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INTRODUCCION
Los métodos analiticos se desarrollan buscando cumplir uno o varios de
los siguientes pardmetros :
* precisién
= exactitud
* especificidad

* cantidad mfnima detectable

* tiempo
*  costo
+ elc.

de los anteriores el tiempo y el costo estdn relacionados con el método analftico
seleccionado, asf como la precisidn y la exactitud con el concepto de error del
método. La cantidad mfnima detectable y la especificidad dependerd del tipo de

andlisis que se practica.

Cuando se realiza el andlisis de una muestra se requiere cumplir con tres
pardmetros que se relacionan entre si: precisién, costo y tiempo. El método de
andlisis seleccionado puede proporcionar dos de estos pardmetros pero nunca los
tres. Es asf, por ejemplo, que si se busca precisién, o el tiempo para llevar a cabo
el andlisis es largo o el costo elevado, si por otra parte, lo que se requiere es
rapidez, o la precisi6én es baja o el costo alto. Por lo tanto, si se busca bajo costo,

o la precisién es mala o los tiempos de andlisis son largos.

Cuando los andlisis que deseamos realizar, son los correspondientes al

control de proceso de una industria quimica, se introduce un nuevo factor gue es
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el nimero de muestras. Mientras mayor sea el nimero de muestras que se tomen,
mucho mis fiel serd el modelo que se haga del proceso, sin embargo esto afecta

el costo y el tiempo.

Dado la importancia que ha cobrado el tema de la calidad y el control total
de la calidad, es hoy mds importante que nunca, el que el modelo del proceso
reproduzcea con mayor fidelidad la realidad de la planta industrial, lo que significa
un mayor nimerc de muestras manteniendo un bajo nivel de error en los

resultados obtenidos.

A esto se une otro de los problemas cldsicos de la toma de muestras en
quimica analftica: la integridad y conservacién de la muestra. Esto lleva a
preguntarnos lo siguiente: ;| Es la muestra que se toma representativa del
proceso?. ; No se altera la muestra al retirarla del proceso? ¢ Es o no critico el
tiempo que transcurre entre la toma de muestra y cuando ésta es analizada?. Esta
serie de interrogantes ha conducido a considerar el hecho de que es més fiel la
reproduccion del proceso cuando el andlisis y muestreo se encuentran integrados a
éste, como los métodos de andlisis en lfnea (on-line), que los que se encuentran
fuera del proceso o que se realizan en un laboratorio alejado del reactor o de la

planta industrial, lamados métodos fuera de linea (off-line).

Es entonces que ia indusiria modernz requiere de métodos de andlisis que
permitan analizar muchas muestras, con una alta precisién y al menor costo

posible.

Es asf como a mediados de la década de los 70's se desarrollé un sistema
que posee las caracteristicas requeridas: el "Andlisis por Inyeccién en Tlujo”

(FIA: Flow Injectian Analysis)(1).



El éxito que este sistema ha podido tener ha hecho que las dreas de
aplicacién del sistema FIA se hayan incrementado enormemente, actualmente se
ha reportado el empleo de métodos de andlisis FIA en dreas como la agricultura,
andlisis clinicos, medicina(2), industria farmacéutica, y en los 1iltimos afios en la

industria alimentaria.

En la industria vitivinicola el FIA puede ser una importante herramienta
de trabajo (3,4), ya que es necesario el andlisis de muchas muestras por unidad de
tiempo, en las que es indispensable medir diversos pardmetros, como lo son el

grado alcohdlico, pH, acidez total, azicares reductores, etc.

Para la determinacién del grado alcohdlico existen métodos ya
establecidos como la ebulloscopfa, la destilacién, y la oxidacién quimica; sin
embargo todos ellos requieren de largos tiempos de andlisis y ademds el gasto de

reactivos es elevado y la precision muchas veces no es tan buena como se
desearfa(5).

