.(cn,), -n-?-(cn,),‘:'ﬁ * HaN = ENZMA —_—> 0-5'-0-"- (CH3)y -N-9 (CH2lye 9' N ENZIMA + M0
or,,u' L] °°:".

Figura 3. Reacciones de la inmovilizacién de la enzima en vidrio de poro controlado.

Esta es la técnica que se emplea en este trabajo de investigacion, debido a que
el diametro del poro es el apropiado para evitar presién en el tubo de tefion donde se
empaca la enzima glucosa oxidasa inmovilizada, que se acopla al sistema de Analisis

por Inyeccion en Flujo.
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Meétodos para enzimas solubles

Para poder utilizar una enzima en su estado nativo, es decir soluble, de forma

continua durante mucho tiempo, se han disefiado métodos fisicos de confinado que
utilizan membranas semipermeables, fibras huecas o membranas de ultrafiltracion.

Estos métodos se dividen en:

7.3.3

Inmovilizacion sin modificacién quimica de la enzima. Se utiliza una membrana
impermeable a las moléculas de la enzima, aunque permeable al producto y en

algunos casos a las moléculas del sustrato. Este método se adapta a la

conversion de sustratos de alto peso molecular insolubles o solubles en agua,
permitiendo el contacto directo con la enzima soluble con el sustrato.

Inmovilizacion con modificacién quimica de la enzima. Son preparaciones de
conjugados de enzima-polimero soluble en agua que permite la eleccion de la
membranas de ultrafiltracion de mayor porosidad con la consiguiente mayor
velocidad de difusion de los productos y por lo tanto ia reduccion de la inhibiciéon

por el producto final. EI mas utilizado es la celulosa.

Efectos de la inmovilizacion sobre la actividad de la enzima
Cuando una enzima es inmovilizada la actividad de la preparacion es diferente a

la de la enzima en su forma natural. Las tres principales razones de esto son:

Efectos conformacionales. La inmovilizacion puede causar perturbaciones

estructurales en la proteina, reduciendo la eficiencia catalitica de la enzima.
Ademas, la inmovilizaciéon puede limitar el acceso del reactivo al centro activo de
la enzima, reduciendo su actividad.
Efectos de particion. Cuando las concentraciones de reactivo o de otros
compuestos relacionados con la actividad de la enzima pueden ser diferentes en
ia superficie del soporte de la matriz con respecto al resto de la disolucion. Estos
efectos pueden surgir por interacciones electroestaticas o hidrofébicas.

Efectos difusionales o de transferencia de masa. Pueden ser de dos tipos,
internos o externos. La resistencia externa proviene de la presencia de una
pelicula de liquido inmévil alrededor de la particula de la enzima inmovilizada y la
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resistencia interna a la transferencia de masa que surge cuando jas enzimas

quedan atrapadas en polimeros (16).

1.4 Biosensores y Sistemas Enzimiticos

1.4.1 Generalidades
Un Biosensor es la combinacion de un material
especificidad caracteristica (por ejemplo enzimas, antibidticos, microorganismos o DNA)

biolégicamente activo de

con un sensor quimico o electrénico, para convertir un compuesto biolégico en una
senal eléctrica. Se han propuesto biosensores para medir desde los niveles de giucosa
sanguineos hasta la frescura del pescado.

E! principio del biosensor se basa en inmovilizar una enzima muy cerca de un
sensor que pueda medir una disminucién en uno de los sustratos o un aumento en unoc
de los productos de la reaccion catalizada por el biosensor. El sustrato monitorizable
puede ser oxigeno y su producto, iones de amonio, hidrogeno, calor, luz o incluso
directamente electrones. E!l sensor puede consistir en un simple electrodo de carbono o
hasta una celda fotoeléctrica.

Muchos de estos biosensores ya han sido fabricados, siendo de los mas
sencillos el que sirve para cuantificar glucosa a base de glucosa oxidasa y un electrodo
de oxigeno cuya principal aplicacion es en el area de analisis clinicos (17). Este
biosensor se basa en la inmovilizacién de la enzima glucosa oxidasa en una capa de
gel de poliacrilamida que rodea a un electrodo de oxigeno de platino. Cuando la
disolucion de glucosa se pone en contacto con el electrodo, la glucosa se difunde a
través de la capa de enzima y se convierte en glucolactona (en equilibrio con acido
glucénico) y perdxido de hidrogeno, haciendo disminuir la concentracion de oxigeno en
la capa de gel alrededor del electrodo. La velocidad de la reacciéon, que se registra

como la velocidad a la que disminuye la concentracion de oxigeno detectada por el

electrodo, es proporcional a la concentracion de glucosa en la muestra. Estos
electrodos tienden a ser grandes y relativamente aparatosos, por lo que en los uditimos

afios se han desarrollado biosensores en los que la enzima este ligada directamente al
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electrodo, que sean menos voluminosos y que utilicen menos cantidad de muestra,
pero con la misma sensibilidad, reproducibilidad y precision en el andlisis de la muestra.

Los sistemas biosensores en flujo se diferencian basicamente de los biosensores
porque en ellos no existe ningun proceso que se integre con la deteccidn sino que las
etapas necesarias para adecuar las caracteristicas de la muestra a las del detector
donde se lleva a cabo la medida del analito, ocurren previamente en zonas mas o
menos alejados del punto de deteccion; es decir, en los sistemas biosensores las
etapas de separacion, reaccion y deteccion tienen lugar secuenciaimente en el espacio

y en el tiempo. Por lo que los reactores enzimaticos acoplados a una configuracion de

flujo continuc forman un sistema biosensor. Las caracteristicas de los sistemas

biosensores en las que superan a los biosensores:
a) posibilidad de llevar a cabo medidas simultaneas de muestra y blanco.
b) capacidad para medir simultanea o secuencialmente varios analitos sin necesidad de

utilizar instrumentos que permitan la multideteccion.
c) la versatilidad que ofrecen para llevar a cabo medidas cinéticas basadas en la

velocidad de reaccion.

1.4.2 Medida de /a velocidad de reaccién en configuraciones de flujo contingo.

El problema mas importante que presentan los sistemas biosensores es la
imposibilidad de desarrollar métodos basados en la velocidad de reaccion. Puesto que
la reaccién progresa cuando el, o los sustratos, estan en el reactor enzimatico, la
modalidad de flujo detenido no es apta en este caso. No obstante, la versatilidad de los
sistemas de inyeccion en flujo, permite con una minima manipulacion, que el bolo
inyectado pase secuencialmente por el reactor enzimatico y por el reactor tantas veces
como se requiera, de forma que se vayan obteniendo valores de sefial analitica cada
vez mas mayores. La forma mas comun de flevar a cabo los meétodos cinéticos basados
en la velocidad de reaccion utilizando sistemas biosensores es el cambio interactivo del
sentido del flujo y los sistemas abierto — cerrado. La inversion del sentido del flujo
mediante programacion del giro de la bomba peristaltica en uno y otro sentido permite
el paso del bolo de muestra de forma interactiva por el reactor enzimatico y por el
detector tantas veces como se requiera. Por lo tanto, para determinar la cinética de una
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reaccion enzimatica, es necesario detener el flujo del sistema y dejar que se llegue al
equilibrio, lo que en un sistema de analisis en continuo no es recomendable hacer (18).

1.5 Glucosa en jugos de fruta

71.5.1 Generalidades
Los monosacaridos influyen en la dulzura de los alimentos y las bebidas, ademas

de que representan una importante fuente de energia, forman parte de la estructura de
las plantas asi como una fuente de almacenamiento de los organismos.

En el caso de los jugos de frutas la importancia del analisis de los monosacaridos
radica en conocer la composicién de los mismos, esto debido a que el contenido de
azucares presentes en la fruta no es constante ya que dependen del tiempo de
cosecha, factores ambientales, variedad y madurez de |a fruta, por lo que es necesario
tener patrones idénticos para lograr la homogeneidad de! producto terminado. Esto es
de importancia tanto para el productor de jugos, que busca la calidad de su producto,
como para el consumidor, que busca valor nutrimental y buen sabor en el producto que
consume (19).

El proceso general para elaborar un jugo de fruta consiste en seleccionar la fruta,
lavaria y extraer el jugo, exprimiéndola en molinos de martillos con hojas sin filo que
dan la desintegracion maxima de los tejidos y altos rendimientos de jugo (el equipo
varia segun el tipo de fruta). Después el jugo se filtra, en algunos casos se clarifica, se
pasteuriza por el método rapido (72 °C por 15 seg) y se envasa en latas o en botellas y
se sella (20).

En algunos casos los jugos se fortifican con acido ascoérbico, esto con el fin de
reponer la cantidad que se pierde a lo largo del proceso de elaboracion. Ademas es de
gran interés para el consumidor en cuanto al ambito nutricional en su dieta diaria.

En otros casos, algunas veces el SOz es usado como conservador para jugos de
fruta porque es mas efectivo contra las esporas de hongos y las bacterias. Aunque se
presentan casos en los cuales el origen del SO, proviene del proceso de desinfeccion

de utensilios y equipo, principalmente en pequeias fabricas de jugos (21).
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Dentro del analisis rutinario de los jugos de fruta se incluyen las determinaciones
de sdlidos totales, acidez, cenizas, alcalinidad de las cenizas, azdacares reductores,

conservadores, pH, vitamina C y traza de metales, entre otros (22).

71.6.2 Clasificacion de bebidas.

Por definicién, segun la norma correspondiente:
- Bebidas de... (sabores diferentes) Son aquellas elaboradas con un minimo de 10 % y
un maximo de 25 % de jugos o pulpas de frutas, verduras o legumbres y que cumpian
con que ademas de agua potable contenga un maximo de un 2 % de alcohol etilico,
edulcorantes, saboreadores, dioxido de carbono y otros aditivos autorizados por la
secretaria de salud (23).
- Refrescos de...(sabores diferentes) Son aquelios que contiene menos del 10 % y
como minimo 6% de jugos o pulpas de fruta, verduras o legumbres y que cumplan con
que ademas de agua potable contenga un maximo de un 2 % de alcohol etilico,
edulcorantes, saboreadores, diéxido de carbono y otros aditivos autorizados por la
secretaria de salud (23).
- Refrescos con sabor de...(diferentes frutas) es aquel que puede contener jugos o
pulpas de fruta en cantidad menor al 6 % y que cumplan con que ademas de agua
potable contenga un maximo de un 2 % de alcohol! etilico, edulcorantes, saboreadores,
didxido de carbono y otros aditivos autorizados por la secretaria de salud (23).
- Jugo de fruta: jugo sin fermentar pero fermentable destinado a! consumo humano,
obtenido por procedimiento mecanico a partir de frutas sanas y maduras, conservado
por medios fisicos exclusivamente. E! jugo puede ser turbio o claro. El jugo puede haber
sido concentrado y después reconstituido con agua para conservar los factores
esenciales de composicion y calidad del jugo. La adicion de aziucares o acidos puede
permitirse (24).
- Néctar de fruta: producto no pulposo o pulposo sin fermentar pero fermentable,
destinado al consumo directo, obtenido mezclando zumo de fruta y/o toda la parte
comestible de frutas sanas y maduras concentrado y sin concentrar, con agua o con
azucares o miel y conservado por medios fisicos exciusivamente. Podra permitirse la
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adicion de acidos. El contenido de fruta y/o jugo de fruta en el producto no sera
normalmente inferior al 30 % (24).

- Refresco de vino (cooler): bebida derivada del vino compuesta de vino blanco, rosado,
tinto y agua mineral o carbénica, con extractos o esencias naturales de frutos naturales
de frutos y con adicion o no de azucares. El grado alcohdlico del terminado debe estar
comprendido entre 3 y 7 grados y podra contener particulas de pulpa o corteza de

frutos (25).

7.5.3 Meétodos de analisis para glucosa en jugos de frutas.
La determinacion precisa de la glucosa en los jugos de fruta y bebidas

refrescantes va siendo cada vez mas importante. Para analizarlos todavia se usan
meétodos que se basan en las el poder reductor de los monosacaridos (22). Estas
propiedades reductoras cuantifican los monosacaridos por la medicion de la reduccion
del Cu (II) al Cu (ll). El reactivo de Fehling consiste en tartrato cuprico alcalino y se
convierte en oxido cuproso insoluble al calentarse a ebullicién con una solucién del
azucar reductor, aunque la presencia de otros azucares reductores desconocidos
puede inducir a errores, por lo que se han ido introduciendo técnicas instrumentales
mas especificas para este analisis. De esta forma se han publicado resultados del

contenido de glucosa, fructosa y sacarosa en jugos de citricos y otras frutas,

observandose que la cantidad encontrada de estos aztcares en las frutas varia
considerablemente entre los distintos cultivos (26).

El método oficial para el analisis de glucosa es el citado en el AOAC (27). Es un
método polarimeétrico, que se basa en el poder de refraccion de la glucosa, no es muy
confiable si se requiere un analisis muy especifico en la muestra que se analiza.

De forma creciente, se han ido introduciendo técnicas instrumentales como la
cromatografia de gases (19), la cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) (28);
técnicas analiticas como el infrarrojo (29), fluorimetricas (30) y colorimeétricas acopladas
con analisis enzimaticos (31, 32), particularmente para el control de calidad de las
industrias dedicadas a la manufactura de alimentos que requieren analisis especificos y
precisos para la cuantificacion de glucosa. Considerando la especificidad que brindan
las enzimas, cuando la glucosa oxidasa oxida a la glucosa, el peroxido de hidrégeno
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formado puede cuantificarse por medio de la formacion de compuestos coloridos o por
medio de detectores selectivos para medir amperométricamente la cantidad de perédxido
de hidrogeno formado (33).

Para analizar la glucosa por cromatografia de gases, primero es necesario
preparar el derivado volatil del analito y posteriormente separar el gran namero de
anomeros formados, lo que puede requerir de gran tiempo para su elusién. Los
monosacaridos pueden analizarse una vez reducidos y acetilados como acetatos de
alditol. En la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) ia deteccion de los
carbohidratos esta restringido a {a medida de cambios inespecificos del indice de
refraccion (26). En ambas técnicas el costo, de preparacion de muestras y de analisis,
es elevado por lo que se buscan otras aiternativas de analisis que se ajusten a la
economia de la empresa.

Un ejemplo de una publicacion donde se menciona una determinacion de
glucosa por un método enzimatico, es el realizado por Ukeda y colaboradores donde las
enzimas glucosa oxidasa y peroxidasa son inmovilizadas por separado en una micro -
lamina utilizando como soporte glutaraldehido (32). La determinacion se basa en la
formacién de un complejo colorido cuando el peroxido de hidrogeno formado, por la
oxidacion de la glucosa por medio de la GO, oxida al ABTS, por medio de la enzima
peroxidasa, eI cual absorbe a 415 nm. La curva de calibracion que reportan tiene un
intervalo lmeal de 0.1 —1.05 mM con un coeficiente de correlacion de 0.999 y una
desviacion estandarde 2 %.

También se han realizado determinaciones en continuo adaptando al sistema FIA
diferentes tipos de detectores y diferentes métodos de inmovilizacién de la enzima
glucosa oxidasa (34, 35, 36). Un articulo que muestra un ejemplo de esta adaptacion es
el citado por Dremel y colaboradores (37) que aplican el analisis de glucosa a vinos y
jugos de frutas. La enzima giucosa oxidasa es inmovilizada en una famina de carbén
activado donde es adsorbida teniendo como soporte al glutaraldehido. El principio de la
determinacion se basa en una medicidn de fluorescencia ia cual depende de Ia
concentracién de peroxido de hidrogeno, que se genera cuando se inyecta al sistema
diferentes concentraciones de glucosa. Este método presentd un intervalo lineal de 0.1-

500 mM de glucosa con una desviacion estandar relativa de 2%. Sin embargo
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menciona que a pesar de no existir interferencias en cuanto a sustancias reductoras
como son los sulfitos y el acido ascdorbico, estas deben a la viscosidad de los jugos de
frutas el cual es un factor que influye en las determinaciones, debido al alto contenido
de pulpa dentro de las muestras que obstruyen los tubos por lo que es necesario
realizar lavados entre el analisis de muestras y evitar se acumule en {a placa.

1.6 Glucosa en vinos

1.6.1 Generalidades
En esencia, los vinos son el producto de la fermentacién de los azicares, del tipo

de las hexosas (glucosa/fructosa) que se encuentran en el mosto de las uvas, mediante
ceélulas de levaduras intactas para formar alcohol etilico y didxido de carbono. Se
ciasifican segun el pals, la variedad de uva que se empiea, el color y el grado de
dulzura. Las condiciones climaticas, asi como la fecha en que se realice la vendimia,
afectan gravemente el contenido de azucares del grano de la uva, asi como factores de
variedad de uvas, forma de cuitivo, riqueza de elementos en el suelo y madurez de la
uva. La glucosa y la fructosa son los azucares presentes en el mosto, de los cuales la
primera es mas rapidamente fermentable que la segunda (38).

Dentro del analisis rutinario que se realiza a los vinos se menciona Ila

determinacion de fuerza alcohdlica; acidez total, volatil y fija. cenizas, azlcares

reductores; sulfitos, entre otros. El mosto se trata con sulfitos para inhibir la
fermentacién bacteriana y se agrega al vino blanco para evitar que se forme el color

café por oxidacion (22).

1.6.2 Meétodos de analisis para glucosa en vinos.
El analisis de glucosa aplicado a los vinos es de importancia en el area de control

de calidad, ya que se verifica la maduracion de las uvas, el periodo de la vendimia y el
proceso de produccién del mosto, la fermentacion del mismo y del vino terminado. Asi
como el mejoramiento de los procesos, y la certificacion de exportacion. Dentro de los
analisis que se aplican al vino, se encuentran la determinacion de glucosa y fructosa
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que se utiliza para conocer la sequedad y fermentacion del vino, esto es, el
conocimiento de si todavia se tiene azdcar sin fermentar. Los vinos jévenes dan
frecuentemente la impresion de contener pequenas cantidades de azicar después de
concluida la fermentacion, solo el analisis quimico permite dictaminar si el azucar
fermento o no por completo y el porcentaje en que esta permitido segun la clase de vino
(39).
El analisis comun que se realiza es la determinacion de azucares reductores
totales con el procedimiento de Fehling, el cual se encuentra establecido en la norma
mexicana NMX-V-006-1983 (40), y también en la AOAC el método establecido, que al
igual que los jugos de fruta, es una determinacion polarimeétrica, lo que también implica
analisis poco preciso y poco confiable (27). De igual forma se han desarrollado métodos
enzimaticos que, brindan especificidad en las determinaciones de glucosa (6, 37, 41).

Uno de los métodos enzimaticos mas comunes es el método citado por el
reglamento de la Comunidad Econdmica Europea (CEE) que permite determinar
especificamente glucosa (42). La reaccién se basa en que la glucosa con adenosin
trifosfato (ATP) en presencia de hexocinasa (HK) produce glucosa - 6- fosfato. Con la
adicion de glucosa -6- fosfato deshidrogenasa (G - 6 - PDH) y en presencia de la forma
oxidada de ia nicotinamida adenin trinucleétido (NADP) se forma acido gluconico - 6 -
fosfato y NADPH, la cantidad de ésta es medida a una absorbancia de 340 nm y es un
equivalente de la cantidad de glucosa originalmente presente en la muestra.

También se han realizado determinaciones en continuo utilizando una
configuracién FIA con un espectrofotémetro (43). El fundamento de la determinacion se
basa en la formacion de un complejo colorido producido por ia formacion de cobre (1)
con 2,9-dimetil-1,10-fenantrolina. A este sisterma se le incorporé una unidad de dialisis
para eliminar las interferencias de color en las muestras de vino. Los resuitados
presentan dos intervalos lineales de concentracion, esto para los diferentes tipos de
vinos, asi como una desviacion estandar relativa de 2.1 % y frecuencia de muestreo de
14 — 18 muestras por hora.