Una forma en )a que los sistemas FIA permiten la determinacién del grado
alcohdlico de vinos o destilados, logrando ademds de velocidad de andlisis, bajo
costo,y altisima especificidad (6), es a través del empleo de biosensores, los
cuales consisten en la inéorporacién de una enzima especifica inmovilizada dentro
del sistema (7). Con ello se obtiene la méxima especificidad que las enzimas
permiten con la alta sensibilidad, automatizacién y bajo costo de los sistemas
FIA.



OBJETIVOS

El desarrollo y optimizacién de métodos de andlisis por técnicas FIA
permitird evaluar en una forma clara, las ventajas en cuanto a precisién,
especificidad o selectividad y capacidad de andlisis (ndmero de muestras por

unidad de tiempo) de esta nueva metodologia.

El empleo de biosensores permitird demostrar la especificidad en la
respuesta a un componente en particular, sin importar la matriz en la que este se

encuentre y esto sin requerir de procedimientos de "limpieza”.

El desarrollo de la tesis permitird adquirir experiencias en esta

metodologia nueva en México.



ANTECEDENTES
d \ ntin

El término de métodos de flujo continuo se aplica al procedimiento
analitico en donde la concentracién del analito es medida sin que se detenga el

flujo del gas o lfquido en el que éste esta contenido.

Las muestras son introducidas sucesivamente y a intervalos regulares
dentro de un canal por el cual fluye el l{quido con el o los reactivos para
finalmente pasar a través de una celda de flujo y un sistema de deteccién que la

mayoria de las veces es algiin tipo espectrofotémetro.

Dentro de los métodos de andlisis de flujo continuo se encuentra el
"Andlisis Continuo Segmentado” (SFA:Segmented Flow Analysis) y el "Andlisis
por Inyeccién en Flujo" (FIA).

El SFA fue descrito en 1957 por Skeggs (8); en este método las muestras
son aspiradas secuencialmente y el flujo es segmentado por burbujas de aire;
también existe un ciclo de lavado entre muestra y muestra asf como la
climinacién dec las burbujas de aire antes de llegar a la celda y detector. El papel
de las burbujas de aire es prevenir el mezclado entre muestras, evitar la
dispersién o dilucién de la muestra dentro del flujo, asf como generar un flujo
turbulento por compresién de las burbujas y de esta forma llegar al equilibrio

qufmico.

El FIA fue introducido en 1974 como un procedimiento analitico, que a

diferencia del SFA, esta basado en la inyeccién de una muestra lfquida dentro de



otro lquido que funcionacomo portador sin que exista una divisién de éste por

burbujas de aire, ni ciclos de lavado (9,10,11).

En el sistema FIA , la muestra inyectada es transportada a lo largo del
sistema hasta un detector que continuamente registra una sefial proporcional a la

concentracién (12,13,14) (figura 1),
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Los métodos SFA como los FIA permiten la minjaturizacién y
automatizacién de los procesos manuales de la quimica en disolucién. Cualquier

proceso de andlisis que sc lleve a cabo en disolucién, podrd ser adaptado a SFA

o FIA (figura 2).
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{ PARAMETROS SFA FIA
Introduccidn de muestra Aspiracién Inyeccidén
Volumen de muestra 0.2-2 ml 10-160 pul
Tiempo de respuesta 2-30 min 3-60 sep.
Didmetro intemio del tubo 2mm 0.5-0.7 mm
Deteccién realizada en régimen de dispersion
equilibrig controlada
Capacidad 80 muestras/hora 300
muestras/hora
Precisién 1a2% 1a2%
Gasto de reactivos elevado bajo
Ciclo de lavado esencial no esencial
Andlisis cinético continuo no es posible stapped-flow







Valoraciones

no

si

Datos suministrados altura del pico

altura del pico
ancho del pico
area del pico

SENAL ANALITICA

FIG.3
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Debido a que el FIA posee mayores ventajas que el SFA se ha intentado

adaptar al FIA los métodos cldsicos de andlisis; para esto es necesario conocer los

pardmetros principales que intervienen en el FIA.