La mayoria de los estudios realizados para determinar la concentracién de
glucosa en vinos, no reportan interferencias provocadas por los componentes del vino
que incluyen sulfitos, taninos u otros azucares. A lo largo de este trabajo se observara
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que la composicion de los vinos es tan compleja que no fue posible aplicar la
metodologia propuesta para el analisis de vinos. Sin embargo, donde no se presentaron
problemas es en el analisis de muestras de jugos de frutas y bebidas refrescantes, esto
considerando que las muestras fueron tratadas con un agente oxidante para eliminar
las interferencias provocadas por el acido ascdrbico en los jugos y de igual forma a los
vinos por contener sulfuros que es un agente reductor similar al acido ascorbico.

1.7 Fundamento de ia reaccion

El meétodo enzimatico propuesto para cuantificar glucosa se basa en el método
de yodo para determinar perdoxido de hidrégeno en disolucion (44). El peroxido de
hidrogeno reacciona con el ion yoduro para formar, en una rapida conversién, el ion
triyoduro que es un compuesto colorido que se mide espectrofotométricamente.

En el sistema FIA, el peréxido de hidrogeno se forma de la oxidacion de la
glucosa por medio de la enzima inmovilizada glucosa oxidasa. Después, el peroxido de
hidrogeno formado, reacciona con el ion yoduro que se oxida a yodo y que junto con el
yoduro en exceso, forman el jon triyoduro que absorbe a una longitud de onda de 353
nm. La concentracién de triyoduro formada es proporcional a la concentracion de

glucosa en las muestras.
La secuencia de las reacciones que se llevan a cabo dentro de la configuracién
de flujo continuo son:

GO

1) D-Glucosa + O, pre— acido glucdnico + H202

2) H0, + I = HO0 + I,
3) I 4+ I, — 3 I, (Producto medido)
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Esta reaccion se lleva a cabo a pH 6 y temperatura de 40 °C. Estas condiciones

de trabajo son dptimas para la enzima inmovilizada

En el presente trabajo, se desarrollé una nueva metodologia de analisis para
cuantificar glucosa en jugos de fruta que se inicié con la optimizacién de los parametros

hidrodinamicos del sistema FIA, basandonos en Jla cuantificacion de peroxido de

hidrégeno para proseguir con la realizacién de una curva de calibracion para glucosa.

Se realizo el estudio de ias interferencias en el andlisis para jugos y vinos, y

posteriormente se determind glucosa en diferentes muestras de bebidas.
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CAPITULO 2
DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1 Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico.

Acetato de sodio anhidrido de Quimica Dinamica
Acido acético glacial 99.9% de J.T.Baker

Acido ascérbico de Sigma

Acido citrico anhidrido 99.6% de J.T.baker
Acido nitrico 65.9 % de J.T.Baker

Acido oxalico dihidratado 100.8% de J.T.Baker
Acido sulfarico 98.2% de J.T.Baker

Alcohol etilico 96° de Productos Mena

3 — aminopropiltrietoxi — silano 99 % de Aldrich
Dextrosa anhidra de J.T.Baker

Enzima glucosa oxidasa (GO) de Aspergillius niger (actividad 6000 unidades/g

solido) de Sigma

Fosfato dibasico de sodio 100.17% de Mallinckrodt

Fosfato monobasico de potasio 89.5% de Mallinckrodt

Glutaraldehido grado Il 25 % de Sigma

Molibdato de amonio tetrahidratado 81.4% de Sigma

Permanganato de potasio de J.T.Baker

Peroéxido de hidrogeno 30% de Mallinckrodt

Vidrio de poro controlado (CP 240 — 200, malla 120 — 200, diametro de poro

242 X) de Sigma
Yodato de potasio 99.9% de J.T.Baker
Yoduro de potasio granular 99.8 % de J.T.Baker
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2.2 Instrumentos y Aparatos

Balanza analitica, precision + 0.1 mg, Ohaus, USA
Bomba peristaitica con cabezal de 4 canales, Minipuls 3, Gilson, Francia
Celda de flujo de cuarzo con 18 ulL de volumen interno, Hellma
Espectrofotometro UV-VIS, CARY 1, Varian, Australia

Mangueras de bomba de tygon, Technicon C, Francia

Parrilla eléctrica con control de temperatura y agitador, Thermolyne, nuova il,
modelo SP18425, USA

pH metro, Orion, Modelo 35617-02, Singapore

Tubo de teflébn de 0.5 mm de diametro interno

Ultrasonido, Bransonic, Modelo 251 OR-MY, USA

Valvula de inyeccion de baja presion, Rheodyne, Francia

2.3 Disoluciones

Disolucidn de acido nitrico 5%
Se tomo una alicuota de 5 mL de acido nitrico y se deslizo por las paredes del

cuello de un matraz volumétrico de 100 mL que contenia aproximadamente SO mL de

agua destilada. Se llevé a la marca con agua destilada.

Disolucién amortiguadora de acetatos 0.05 M pH &
Se pesaron 0.1325 g de acetato de sodio, se disolvieron en aproximadamente 50

mL de agua destilada, se introdujo el electrodo combinado de vidrio para la medicion de
pH dentro de esta disolucion y se agregd continuamente una disolucion de acido
acético al 1% (1 mL de acido acético en 100 mL de agua destilada) hasta alcanzar el
valor de pH 5. Una vez alcanzado este valor, el volumen se transfirid a un matraz

volumetrico de 100 mL y se ltevd a la marca con agua destilada.
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Disolucion amortiguadora de fosfatos 0.1 MpH 8.5, pH 7y pH 6

Se pesaron aproximadamente 3.4028 g por triplicado de fosfato monobasico de
potasio y se disolvieron en un volumen de aproximadamente 50 mL de agua destilada.
Para cada disolucién, por separado, se introdujo el electrodo combinado de vidrio para
la medicion de pH y se adiciond continuamente una disolucion 0.1 M de fosfato dibasico
de sodio (aproximadamente 6.7 g en 250 mL de agua destilada) hasta alcanzar el pH
deseado. Cada disolucion se transfirid a un matraz volumeétrico de 250 mL y llevo a la
marca a cada disolucion con agua destilada. Todas las disoluciones se conservaron en

refrigeracion hasta su utilizacion.

Disolucién del portador (disolucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 6, yoduro de

potasio 0.05 M y molibdato de amonio 0.005%)

Se pesaron aprox. 0.8306 g de yoduro de potasio y aprox. 0.0056 g de molibdato
de amonio y se disolvieron en 150 ml. de una disolucién amortiguadora de fosfatos 0.1
M y pH 6. Se transfirio la disolucion a un matraz volumetrico de 250 mL y se llevo a la
marca con la disolucién amortiguadora. La disolucion se conservé en refrigeracion.

Disolucion de acido sulfarico 9 N
Se midieron aproximadamente 57 mL de acido sulfurico concentrado y

trabajando en campana de extraccidon, se adicioné graduaimente el acido por las
paredes dei vaso de precipitados, colocando en un bafio de hielo, que contenia 100 mL
de agua destilada. Después se transfirid a un matraz volumeétrico de 250 mL y se lievo a

la marca con agua destilada.
Disolucion de permanganato de potasio 0.1 M

Se pesaron 0.6326 g de permanganato de potasio y se disolvieron en un
volumen de 400 mL.
Disolucion de yodato de potasio 0.283 mM

Se pesaron 0.0157 g de yodato de potasio y se disolvieron en 250 mL con agua

destilada en un matraz volumeétrico.
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Disolucién madre de peréxido de hidrégeno
Se tomo 1 mL de una disolucién de H;Oz al 30 % y se colocd en un matraz

volumeétrico de 100 mL y se lievo a la marca con agua destilada.

Estandares para /a curva de calibracién de H>O;
En matraces volumétricos de 250 mL y de100 mL se colocé una alicuota de 1 mL

de la solucién madre de H>O; normalizada, para obtener disoluciones patrén de 0.4 mM
y 1 mM, respectivamente. Se tomd una alicuota de 1 mL de ta concentracion de 0.4 mM
y se realizaron diluciones en volumenes de 10 ml, 50 mL y 100 mL, para obtener las
disoluciones estandar de 0.04 mM, 0.008 mM y 0.004 mM, respectivamente. A partir de
la concentracion 1 mM se realizaron diluciones de 0.1 mM y 0.01 mM, tomando una
alicuota de 1 mL y diluyendo a 10 mL y 100 mL, respectivamente.

Disolucion madre de glucosa
Se pesaron aproximadamente 0.2 g de glucosa y se llevd a la marca en un

matraz volumétrico de 100 mL con agua destilada, para obtener una concentraciéon de

11.11 mM de glucosa.

Estandares para /a curva de calibracién de glucosa
De la disolucién madre de glucosa se tomé una alicuota de 25 mL y se diluyé en

50 mL para tener una dilucion patron de 5.55 mM. De ésta se tomaron alicuotas de 2
mL, 4amL,. 2mL, 1mL 2mL, 15mL, SmL y 15 mL y se llevo a la marca de aforo en los
volimenes de 250 mL, 250 mL, 100 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL, 25 mL y 25 mL, para
tener concentraciones de glucosa en un intervalo de 0.038 mM a 6.66 mM.

Es importante mencionar que las curvas de calibracion, tanto para el peréxido de
hidrégeno como para la glucosa se realizaron en concentracion de mM, con el fin de
poder compararilas y determinar cuantas milimoles de glucosa se transforman a

peroxido de hidrégeno a lo largo del sistema FiA.
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Para el analisis de las muestras se empleo las unidades de concentracién de
miligramo por litro (mg/L), realizando la conversién correspondiente, debido a que la
concentracion de glucosa en las etiquetas se reporta en g/ 100 g de muestra.

2.3.7 Normalizacién de disoluciones

- Normalizacién de la disolucion de permanganato de potasio
Se pesd 0.1103 g de &acido oxalico dihidratado y se colocd en un matraz

erlenmeyer de 250 mL, se agregd 85 mL de agua destilada y 25 mL de acido sulfurico 9
N. Esta mezcla se calentdé y al momento en que se inicié la ebullicion se efectud la
titulacion agregando el permanganato hasta el momento que ocurrié el vire de la
disolucion de incoloro a rosa palido. La titulacion se realizd por triplicado.