El sistema FIA se basa en el control de la dispersién fisica que presenta la

muestra a lo largo del sistema. Esta dispersi6n cs ocasionada, principalmente, por

las caracterfsticas geométricas del mismo, como son: la longitud del sistema, la

longitud det reactor asf{ como el radio del tubo utilizado y el volumen. Otra

caracterfstica importante que afecta a la dispersién es el aspecto hidrodindmico




que involucra la velocidad de flujo, la velocidad lineal, asf como el tiempo de

residencia y el tiempo de regreso a la linea base de la sefial FIA.

De esta manera, si se logra controlar la dispersién se obtienen resultados

reproducibles, precisos y rdpidos.



SISTEMA FIA
El sistema FIA consta, basicamente, de los siguientes componentes:

a) Una bomba peristdltica que impuisa al acarreador a través de tubos capilares y

controla la velocidad de flujo.

b) Una vilvula de inyeccién que introduce la muestra al flujo acarreador de

manera reproducible.
¢) Un reactor, el cual puede variar de tamaiio,

d) Un detector que registra continuamente la presencia del producto de reaccidn,

dando una sefial tipica de FIA (15).

Sin embargo, la complejidad del sistema va a depender del mimero de
pasos u operaciones que se deban levar a cabo para generar un producto
detectable, es as{ como se han disefiado diferentes técnicas como es el FIA-

invertido y el "stopped-flow" (16,17,18).
Caracteristicas de la sefial FIA:

Los pardmetros de medicién (andlisis cuantitativo) se toman de la sefial

que se obtenga (figura 4). Asf, los parimetros que se registran son:

a) la altura (H), el ancho (W) y/o el drea (A) del pico, los cuales estin
relacionados con la concentracién del analfto, siendo la altura Ja medicién mds

usual,

b) El tiempo de residencia, T, que se define como el lapso entre la inyeccién y

el mdximo de la sefial. Este pardmetro es diferente al del tiempo de viaje, ta,el



cual es el periodo entre la inyeccién y el inicio de la sefial, la diferencia entre
estos dos pardmetros, t'= T -ta, es muy pequeiia y es caracterfstica de la curva de
FIA.

cj El tiempo de regreso, T', que es el periodo que transcurre entre que aparece el

méximo de la sefial hasta que regresa a la linea base,

d) El tiempo de regreso de linea base a linea base, At, el cual es el intervalo que

va desde el inicio de la sefial hasta el represo a la l{nea base.
Por lo mlo:
T+ T'=(a+ A&
At ="'+ T

En ciertos casos, (cuando se hace una titulacién por FIA) es miés

conveniente medir el ancho del pico en lugar de la altura (19,20).
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CONSIDERACIONES GENERALES DEL FIA

La forma del pico que se obtienc esta relacionada con la dispersion fisica

del analito y reactivos dentro del sistema FIA.

Existen dos mecanismos que contribuyen a-la dispersién- de l_a,'

inyectada: el transporte conveccional y el transporte difusional (21). :

1) El transporie conveccional, en el FIA, ocurre bajo condiciones‘qe{” ﬁu} ’

laminar .

2) El transporte difusional se da por la presencia de un gradiente de concentracitn
ocasionado por el flujo laminar, esto genera dos tipos de difusién: axial y radial
(22,23) (figura 5).
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La difusion axial se genera por un gradiente de concentracién horizontal,
al aumentar la diferencia de concentracién, la dispersidn crece. Por otra parte, la

difusién radial es perpendicular a la direccidn del flujo y tiende a balancear ia



concentracién para de esta forma disminuir la dispersién. Este tipo de difusidn
juega el papel de las burbujas de aire en el SFA, generando un flujo turbulento,
pero con la ventaja de que no es necesario llegar al equilibrio quimico para

obtener una sefial analftica vdlida.

En el sistema FIA, por lo general, no se alcanza la difusién de tipo radial

ya que los tiempos de andlisis son muy cortos (figura 6).
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Cocficiente de dispersidn

Una muestra homogénea en solucién, antes de ser inyectada dentro del
sistema FIA, tiene una concentracién CO. Al inyectar un volumen de esta en el
flujo acarreador se forma una zona de dispersién que depende, principalmente, de

1a geometria del reactor y del flujo.

De esta manera, la sefial se deforma y se registra como un gradiente de

concentraciones con un méximo {C™Xy (figura 7).

FIG.7

En el disefio del sistema FIA es importante saber cuanto de la muestra se
diluye y el ticmpo que tarda desde que es introducida al sistema hasta liegar at
detector. Con este propdsito, Riizicka propuso en 1977 un modelo para medir fa
dispersién (24,25), definié el coeficiente de dispersién como el cociente entre la

concentracién de la muestra antes y después del proceso de dispersién



D=Co/Cmax

Co: concentracién del analito sin diluir

Cmax; concentracién del analito al pasar por el sistema FIA

por lo tanto, la dispersi6n se calcula por la altura del pico y siempre es mayor

que 1.

Es necesario establecer ciertos limites de dispersién para que los
resultados obtenidos sean reproducibles y confiables, es asi como Ia dispersién se

ha clasificado en limitada, media y alta (26,27,28).

Los valores para los diferentes tipos de dispersién son:
Limitada: 1 <D <3 cuando no se requiere de reaccién quimica
Media: 3 <D <15 cuando se requiere de reaccién quimica

Alta: D> 15 para valoraciones por FIA

Con una dispersién media, no es requisito que se lleve a cabo todo el
mezclado en el reactor, solo lo necesario para asegurar que se registra una sefal,
por lo tanto, no es indispensable alcanzar el equilibrio quimico para obtener
resuitados analiticos vdlidos,haciendo los tiempos de andlisis mds cortos lo que

permite analizar un mayor nimero de muestras por unidad de tiempo.

La dispersién también se ve afectada por los siguientes pardmetros:
a) Volumen de muestra
b) Longitud del reactor

¢) Velocidad de flujo



d) Geomelria del reactor
a)Volumen de muestra:

Cuando la muestra reacciona completamente se obtiene un solo pico
angosto y alto. Al disminuir la cantidad de muestra que se inyecta la dispersién
aumenta, por otra parte, si el volumen inyectado es muy grande no existe un

mezclado adecuado y se obtiene una sefial con una meseta o dos picos (29).
b)Lengitud del reactor:

Al aumentar 1a longitud del reactor, el tiempo de residencia de la muestra

aumenta, asf como la difusién de tipo axial y por lo tanto la dispersién (30)
(figura 8).
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c)Velocidad de flujo:

Una disminucién en la velocidad de flujo ocasiona un aumento en la
dispersidn, de esta forma si la velocidad aumenta 1a dispersién disminuye (figura
9).
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d)Geometria del reactor:

La funcién del reactor es incrementar el mezclado de tipo radial y reducir

el perfil de 1a velocidad parabélica, formada por la direccién axial.

Se pueden emplear diversos reactores, esto dependiendo del tipo de

reaccién que se requiera (31) (figura 10),

El tipo mds usual es el de geometrfa de “serpentin” esto hace que el flujo
secundario formado dentro de €1 promueva el mezclado de la muestra y reactivos

en direccién radial (32,33) (figura 11).
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APLICACIONES DEL FIA
Ejemplos:
1. Determinacién de cloruros

Reactivo: El flujo acarreador se prepara disolviendo 0.626g de tiocianato de
mercurio (II), 30.3g de nitrato de fierro (III), 4.72g de 4cido nitrico concentrado

y 150 ml de metanol aforando con agua desionizada a un litro.

Disoluciones estdndar: Partiendo de una disolucién de tlorurosde 1000 ppm, se
rezlizan diluciones para obtencr disoluciones cstdndares en un rango de 5-75 ppm

de cloruro.