- Normalizacion de la disolucién madre de peréxido de hidrégeno
En un matraz erlenmeyer se colocéd 10 mL de la disolucion de perdxido de

hidrogeno, 25 mb de acido sulfarico 9 N y 75 mL de agua destilada. La mezcla se tituld
con la disolucion normalizada de permanganato de potasio hasta el vire de la disoluciéon

de incoloro a rosa palido. La titulacion se realizé por triplicado.
2.4 Inmovilizacion de la enzima (15)

1) Limpieza del vidrio
Se pes6 2.0012 gramos de vidrio de poro controlado, se adicioné 50 mL de

HNO; al § % y se calentd a ebullicion en parrilla eléctrica por 30 min. Transcurrido este
tiempo se fiitrd sobre placa porosa, se lavd con agua destilada y se secé a 95 °C.

2) Activacion del vidrio

a) Silanizacion
Se tomaron 5 mL de 3-aminopropiltrietoxi-silanc al 99 % y se anadieron a 45 mL

de la disoluciéon amortiguadora de acetatos 0.05 M y pH 5. Esta disolucion se anadio
al vidrio seco y se calentd en parrilla eléctrica con agitaciéon a 80 °C por 2 horas.
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Después el vidrio se filtro sobre placa porosa, se lavoé con agua destilada y se secé
a 95 °C. El vidrio silanizado seco se guardé protegido de la luz, hasta su utilizacién.
b) Acoplamiento con giutaraldehido

Se tomaron 25 mL de glutaraldehido grado Il 25% y se le anadid SO0 mi. de la
disolucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M y pH 8.5. De esta disolucion se tomaron
15 ml y se agregaron al vidrio silanizado y se mantuvo en agitacién por 1 hora a
temperatura ambiente. Se lavo con agua destilada y se fitré.

3) Inmovilizacion de la enzima
Se peso6 0.5070 gramos del vidrio preparado y se le anadio 6 mL de la disolucion

amortiguadora de fosfatos (0.1 My pH 7), se mezclé con 0.2494 gramos de enzima
glucosa oxidasa y se colocé en bafo de hielo con agitacion eventual por dos dias. Se
filtro y se lavo con agua destilada. Se almacend a 4°C en disolucion amortiguadora de

fosfatos pH 7 hasta su uso.
2.5 Preparaciéon del reactor enzimdtico

A un tubo de teflon de aproximadamente 2 mm de diametro interno y 3 cm de
longitud, se le colocé un pedazo de aigodén en uno de los extremos para evitar la salida
de la enzima. Con una pipeta pasteur se tomé una alicuota de la enzima inmovilizada
(aproximadamente 0.0173 g) y por medio de una jeringa colocada en el extremo del
tubo donde estaba el algodon, se aspird ia alicuota de la enzima y se hizo pasar a lo
largo del tubo de teflon. La figura 4 representa el esquema del reactor enzimatico que

se adapté al sistema FiA.

Tubo de tefion Algodoén
TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Enzima inmovilizada

Figura 4. Reactor enzimatico. Enzima inmovilizada empacada en un tubo de tefion
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2.6 Configuraciéon de flujo continuo para cuantificar glucosa

La figura 5 muestra la configuracion FIA utilizada para cuantificar glucosa.

Al sistema FIA se inyectan 95 ul de una muestra que contiene glucosa, dentro de la
disolucion portadora que tiene un caudal de 0.36 mL/min. La mezcla pasa a lo largo del
reactor enzimatico, mantenido a temperatura constante de 40 °C, donde la glucosa se
oxida por medio del oxigeno formando a acido glucénico y perédxido de hidrégeno, que
al reaccionar con el ion yoduro, presente en el portador, forma el ion triyoduro a lo largo
del reactor R (200 cm) para llegar al detector donde se determina a 353 nm. lLas
sefiales analiticas obtenidas forman una sefial transiente con un maximo (altura del
pico) que es proporcional a la concentracion del ion triyoduro y por o tanto a la
concentracion de glucosa presente en la muestra.

| Computadora l

Fiagrama

Figura 5. Configuracion FIA utilizada para la cuantificacion de glucosa. Donde BP es la bomba
peristaltica, Vi es la vatvula de inyeccion, R es el reactor y el Detector es un espectrofotémetro UV-VIS.

Esta misma configuracion, sin el reactor enzimatico, se utilizé para cuantificar el

peréxido de hidrogeno.
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2.7 Preparaciéon de muestras

Las muestras analizadas fueron vinos, refrescos y jugos de fruta. La preparacion

para cada muestra fue ia siguiente:

Vinos. Se prepararon 3 disoluciones para cada muestra. En cada matraz volumeétrico de
100 ml se colocaron aproximadamente 20 mL de la disolucion amortiguadora de
fosfatos pH 6, se adiciond 1 mL de ia muestra, $ mL de la disoluciéon de yodato de
potasio 0.2 M y se homogeneizé. Posteriormente a dos de ellas se les fortificé con 100
mg/L y 250 mg/L de glucosa. Se lievaron a la marca con disolucién amortiguadora de

fosfatos pH 6.

Bebidas refrescantes alcohdlicas y no alcohdlicas. LLas muestras se desgasificaron

antes de ser analizadas colocandolas en un bafio de ultrasonido por 10 min. Después
se prepararon 3 disoluciones para cada muestra colocando en un matraz volumeétrico
de 100 mlL aproximadamente 20 mL de la disolucion amortiguadora de fosfatos pH 6,
adicionando 1 mL de muestra, 5 mL de la disolucién de yodato de potasio 0.2 M y se
homogeneizd. Posteriormente a dos de ellas se les fortificé con 100 mg/L y 250 mg/L de
glucosa. Se llevaron a la marca con disolucién amortiguadora de fosfatos pH 6.

Jugos de frutas. Se pesd 1 mL de cada muestra antes del analisis. Después se
prepararon 3 disoluciones para cada muestra. En cada matraz volumeétrico de 100 mL

se coloco aproximadamente 20 mL de la disolucion amortiguadora de fosfatos pH 6, se
adiciono 1 mL. de muestra, § mL de la disolucion de yodato de potasio 0.2 M y se
homogeneizé. Posteriormente a dos de ellas se les fortificé con 100 mg/L y 250 mg/L de
glucosa. Se llevaron a la marca con disolucion amortiguadora de fosfatos pH 6.

antes de ser

Todas las disoluciones se dejaron reposar por 15 minutos,

inyectadas al sistema FIA,
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Las muestras se ajustan a la marca de aforo con la disolucion amortiguadora de
fosfatos pH 6 para mantener el pH de la disolucion ligeramente acido, y asi favorecer la
reaccion de reduccién del acido ascdérbico presente en las muestras y garantizar la
formacion del ion yoduro que forma parte del portador.
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

s

5n

3.1 Estudio del espectro de absorcién del prod delar

Una vez inmovilizada la enzima, de acuerdo a la metodologia ya descrita, se
tomo de esta suspension una alicuota de aproximadamente 1 mb y se colocd en una
mezcla formada por 10 mL de disolucion amortiguadora de acetatos 0.1 M, pH 5, 2 mL
de yoduro de potasio 0.1 M y 2 mL de una disolucién de glucosa. La mezcia se mantuvo
en agitacién a 35 °C. Las condiciones de pH y temperatura se establecieron a partir de
las condiciones dptimas de {a enzima que se mencionan en ia bibliografia (12). Después
de unos minutos se observo una coloracion amarillenta, se tomo una muestra de este
producto, se colocd en una celda de cuarzo y se midio el espectro de absorcion en un
espectrofotometro UV-VIS. En la figura 6 se muestra el espectro de absorcion del
producto formado y los espectros de absorcion de las disoluciones de glucosa y
disoluciéon amortiguadora de acetatos.

40000 _— —
A rFroducto
Bl Oimctucicn smortigumsdors
3.0000 T Glucoss
208 nm
§ '
1.0000 —| ¥

T T ¥
300.00 <400.00 500.00
Longiud de onde (rem)

Figura 6. Espectros de absorcién del producto de la reaccion, de la disolucién de ghucosa y de la
disolucién amortiguadora.
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El producto de la reaccion es el ion triyoduro, que presenta dos maximos de
absorcion, a 286 nm y a 353 nm. Estos resultados indican que efectivamente se ileva a
cabo la reaccion de oxidacién de la glucosa para dar como producto peroxido de
hidrogeno, el cual reacciona con el ion yoduro y asi formar el triyoduro que es un
compuesto colorido. Se escogid la longitud de onda de 286 nm, debido a que es la que
presenta un maximo de absorcién de mayor respuesta en comparacion con el de 353
nm, para establecer los parametros hidrodinamicos para la cuantificacion de glucosa. El
otro maximo de absorcion se utilizé como una alternativa dentro del analisis de

muestras que presentaron interferencias a 286 nm.

3.2 Optimizacion de los parametros FIA para formar el ion trivoduro a partir de

H20;

Para poder establecer los parametros hidrodinamicos del sisterna FIA se utilizd
una disolucion de perdxido de hidrégeno, para comprobar que se puede cuantificar el
peroxido de hidrédgeno en una muestra con la reacciéon de formacion del ion triycduro.
La determinacion consistié en inyectar a un sistema FIA, configuracion mostrada en la
figura 7, una disolucién patron de peroxido de hidrogeno 0.0008 M dentro de un
portador de disolucion amortiguadora de acetatos pH 5. Esta mezcia reacciona
posteriormente con yoduro de potasio 0.1 M a |o largo del rector R donde se oxida para
formar el yodo. El yodo formado, con el exceso de yoduro forma el triyoduro que se
determind a 286 nm al pasar por el detector. Se obtiene una sefal transiente, cuyo
maximo de absorcidn es proporcional a la concentracion de peréxido de hidrogeno.

Se realizd un estudio de los parametros hidrodinamicos del sistema. lLas

condiciones iniciales de analisis que se utilizaron fueron, un caudal de 0.7 mL/min, para
no tener un flujo muy alto que ejerciera presion en el sistema y ni muy bajo para que el
analisis no fuese iento, un volumen de inyeccion de 150 ul, considerando volumenes
pequeros y longitud del reactor de 100 cm., considerando la concentracion del reactivo.
Y a partir de las sefales obtenidas se eligid el intervalo estudiado para la optimizacion

de cada uno de estos parametros hidrodinamicos del sistema FIA.
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Figura 7. Configuracién propuesta para la optimizacion de los parametros FIA para formar el jon triyoduro
a partir de H,O2. Donde BP, bomba peristailtica; Vi, valvula de inyeccién.

El criterio de seleccion de los valores éptimos se establecid como un compromiso
entre ia forma del pico, la altura de éste y el tiempo de analisis. En la tabla 2 se
muestran los intervalos estudiados. Las determinaciones se realizaron por triplicado

para cada parametro.

Tabla 2. iIntervalos estudiados y condicionas Gptimas de los parametros hidrodinamicos de la
configuracion FIA para determinar H,Oa.

Parametros Hidrodinamicos Intervalo estudiado Valor Sptimo
Longitud del reactor (cm) 30 —200 100
Caudal (mL/min) 03-1 0.36
Volumen de inyeccion (ul) 50 — 250 95

La figura 8 muestra una representacion de las sefiales obtenidas, 1) muestra la
sefnal obtenida con las condiciones iniciales y 2) la sefial obtenida una vez optimizado el

sistema.
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Figura 8 . Representacidn de las sefales obtenidas en la optimizacién de los parametros hidrodinamicos
para determinar peroxido de hidrégeno. 1) condiciones iniciales (caudal: 0.7 mU/min, volumen de
inyeccion: 150 upl, reactor: 100 cm) y 2) condiciones optimas (caudal: 0.36 mL/min, volumen de inyeccién:
95 uL, reactor: 100 cm)

Con los parametros hidrodinamicos optimizados se realizé una primera curva de
calibracion, con disoluciones sin valorar, a 286 nm. En la figura 9 se muestra el

fiagrama obtenido y la figura 10 muestra su representacion grafica.

3.5 mM

0.6000 -

0.4000 -

Absorbancia

0.2000-

0.0000 T Y
20 40 60 a0

minutos

Figura 9. Fiagrama de la curva de calibracién. Inyeccion por triplicado de diferentes disoluciones de H,O..

Longitud de onda: 286 nm.
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Figura 10. Curva de calibracion para H;O,.Intervalo lineal 0.176 mM - 3.5 mM.

Estas pruebas confirman la existencia de la reaccion entre el perdxido de

hidrogeno y el yoduro, lo que nos indica que !a reaccion es cuantificable.

3.3 Optimizacion de los parametros FIA para la cuantificacion enzimatica de

glucosa
Después de establecer los parametros hidrodinamicos para la cuantificacion de
H>0O2, se prosiguid a adaptar el reactor enzimatico a la configuracion FIA (figura 7) para
la cuantificacion de glucosa. E! reactor enzimatico se conecta después de la valvula de
inyeccioén, de esta forma al inyectar una muestra que contenga glucosa la oxidacion de
ésta se lleva a cabo a lo largo del reactor enzimatico formando el peroxido de hidrégeno
que reacciona con ei ion yoduro a io largo del reactor R formando el ion triyoduro que se
determina en el detector UV-VIS.

Los primeros resultados mostraron picos negativos (absorbancias por debajo de
la linea base), lo que indicaba que no existia reaccion de oxidacion entre la glucosa y la
enzima glucosa oxidasa o la dilucién era mayor que la cantidad oxidada de glucosa. Por
lo tanto, fue necesario adaptar un bafio con temperatura controlada a la enzima y
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optimizar la temperatura de reaccién. El efecto de este parametro fisicoquimico se
muestran en la figura 11 y se observa que ia absorbancia aumentaba gradualmente
conforme se aumentaba la temperatura del reactor enzimiatico, hasta alcanzar la
temperatura a la cual se presenta mayor absorbancia, lo que indica que esta
temperatura es la 6ptima para la reaccion. La temperatura de reaccién reportada en la
bibliografia es de 35 °C y a temperaturas mayores de 39 °C se presentaba inactivacion
de la enzima. La temperatura éptima encontrada para la enzima inmovilizada es de 40
°C, esto es logico considerando que la enzima esta empacada en un tubo de teflén y la
transferencia de calor del medio al interior proporciona la temperatura adecuada

, T perat °C Absorb. i . .
em r'oura( ) } (s).oooggcla:'] i Efecto de la temperatura
| 25 0.0067 | |
L 30 0.0142 | | oozs |
| 35 0.0166 | | 0.02 |
{ 40 0.0198 i é i
: § oo1s
L8 !
I 2 o001,
] !
| < ooo0s .
i o 1I . e e - . -
| 15 20 25 30 3s 40 as
! Temperatura (°C) J

Figura 11. Efecto de la temperatura en el reactor enzimatico.

Asi mismo se realiz6 el analisis para determinar el pH é6ptimo para la enzima
inmovilizada. Los resultados se muestran en la figura 12, donde se observa que existe
una disminucién en la absorbancia desde pH 4 hasta pH 5.65, este comportamiento
indicé que la reaccién no se estaba llevando a cabo entre la enzima y la glucosa, lo que
provocaba que el bolo de muestra se diluyera y presentara una disminucion en la
absorbancia. El pH o6ptimo para la reaccion de la enzima inmovilizada lo da una

disolucion amortiguadora de fosfatos 0.1 My pH 6.
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Figura 12. Efecto del pH en el reactor enzimatico.

Una vez obtenidas las condiciones optimas de actividad para la enzima se
simplificé la configuracion inicial (figura 7) modificando de dos caudales a uno solo, esto
es, unir la disolucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 6 con la disolucién de yoduro
de potasio 0.1 M para disminuir la dilucion de la muestra y aumentar la respuesta de las

senales analiticas.

Los primeros resultados mostraron que los picos no eran uniformes porque
presentaban, durante el descenso a la linea base, una serie de “hombros” lo que
indicaba que habia una saturacion de los reactivos de la reaccién, por lo que se realizo
una optimizacién de la concentracion de yoduro de potasio encontrandose que la
concentracion debia disminuirse a la mitad, es decir, la concentracion final utilizada fue
de 0.05 M.

Se verifico el tiempo de reaccion a lo largo del reactor R estudiando un intervalo
entre 100 y 200 cm de longitud. Se observo que con un reactor de 200 cm se lograban
serfales con mayor absorbancia o que indicaba que se estaba favoreciendo la
homogeneizacion del bolo de muestra. Con estas condiciones se prosiguid a realizar la

curva de calibracion.
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3.4 Elaboracion de la curva de calibracién para glucosa

Para verificar que no existen interferencias entre la glucosa y los reactivos del
portador se realizé un andlisis con una concentracion de glucosa de 5.565 mM sin el
reactor enzimatico (1) y con el reactor enzimatico (2), en ia configuracién FIA. Los
resultados se muestran en la figura 13, donde 1) se observa que no existe reaccion
entre la glucosa y los reactivos del portador siendo la senal igual al blanco y 2) se
observa que la absorbancia aumenta lo que indica que se lleva a cabo ia oxidacion de

la glucosa.
=
0.0600
=S ©.0400
s
-
=
SO
=2 o {ale] 1
.0000
t v
.00 10 =20

minutos

Figura 13. Diferencia entre las sefiales obtenidas en el analisis de glucosa con concentracién de 5.55
mM. 1) sin el reactor enzimatico y 2) con reactor enzimatico en la configuracién FlA.

Una vez optimizados todos los parametros y confirmando que la reaccion se ileva
a cabo por medio de la enzima, se prosiguid a realizar una curva de calibracion de
glucosa. A partir de la disolucion madre de 5.55 mM, se realizaron las diluciones
correspondientes para tener un intervalo de concentraciones de 0.55 mM a 5.55 mM.
Cada concentracion de glucosa se inyectd al sistema FIA por triplicado, los resultados
se muestran en la figura 14. La representacion grafica se muestra en la figura 15.
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Figura 14. Fiagrama de la curva de calibracién. Inyeccion por triplicado de diferentes disoluciones

estandar de glucosa. Longitud de onda: 286 nm.
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0.55 0.0142 o
111 0.0191 0.05
222 0.0292 =
[ 77 0.0335 £ o0.04
) 3.88 0.0471 -g z
[~ 555 0.0642 209
< o002
0.01
y = 0.0101x + 0.0075 . o
r=0.998 ° ' 2Glucosa (mm)* s ° J

Figura 15, Curva de calibracion de glucosa. intervalo lineal de 0.55 mM = 5.55 mM
Con los valores de la curva de calibracion se hizo el analisis de una muestra de
vino. Primero se realizé un espectro de absorcion de un vino blanco diluido 1:100 para

determinar si dentro de los componentes del vino se encontraba alguno que presentara
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respuesta en la misma longitud de onda donde se realiza la determinacién y causara
interferencias en el analisis. El resuitado obtenido se muestra en la figura 16.

4.00007]
Draotucton do Ki 0.05 M
h " Vino afuldo 1:100
= Vino con Ks
‘8  3.0000- W Dinolscion de glucosn
§
2.0000_]
1.0000
7 ¥ s —
0.0000.
. n T T —T T
200.00"° 2300.00 400.00
Longitug de onda

Figura 16. Espectros de absorcién de los reactivos, de la giucosa y de una muestra de vino blanco.

Como se observa en los espectros de absorcion, el vino presenta un maximo de
absorciéon dentro del intervalo de 250 - 300 nm, la mezcla de! vino con yoduro presenta
un aumento en la absorbancia dentro del mismo intervalo. Estos resuitados indican que
existe interferencia para realizar la determinacion en la longitud de onda de trabajo (286
nm), por lo que se cambié a la otra longitud de onda de mediciéon, 353 nm. Sin
embargo, se observo que los valores de absorbancia (de la curva de calibracién) eran
bajos y en consecuencia, cuando se analizaran concentraciones bajas de glucosa a
353 nm no se tendrian resultados confiables porque su sensibilidad seria baja, debido a
que la absortividad a 353 nm es menor que a 256 nm (fig. 6). Para aumentar las
sefiales analiticas se adiciond molibdato de amonio a la disolucién portadora (45), este
funciona como catalizador en la formacién del ion triyoduro en presencia de HzO; en
disolucion, por lo que es posible cuantificar glucosa en concentraciones bajas de

glucosa.
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Se realizd la curva de calibracién para glucosa con la adicion de molibdato de
amonio a 353 nm. La disolucién final del portador tuvo una concentracién de 0.005% de
molibdato de amonio, a concentraciones mayores de éste se obtenlan los mismos
resultados. Los resultados de las pruebas mostraron que las senales presentaban
mayor absorbancia y por consiguiente mayor sensibilidad por aumento del valor de la
pendiente en comparacion con la curva de calibracion determinada a 286 nm (figura 14)
para 286 nm se tiene una pendiente de 0.0101 y a 353 nm se tiene una pendiente de
0.0573, 5 veces mayor. El fiagrama muestra en la figura 17 y su representacion grafica

se muestra en la figura 18.