El flujo acarreador se impulsa a través del sistema y los estdndares de

cloruros se inyectan sucesivamente por y por cuadruplicado (figura 12).

q-ml/min
muestra
{E L= 50cm
He(SCNy 2 - [0.8 VA VAN etec
Fe3* 480nn l

L1 w

El procedimiento analitico se basa en la siguiente reaccién:

Hg(SCN), + 2CI =—= HgCl, +2SCN"~

20



2SCN- 4+Fe3+ z== Fe(SCN),"

E! flujo acarreador contiene Hg(SCN)2 y Fe(III). El cloruro de la muestra
inyectada reacciona con el Hg(SCN)2, liberando al ion SCN-, el cual reacciona
con el Fe(lll) para formar el complejo Fe(SCN)2+de color rojo que se mide
espectrofotométricamente a 480 nm. La altura del pico es proporcional a Ia

concentracion de cloruros presentes.

2. Determinacidén__fotoméirica_de fosfatos mediante FIA normal y FIA
invertid

Reactivos:
¢ Disolucién de heptamolibdato aménico 0.005 M en dcido  nitrico 1.00 M.
¢ Disolucién de 4cido ascérbico al 0.5% cohleniendo un 10% de glicerina.

¢  Disolucidn patrén de fosfato de 1g/L. A partir de esta se preparan diluciones

de 5 a 30 g/ml de fosfato.

La determinacién analftica de fosfatos se basa en la formacién del
hé:cropoliécido con molibdato (coloracién amarilla) que incrementa el poder
oxidante de éste y entonces es reducido por el 4cido ascérbico de Mo(VI) a
Mo(V) (azul de molibdeno), la intensidad del color es proporcional a Ia

concentracién de fosfatos.

El 4cido ascérbico posee un potencial redox igual a0.17v y el Mo(VI)

igual a 0.48 v, por lo tanto la reccién es posible y ademds cuantitativa.

21



La formacién del heteropolidcido de molibdeno aumenta el poder oxidante

del Mo(VI) haciendo que la reaccién redox con el 4cido ascérbico sea més fuerte.
Reacciones:

H,PO, + 12H,MoQ,="H,P(Mo, 0,9 + 12H,0

Ac, Ascérbico

Mo(VI) =——= Mo(V)
El producto de reduccién se mide a 820 nm.

FIA normal:
g=ml/min

Muestra
B30 h.s0

Detec
820nn

Molibdat® .25

Ac._ascén0.1%
wico

En la configuracién de FIA normal, la muestra se inserta en una corriente
de agua, para evitar sefiales pardsitas,que confluye con otra corriente mezcla de
molibdato y dcido ascdrbico, dando lugar al heteropolidcido y la posterior
reduccién del molibdato a lo largo del reactor L3, midiendose continuamente en

el detector fotométrico a 820 nm.

En la configuracién de FIA invertido, la muestra circula continuamente
por el sistema, inyectindose en ella la mezcla de reactivos cuando se requiera
determinar el analito. Este tipo de configuracién tiene como ventaja principal el

ahorro de reactivos.

FIA invertido:

22



PROTEINAS Y ENZIMAS

Las protefnas son las macromoléculas més abundantes de la células, -el
peso molecular oscila entre 12,000 y 1,000,000 daitons- y constituyen mds del

50% del peso seco de las mismas.

Todas las proteinas, desde las que aparecen en las bacterias mds antiguas
hasta las que se encuentran en los seres superiores, estan conformadas por el
mismo conjunto basico de 20 aminodcidos, los cuales poseen como denominador
comun(cxcepto 12 prolina) un grupo carboxilo libre y un grupo amino libre en el

carbono alfa; difieren entre si en la estructura de las cadenas laterales (grupos R):

H
H, N—¢~R
COOH

por medio de los grupas R se pueden clasificar a los aminodcidos en
cuatro grupos (a pH fisiolégico [6-71): 1) no polares; 2) polares sin carga; 3)
polares con carga negativa (aminodcidos 4cidos); 4) polares con carga positiva

(aminodcidos bdsicos).