0.4000 666 mM
5.55mM
0.3000 —|
] 3.33mM
3
2
8 0.2000 —]
2
2 _ 111 mM
0.77 mM
0.1000 —]| 0.44 MM

011 mm 0-22mM

0.077 mm

0.038 mM
0.0000
T . — T T T T
20 40 60 &0 100 120 140
minutos

Figura 17. Fiagrama obtenido para la curva de calibracién de glucosa. Inyecciéon por triplicado de
diferentes concentraciones de glucosa, utilizando molibdato de amonio como catalizador. Longitud de

onda de 353 nm.
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Figura 18. Curva de calibraciéon para cuantificar glucosa. Intervalo lineal de 0.038 mM a 6.666 mM.

En este sistema se realizan 12 determinaciones por hora, que equivale al analisis

de 4 muestras por triplicado en una hora.

y

3.5 Limite de deteccién, limite de cuantifi i6bn y precision del ét

propuesto para cuantificar glucosa
Se realizo el estudio del limite de deteccion, limite de cuantificacion y la precision

del método, de acuerdo a lo establecido por J. C. Miller (46)

a) Limite de deteccion y limite de cuantificacion

El analisis se realizé inyectando al sistema, bajo las condiciones dptimas, un
blanco de agua destilada, que es el medio donde esta disuelta la glucosa.
Resultados de 7 inyecciones al sistema FIA.

X =0.00148 mM
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Donde X es el promedio y S es la desviacion estandar de las determinaciones.

Limite de Deteccién = X + 3 S = 0.014 mM

Limite de Cuantificacion = X+ 10 S = 0.042 mM

b) Precisién

La tabla 3 muestra los valores obtenidos para calcular la precision del método, la
cual se expresa como la desviacién estandar relativa (der). El andlisis consiste en
inyectar al sistema 7 veces una disolucién de estandar de glucosa de concentracion
conocida, que no sea un punto de la curva de calibracion. Se inyecto la disolucion de
2.22 mM y la absorbancia de cada inyeccién se interpolé en la ecuacion de |a curva de

calibracion.

Tabla 3. Determinacion de la precision del método Valores de una concentracion de 2.22 mM

Absorbancia | Glucosa (mM)
0.1347 .24 Promedio = 2.24 mM
0.1338 .22
0.1330 2.2 Desviacion estandar = 0.0314
0.1330 2.21
0.1364 2.27
0.1363 2.26
0.1380 2.29 der = S * 100

X

I Desviacion estandar relativa = 1.4 % I

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

49




RESULTADOS Y DISCUSION

3.6 Correcciéon de la curva de calibracién para peréxido de hidrégeno

Se realiz6 la curva de calibracién para H202; a 353 nm y utilizando molibdato de
amonio como catalizador para hacer una comparacién con la curva de calibracién de
glucosa y valorar la cantidad glucosa que la enzima inmovilizada transforma en sistema

FlA.

a) Valoracion de la disolucién madre de H202

Para conocer la concentracion real de la disolucidn del peréxido de hidrogeno se
realizé una valoracién por patrén secundario utilizando una disolucién de permanganato
de potasio previamente nommalizado por patron primario con acido oxalico. Los

resultados de la valoracion se muestran en las tablas 4 y 5.

Tabla 4. Normalizacién del permanganato de potasio

Volumen de KMnO4

Concentracion de

Peso de! acido oxalico (g) gastado (mL) KMnO. (M)
0.1104 35.0 0.01001
0.10896 34.7 0.00994
0.1110 35.2 0.01006

Promedio = 0.01 M de KMnOQO4

Normalizada la disolucion KMnO,, se prosiguid a realizar la valoracién de la

disolucion de perdoxido de hidrageno.

Tabla 5. Valoracién del Perdxido de Hidrégeno

Volumen de KMnQ, gastados (mL) | Concentracion de H.0O, (M)
40.3 0.1007
40.2 0.1005
40.2 0.1005

Promedio = 0.1

M de H202
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3.7 Curva de calibracion de H,0O: a 353 nm
Siguiendo la configuracién de fa figura 5, se prosiguié a realizar la curva de
calibracion para la cuantificacion del peroxido de hidrégeno con la adicion de molibdato
de amonio y una longitud de onda de 353 nm. Se prepararon las disoluciones estandar
en un intervalo de concentracién de 0.004 mM a 0.2 mM. Los resultados se muestran

en la figura 19.

o.22

A) -
g2
minutos
B) e o
_ ; 0.6
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0.004 0.0134 ! 05 |
0.008 0.021 D !
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0.1 0.270 i E i
0.2 0.5166 . £ 03
4 B o2 :
y = 2.58 x + 0.0036 : 0.1
‘ 0 . . e
= 0.999 .
r X o] 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
Peréxido de Hidrégeno (mMW)

Figura 19. A) Sedales analiticas de la curva de calibracién para ia cuantificacion de peroxido de
hidrégeno, B) Curva de calibracion para cuantificar H,O,. Longitud de onda 353 nm.
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3.8 Comparacion de las curvas de calibracion de glucosa y H;0:. Estudio de la

actividad enzimatica
E! objetivo por el cual se realizé la curva de calibracion de peréxido de hidrogeno
es para interpolaria con la curva de calibracién de glucosa, para conocer las moles de

giucosa que |la enzima esta transformando y conocer su actividad real.

La unidad de actividad se define como: 1 unidad de glucosa oxidasa que oxida 1
micromol de D-glucosa a acido giucénico y H2O2 por minuto a pH 5.1 y 35 °C.

(Definicion establecida en la etiqueta de la enzima).

Para poder relacionar las curvas es necesario conocer el tiempo que tarda la
enzima en transformar la glucosa inyectada al sistema en continuo. Es decir, el tiempo
que tarda en llegar a la absorbancia maxima antes de regresar a la linea base. Este
parametro se calculd tomando el tiempo de arranque (Ta), que indica que el producto
llegd al detector. hasta el momento en que llega a la altura maxima de pico (T). La
diferencia entre estos es el tiempo de transformacion. La determinacion se realizé por
triplicado considerando la curva de glucosa y la de peroxido de hidréogeno. El resultado

fue un AT de 54.39 segundos que equivale a 0.9065 minutos.
Considerando que la enzima tiene 6000 unidades en un gramo:

Se pesaron 0.2494 gramos de enzima por lo que se tienen 1496.4 unidades
enzimaticas, las cuales estan contenidas en 0.5070 gramos de vidrio controlado, por lo
que se tienen 2951.47 unidades enzimaticas/ gramo de vidrio.

Ahora, 2951.47 unidades se encuentran en un gramo de enzima y se pesaron
0.017 gramos de enzima, lo que indica que se tienen 50.175 unidades.

En teoria el r tor imati debié trabajar con 50.175 unidades.

Realizando la comparacién de las curvas, ia glucosa de concentracion 3.33 mM
dio una absorbancia de 0.206, sustituyendo este valor en la ecuacion de la curva de
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calibracion del peréxido de hidrégeno (Figura 19) se tiene un valor de 0.078 mmoles de
H20,.

Es decir, 3.33 mmol/L. de glucosa equivalen a 0.078 mmoles de H>0;. Una mmot
de glucosa se transforma a 0.023 mmol de H20>. Estas mmoles reaccionaron en un
tiempo de 0.9065 minutos, por lo que se tiene 0.026 mmol/min.

El reactor enzimatico trabajoé realmente con 26 micromoles / minuto, lo que
indica que la enzima trabajo en un 51.8 % de su actividad. Esta disminucion de su
actividad se puede deber a las condiciones a las cuales trabaja la enzima inmovilizada.

A pesar de esta disminucién en su actividad, la enzima mostré resultados

reproducibles durante el desarrollo del analisis experimental.

3.9 Analisis de muestras

3.9.1 Analisis de vinos
LLos vinos analizados son de diferentes marcas comerciales y se eligieron al azar.

Liebfraumilch, vino blanco, Aleman, 9.0 % de alcohol

Oppenheimer Krotenbrunnen, vino blanco, Aleman, 9.5 % de alcohol

.Paternina, vino blanco seco, Espana, 12 % de aicohol

Paternina, vino tinto, Espana, 12 % de alcohol

Bartles Jaymes Premium, Durazno Peach, Bebida alcohdlica preparada, 5 % de

alcohol
Considerando el cambio de longitud de onda, el analisis de las muestras se
realizd a la longitud de onda de 353 nm. El tratamiento que recibié cada muestra fue
una dilucion de 1:100. Primero se hizo el estudio de un vino que consistié en inyectar al
sistema FIA, sin colocar el reactor enzimatico, una muestra de vino (Liebfraumilch, vino
blanco Aleman 9.0 % de alcohol) y otro estudio colocando el reactor enzimatico. Los

resultados de este analisis se muestran en la figura 20.

53




RESULTADOS Y DISCUSION

a) b)
- 2
TN
-~ 0.0100
§ -
©.0000
-0.0100 —T T ¥
10 20 30

minutos

Figura 20. Andlisis del blanco para la muestra de vino blanco. a) Sefial obtenida sin utilizar el reactor
enzimatico; b) Sefal obtenida utilizando el reactor enzimatico.

Como se observa en los resultados, las sefales obtenidas tiene los mismos
valores de absorbancia colocando o no el reactor enzimatico, lo que indica que no se
esta llevando a cabo la oxidacion de la glucosa por medio de la enzima. Una propuesta
que se hizo para conocer el por qué sucedia este comportamiento, fué realizar pruebas
de adiciones estandar. Para este caso se cambié la nomenciatura de la concentracion,
las fortificaciones se nombraran en mg de glucosa por litro de disoluciéon (mg/L).

El analisis consisti® en agregar una concentracion conocida de glucosa a la
disolucién de la muestra de vino. Se comenzd con |la adicion de 500 mg/L de glucosa a
la muestra de vino. Los resultados se muestran en la figura 21 y se observa en las
sefiales obtenidas que la absorbancia disminuyd en lugar de aumentar la sefal con la
adicion del estandar. Ante estos resultados, se realizaron pruebas para identificar las
posibles interferencias que provocaban la disminucion en ias sefiales analiticas.

54




RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 21. Sefales obtenidas para un estandar de glucosa 500 mg/lL, una muestra de vino blanco
{dilucién 1:100) y la muestra de vino con adicién estandar.

3.9.1.1 Estudio de interferencias
TESIS CON

3.9.7.1.1 Etanol FM:::A; DE ORIGEN

Aunque los vinos analizados no contienen cantidades altas de etanol (entre 5% y

15 %), se realizé una prueba de interferencia, adicionando etanol a los estandares de
la disminucidon de las senales. La

glucosa para verificar si éste era la causa de
preparacion de las muestras consistio en realizar estandares de glucosa de 100 mg/L y

500 mg/L con una concentracion final de 5 % de etanol. La razén por la cual se utilizé la
concentracion de 5% es porque en la preparacion de las muestras, los vinos se diluyen
1:100, las diluciones tienen un porcentaje de etancl entre 0.0S y 0.15 %. La cantidad
utilizada de etanol en el analisis es suficiente para observar si interfiere en la
disminucion de la absorbancia durante el analisis de las muestras. Los resultados se

muestran en la figura 22.
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Figura 22. Efecto del etanol en una muestra de vino blanco. a) Disolucién estandar de glucosa de 100
mg/lL. con 5% de etanol, b) Disolucién estadndar de glucosa de 100 mg/L, c) Disolucidn estandar de
glucosa de 500 mg/L con 5% de etanol, d) Disolucién estandar de glucosa de 500 mg/L.

Se observa que a pesar de que existe una pequefa disminucion en la

absorbancia en las disoluciones estandar de glucosa adicionadas con 5 % de etanol, no
existe una diferencia aparente en las sefales obtenidas, por lo que se conciluye que el
etanol no es la interferencia de que la altura de las sefiales se vea disminuida.

3.9.1.1.2 Acido ascdrbico

La presencia de acido ascérbico en una muestra que contiene glucosa disminuye
la absorbancia en las determinaciones (resultados mostrados en la figura 23), esto
debido a que el perdoxido de hidrogeno es un oxidante fuerte y el acido ascorbico es un
reductor mas fuerte que el yoduro, por lo que en la disolucidon existe una competencia
por el peroxido de hidrogeno formado por la enzima glucosa oxidasa. Debido a esto, es
necesario eliminar la presencia del acido ascorbico que puede estar presente como
antioxidante en vinos y como parte de la composicion de las frutas en muestras de
jugos de frutas. Se adicioné a las muestras yodato de potasio antes de que se
inyectaran al sistema FIA para eliminar el acido ascoérbico. Se eligio el yodato de potasio
porque es un reactivo que no forma productos secundarios que puedan reaccionar con
los reactivos del portador y en consecuencia no presentaria interferencias en el analisis.
Por informacion en la literatura, los datos de potenciales estandar (47) se encontré que
el jon yodato al reducirse forma como productos agua y €l ion yoduro, que ya se
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encuentra como parte de! portador. La eleccién también se basd en el potencial

estandar y pH de la reaccién, como se muestra en la reaccion 3.

Reacciones Potenciales

1) Yodato / Yodo

105 +6H"+6e —— I” + 3 H0 E°(v) = 1.08

2) Yodato / Yodo
2107+ 12H*+10e” —— » I3+ 6 HO E°(v) = 1.19
3) Acido ascérbico

CgHgOg (reducido) ———n CeHgOg (oxidado) + 2 H* + 2 e~

pH = 1.05 E°(v) = 0.326
pH=5 E°(v) = 0.126
pH=7 E°(v) = 0.185
pH =8.7 E°(v)=-0.012

4) Peroxido de hidrogeno

HOz +2 H*+2 e — o  2H,O E°(v) = 1.77

5) Reaccion del acido ascérbico y el yodato
107 +6H"+6e —™ " + 3 HO
3 (CeHaOg (reducido) — » CgHsOsg (Oxidado) + 2 H*+ 2 e™)
103™ + 3 CgHgOs (red) —» 3 CgHgOg (OX) + I

Reacciéon 3. Estudio cualitativo de la secuencia de las reacciones que ocurren en disolucion. Valores de
potencial estandar de las especies en disolucion,

Como puede observarse los potenciales de yodato para formar yoduro y yodo
son muy cercanos, lo que indica que la primera reaccién que se lleva a cabo es la del
yodo. Sin embargo, la estandarizacion para la formacion de triyoduro se lleva a cabo a
pH 7-8 (48). Por lo tanto, el pH 6 al cual se esta trabajando, favorece la formacion de
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yoduro que forma parte del portador. La cantidad de yodo que se llega a formar por la
oxidacién del acido ascorbico se diluye en la disoluciéon del portador, esta sefial no es
visible y no interfiere con las determinaciones.

Lo anterior se comprueba con los resultados mostrados en la figura 23, donde se
observan las pruebas realizadas con la adicion de yodato de potasio: A) cuando se
inyecta al sistema una disolucion que contiene acido ascérbico y yodato de potasio, fa
senal es igual a un blanco (F), lo que indica que no hay presencia de yodo en la
disolucion; comparando el estandar de glucosa, B) y el estdndar de glucosa con yodato
de potasio (C) se observa que las senales son iguales y que el yodato no interfiere con
el analisis. Cuando se anade acido ascdrbico al estandar de glucosa se observa una
disminucién en la absorbancia (D), lo que indica competencia por el peréoxido de
hidrogeno formado. Cuando se afnade yodato de potasio a esta disoluciéon que contiene
el estandar de glucosa con acido ascorbico se observa que la sefial aumenta (E)
obteniéndose la misma sefal que para el estandar de glucosa (B) lo que indica que se

elimind el acido ascérbico presente en la disolucién.

0.1200 | =) <) )
2  oc.0s00 —
s
2
a
2 0.0e00— o)
) )
0.0000 —
T T
10 20
minutos

Figura 23. Comparacion de las sefales obtenidas. A) Disolucidn de acido ascoérbico y yodato de potasio,
B) Estandar de glucosa de 500 mg/L, C) Estandar de glucosa de 500 mg/L con yodato de potasio, D)
Disminucion de la sefal debida a la presencia de acido ascérbico en una disolucion estandar de glucosa

de 500 mg/L, E) Eliminacion del acido ascérbico por reaccion con yodato en una disoluciéon estandar de
glucosa y F) Inyeccion de agua destilada, blanco de la reaccion.

TESIS CON
FALLA DE ~~1GEN
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En el estudio de interferencias debidas al acido ascorbico, es importante

considerar que este se oxida facilmente en el medio ambiente (luz y Oz). Para
estabilizar la disolucion es necesario que el acido ascdérbico este disuelto en una
disolucién de acido citrico al 0.5 %. Para realizar las pruebas de estabilizaciéon del acido
citrico con la glucosa se encontrd que un porcentaje de acido citrico de tan solo 0.005%
es suficiente para mantener estable la disolucion de acido ascorbico durante las

mediciones.
3.9.7.1.3 Optimizacién de la concentracién de yodato.

Para conocer la concentracién de yodato de potasio que se necesita para
reaccionar con el acido ascoérbico presente en las muestras de vinos y jugos, se
considero el porcentaje citado en la etiqueta de los jugos. Se establecio que el yodato
tiene que estar en exceso para asegurar que todo el acido ascorbico reaccione. La
estequiémetria de la reaccion, como se observa en la reaccion 3 parte 5, indica que por
cada mol de yodato reaccionan 3 moles de acido ascorbico. Si se considera que un jugo
contiene aproximadamente 10 mg de acido ascérbico por 100 gramos de jugo, se
tendrian 0.0567 mmoles de acido ascorbico por litro. Si se considera la dilucion 1:100
que se realiza a las muestras antes de ser inyectados al sistema, se requeririan
0.000189 mmol/L de yodato para eliminar el acido ascoérbico presente. La concentracion
de yodato de potasio que se utilizé es de 0.0283 mM, para asegurar que todo el acido
ascorbico se elimina en las muestras. El tiempo para reducir todo el acido ascdrbico
presente en la muestra fue de 15 minutos. Este tiempo se optimizé con los diferentes
resultados obtenidos en el experimento.

Se realizé el analisis de otra muestra de vino. El analisis demostré que aun con
la adicidn del yodato de potasio, las sefales de la muestra fortificada tenian menor
absorbancia en comparacion con el estandar de glucosa, lo que indica que existen
muchas sustancias que interfieren en la reaccién (reductores como sulfitos, taninos,
fenoles, etc.). Por lo que se concluyd que este método no es apropiado para cuantificar

glucosa en vinos.
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3.9.2 Analisis de bebidas refrescantes

La muestra de bebida refrescante alcohdlica que se analizo fue un Cooler, el cual
es un preparado de vino de durazno con gas. Se le realizé el espectro de absorcion a
una muestra diluida 1:100 a la longitud de onda de 353 nm. El resuitado del espectro de
absorcién demostré que no existia interferencia alguna a esta longitud de onda, por lo
que se prosiguid al analisis. La figura 24 muestra los resultados obtenidos, donde se
observan: a) las sefiales obtenidas de la muestra diluida sin el reactor enzimatico
adaptado al sistema FIA, b) las sefiales de la misma muestra pero acoplado al reactor
enzimatico en el sistema FIA, donde se observa el aumento de la absorbancia que
indica la reaccion de oxidaciéon de la glucosa en la muestra y c) las sefales de la
muestra con la fortificacién estandar de glucosa de 500 mg/L, donde se observa que se

recupero la glucosa adicionada.