La combinacién de los aminodcidos, unidos covalentemente (unién

peptidica), forman cadenas de péptidos que a la vez se unen para formar las

proteinas.
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UNION PEPTIDICA:

H, N—?I—R + H, N—E—R' L R—(’F—&—NH—{:—R'

COOH COOH COOH

Las protefnas son los instrumentos mediante los cuales se expresa la
informacidn genética. Al igual que existen en el ndcleo de la célula millares de
genes, existen, en correspondencia, millares de protefnas que Ilevan una funcién
caracteristica determinada por el gen, lo que las hace extremadamente versitiles

en sus funciones.

Las protefnas difieren unas de otras debido a que cada una posee una
secuencia diferente de amino4cidos, lo que le confiere a una protefna actividad

enzimdtica, hormonal, de anticuerpo u otra funcién biolégica.

Dentro de las protefnas mds variadas y con mayor grado de

especializacién se encuentran las enzimas.

Las enzimas actian como catalizadores capaces de aumentar en gran
medida la velocidad de reacciones quimicas especificas, sin que se consuman en
el proceso. Cada enzima puede catalizar solamente un tipo especifico de reaccién
quimica, por lo tanto, se necesitan centenares de enzimas diferentes en el

metabolismo de cualquier clase de célula.

Las enzimas superan notablemente a los catalizadores confeccionados por
el hombre en la especificidad reactiva, su eficacia catalitica radica en la capacidad

de reaccién en condiciones suaves de temperatura y de pH.
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La diferencia mds importante con los catalizadores sintéticos estriba en
que las reaciones catalizadas enziméticamente tienen un rendimiento del 100% y

no existen subproductos (35,36).
Reaccign enzimdtica

Las enzimas sc uncn al sustrato correspondiente para formar un complejo
enzima-sustrato (ES) transitorio, que se descompone y forma la enzima libre y los
preductos. A medida que aumenta la concentracién de sustrato S, la actividad
catalftica de una concentracién fija de enzima E aumentard de forma hiperbélica,
hasta acercarse a una velocidad mdxima caracterfstica, Vmax, en la que toda la
enzima se encuentra, esencialmente, en forma de complejo (ES) y se halla, por lo
tanto, saturada con el sustrato S. La concentracién de sustrato que proporciona la
mitad de la Vmax es lo que se define como la constante de Michaelis-Menten,
Km, y es caracteristica de cada enzima cuando actia sobre un sustrato

determinado (figura 13).
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La ecuacitn de Michaelis- Menten:
Vo= Vmax{S}/ Km +[S§]
" Vo= velocidad inicial si 1a concentracién de sustrato es [S]
Vmax= velocidad mdxima
Km= constante de Michaelis-Menten de la enzimi; para:un’: -
sustrato en particular

relaciona la velocidad de reaccidén enzimdtica con la concentracidn de sustrato y

con la Vmax, mediante la constante Km,

La velocidad de reaccién se ve afectada por dos clases de inhibidores:

competitivos y no competitivos.

Un inhibidor competitive compite con el sustrato por la unién al sitio
activo de la enzima, pero, una vez unido, no puede ser transformado por ja

enzima. Esta inhibicién puede anularse ¢ aminorarse, simpl d

¢
P >

la concentracién de sustrato. La Vmax no se altera, pero el valor de Km
dependerd de la concentracién det inhibidor. En la inhibicidn no competitiva,el
inhibidor se une a la enzima en un sitio diferente al que se une el sustrato,
alterando 1a conformacién de la enzima de modo que se produce 1a inactivacién

reversible del sitio catalitico. En este tipo de irhibicién la Km no se altera pero la
Vmax disminuye (37).