NGJ SISEL

<)
0.2000 ] -y
= 1 . E
=
£ ’ (=]
g ©.1000 — =1
=
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=
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o.o00 10.00 20.00 20.00

minutos

Figura 24. Sefales obtenidas para el analisis de la muestra de “cooler”. a) Muestra diluida sin el reactor
enzimatico, b) Muestra diluida con el reactor enzimatico y ¢) Muestra diluida fortificada con una disolucion

estandar de glucosa de 500 mg/L.

La concentracion de glucosa determinada para esta muestra fue de 488.5 mg/L y
su porcentaje de recuperacion fue de 94.90 %. Como se esperaba una recuperacion
mayor para esta muestra se concluyd que debido a que la cantidad de glucosa dentro
de la muestra es alta y la adicién representa un total de 938 mg/L (5.22 mM) de
glucosa, el valor esta muy cerca del limite de la curva de calibracién (figura 7), por lo
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que aumenta el error en la cuantificacion. Por esta razéon se realizaron otras dos
adiciones de estandar de glucosa de 100 mg/L y de 250 mg/l., que al sumar con los
mg/l. de la muestra entran en un punto intermedio de la curva de calibracion. Los
porcentajes de recuperacién con estas fortificaciones fueron 98.72 % y 99.56 %

respectivamente.

Dentro de las bebidas de frutas no alcohdlicas se analizaron 2 muestras de frutsi,
despueés de pesar 1 mL de éstos, se realizéo su respectivo tratamiento. La tabla 6
muestra los resultados del peso de las muestras y los porcentajes de recuperacion de

las fortificaciones realizadas.

Tabla 6. Densidad de las muestras, concentracién de glucosa encontrada y porcentajes de recuperacion
de las muestras comerciales analizadas.

% Recuperacion

i [Glucosa)
MUESTRAS Peso (gramos) (g / 100 g jugo) 100 mglL 250 ma/L
Frutsi (limén) 1.0310 3.79 105.5 99.5
Frutsi (mora azul) 1.0381 5.06 105.1 104.2

3.9.3

Anaélisis de jugos de frutas

- Jugo de uva, Marca Jumex

- Jugo de manzana, Marca Jumex

- Jugo de uva, Marca Herdez

Neéctar de manzana, Marca Herdez

Jugo de naranja, Marca Herdez

TESIS CCN
FALLA DE T7IGEN

En el analisis de este tipo de muestras se considero que también contienen acido

ascorbico, por Io que se empled la misma concentracién de yodato de potasio para
eliminar la interferencia causada por el acido ascorbico. La tabla 7 muestra los datos de
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la densidad de cada muestra expresada en g/mL, este valor se utiliza para reportar la
concentracion de glucosa en los jugos como g de glucosa en 100 g de jugo.

Tabla 7. Densidades de las muestras comerciales analizadas.

Muestra Peso (g)”
Jugo de uva (Jumex) 1.0523
Jugo de manzana (Jumex) 1.046
Nectar de manzana (Herdez) 1.0313
Jugo de uva (Herdez) 1.0382
Jugo de naranja (Herdez) 1.0185

* Peso equivalente a 1 mL de muestra.

La figura 25 muestra un ejemplo de las sefales analiticas obtenidas para una
muestra de jugo y sus respectivas fortificaciones, en donde se observa el
comportamiento de ia muestra al adicionarle las concentraciones de glucosa de 100
mg/L y de 250 mg/L. La absorbancia aumenta, {0 que equivale a la glucosa adicionada.
La tabla 7 muestra los porcentajes de recuperacion de las muestras analizadas.

FORTIFICADA

©.3000
260 mg/L.
MUESTRA

0.2000 -
=
E GLUCOSA
H 4
2 260
£ . 0.1000 moL

0.0000 -

T T T T T T T
0,000 20.000 40.000 $0.000 80.000

minutos

Figura 25. Senales analiticas de las disoluciones de un estandar de glucosa, de una muestra y de las
fortificaciones con estandar de glucosa que se realizaron a la muestra.
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Se observan las diferencias en las sefales, lo que indica que se eliminéd al acido
ascodrbico de la muestra, {a interferencia en la cuantificacion de glucosa.

Tabla 8. Porceniajes de recuperacién de las muestras comerciales fortificadas con glucosa 100 mg/L y
250 mg/L.

% Recuperacion
N [Glucosa]
Muestras comerciales (g/ 100 g jugo) 100 mg/L 250 maiL.
Jugo de uva (Jumex) 4.7 98.9 92.67 *
Jugo de manzana (Jumex) 3.4 100.2 103.55
Nectar de manzana (Herdez) 2.9 105.3 97.4
Jugo de uva (Herdez) 4.6 96.08 96.4
Jugo de naranja (Herdez) 2.05 95.39 98.55
a perdido su actividad

N E:l_ vlalor obtenido es bajo debido a que en este analisis el reactor enzimatico hab!
incial.

Se comprobd que el reactor enzimatico disminuia su actividad en un 41.7 % cada
40 inyecciones. Esto para el analisis de la curva de calibracion y el analisis de muestras
de jugos de frutas y bebidas refrescantes. En el caso del analisis de los vinos su
actividad disminuia cada 5 inyecciones, debido a la compleja composicion de los vinos
que practicamente inhibié la actividad de la enzima.

{.a tabla 9 muestra el analisis de costos existente entre el método enzimatico
propuesto y dos diferentes métodos utilizados para cuantificar glucosa. El estudio

implica el analisis de una determinacion.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Tabla 9. COmparacioh de los meétodos utilizados para cuantificar glucosa.
‘ COMPARACION DE METODOS

i ,. s Analisis por Inyeccién en Cromatografia de
Colorimétrico (12) Flujo Gases (49)
: ) GO "
Reaccion Glucosa —» H20:+ | Glucosa —» H.O> + | Carbohidratos —»
e yoduro + yodo —® jon | oxima —® derivado
PDO + o-Dianisidina triyoduro sifilado
Glucosa oxidasa (GO) Glucosa oxidasa (GO) Clorhidrato de
Reacti Peroxidasa (PDQO) Yodato de potasio hidroxilamida en
eactivos Acetato de sodio Yoduro de potasio medio basico y
o-Dianisidina Fosfato de sodio reactivos sililantes
Enzima en disolucion Reactivos de
inmovilizacién
Cromatdgrafo de
Equipo * Espectrofotémetro UV Espectrofotometro UV gases y detector de
quipo ionizacién en flama
:fér{i‘;: de 30 minutos 5 minutos 15 minutos -
Costo del
equipo * 7000 7000 1500’0‘ L
Costo total de E R . , .
analisis por 1.716 .- S 0,009 i
una muestra * s g S T 2
NuUmero de R B
muestras It E X o
analizadas en 29,20.0 i s
5 arfios o
| Costo de : .
inversién por o :
muestra (en 50107.2 1576.8 233600
5 afos)**

* se considera el costo en dolares.

** Tiempo de depreciaciéon del equipo

Las ventajas que presentd el método FIA propuesto, en comparacion con otros
meétodos de analisis (Colorimétrico y Cromatografia de gases) son: 1) utiliza un volumen
de muestra de solo 95 ul, 2) el tiempo de analisis es corto, 5 minutos por

TESIS CON 64
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determinacion, 3) no requiere de un tratamiento previo laborioso de la muestra, 4) el
empleo de enzimas inmovilizadas permite la reutilizacion de estas reduciendo costos al
igual que con los reactivos utilizados, que no son téxicos. Ademas, el sistema FIA
puede ser automatizado con el fin de reducir los errores que se cometen en la

manipulacién de un gran numero de muestras.

La cuantificacion de glucosa en muestras de vino por el sistema FIA no fue
posible por las diferentes interferencias presentes en las muestras, por lo que es
necesario continuar con este trabajo y legar a aplicar esta técnica en una gran variedad

de muestras reales.
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v

CONCLUSIONES

Los parametros hidrodinamicos 6ptimos para el analisis de cuantificacién de glucosa
en el sistema FIA son: Caudal de 0.36 mi/min, volumen de inyeccién de 95 pul y

longitud del reactor de 200 cm.

En el analisis de cuantificacién para la glucosa, la frecuencia de muestreo es de 12

determinaciones por hora.

El intervalo lineal de la curva de calibracién para la cuantificacion de glucosa fue de
0.038 mM a 6.66 mM con una precision, expresada como desviacién estandar
relativa, de 1.4 % con un limite de deteccion de 0.014 mM y limite de cuantificacion

de 0.042 mM.

El empleo de molibdato de amonio como catalizador en la formacion del ion

triyodurc permite detectar bajas concentraciones de glucosa, aumentando la

sensibilidad del sistema.

Las condiciones optimas para la actividad de la enzima glucosa oxidasa
inmovilizada en vidrio de poro controlado son: temperatura de 40 °C y pH 6, que
indica que el método de inmovilizacion pudo cambiar la estructura tridimensional de

la enzima modificando sus condiciones de actividad nativa.

La enzima inmovilizada tuvo una actividad del 51.8% con respecto a lo esperado, ya
que trabaja en un flujo continuo donde no hay homogeneizacion ni fisica ni quimica

del bolo de muestra inyectado.
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v En el analisis de las muestras comerciales, el etanol no presenté interferencias. La
interferencia debida al acido ascérbico, se eliminé adicionando un agente oxidante
(yodato). El producto formado de esta reaccion forma parte de la disolucion del

portador.

La disolucion utilizada permite llevar a cabo el analisis de las muestras sin
interferencias en los conductos del sistema FIA debidas a la viscosidad de las
muestras.

En muestras de vino no es posible aplicar el método propuesto para cuantificar

glucosa, debido a la compleja composicién de las muestras.

El método enzimatico propuesto permite determinar especificamente glucosa en
jugos de frutas y refrescos de diferentes marcas comerciales, sin embargo es
necesario realizar este andlisis aplicandolo a una mayor diversidad y numero de

muestras.

v Los porcentajes de recuperacién muestran la especificidad con ia que se determiné
la concentracion de glucosa, por medio de la enzima glucosa oxidasa inmovilizada.
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