Por otra parte, las enzimas, al igual que todas las protefnas, se
desnaturalizan irreversiblemente por altas concentraciones de sales, etanol, pH

muy 4cidos o muy bdsicos y alias temperaturas. Es por esto que las reacciones
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enziméticas tienen mdxima actividad en condiciones suaves detemperatura 'y pH

(37° y pH 7-7.5, generalmente).
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BIOSENSORES
Enzimas inmovilizadas

A partir de 1a década de los 50's se introdujo una nueva metodologfa para

el estudio de las reacciones enzimdticas: la inmovilizacidn de enzimas.

Por medio de esta técnica se observé que la enzima se encuentra en
condiciones mds similares a su medio ambiente, ya que en solucién interfieren
otros factores que perjudican la actividad enzimdtica como es la presencia de
grasas, carbohidratos u otras protefnas. Generalmente, las enzimas inmovilizadas
son mds estables a cambios de pH, calor, concentracién de salcs y almacenaic que

las que se encuentran en disolucién acuosa.

Por otra parte, fas enzimas inmovilizadas, frecuentemente, son insolubles
en disolucién acuosa, por lo que pueden volverse a utilizar, después de la
reaccién catalftica, almacendndolas por varios meses, lo cual es Ia caracteristica

mds importante de este sistema (38).

Existen diferentes métodos para inmovilizar enzimas (39),estos dependen
del tipo de enzima y de la reaccién que ésta catalice (40,41), entre los mids
importantes se encuentran: adsorcién (42), atrapamiento en una red polimérica
(lattice  entrapment)  (43),  entrecruzamiento  (crosslinking) 44,45),
microencapsulacién (46), enlace quimico (47) e inmovilizacién con agentes de
proteccidn que permiten que la enzima tenga un tiempo de vida media més larga
(alginato) (48).

Los andlisis enzim4ticos, con enzimas inmovilizadas, por lo general, se
realizan con técnicas de flujo continuo, es asi como en el FIA se utiliza este

sistema para lograr que las determinaciones sean mds especificas.
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Con este propdsito se han disefiado diferentes modelos de reactores para
enzimas inmovilizadas, principalmente por enlace covalente, dcbido a que este
tipo de inmovilizacidn resiste el arrastre mecdnico causado por el paso continuo
del flujo (49,50).

El método por enlace covalente consiste en la unién de una especie
qufmica (glutaraldehido, generalmente) que funciona de agente entrecruzador
entrc un soporte y la enzima. Entre los soportes més utilizados se encuentran, la
celulosa, polfmeros sintéticos © materia inorgdnica como vidrio o acero
inoxidable, los cuales, en muchos casos, necesitan ser activados para unirles el

agente entrecruzador que va a reaccionar con los grupos activos de la enzima.

Este sistema posee como ventaja principal, que reduce apreciablemente la
inactivacién por la presencia de un inhibidor competitivo. Por otra parte, la
desventaja mds importante es que es un método en dondela cantidad de enzima

enlazada es muy poca (51,52).

Es asf, como se han intentado nuevos métodos de inmovilizacién de
enzimas para ser utilizados en el sistema FIA que permitan mayor cantidad de
enzima enfazada y por lo tanto mayor actividad. Uno de los métodos que se
intentan acoplar corresponde a la inmovilizacién con alginato, el cual consiste en
el atrapamiento de la enzima dentro de una red que se forma entre los grupos
carboxilato (COO-) del alginato y el Ca?* que se utiliza durante la

inmovilizacién.

Esta técnica posee las ventajas antes mencionadas y puede ser una buena

opcidn en el sistema FIA.
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DETERMINACION ENZIMATICA DEL GRADO ALCOHOLICO

Para determinar el grado alcohdiico en vinos existen diferentes modelos

FIA donde se trabaja con enzimas en solucién y enzimas inmovilizadas.

En los trabajos mds recientes sobre este ltimo punto se utiliza la enzima
alcohol deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.1) inmovilizada en vidrio, Ia cual oxida al
etanol utilizando NAD*,obteniendose acetaldehido y NADH, este iltimo es el

que se determina espectrofotomélricamente a 340 nm (53,54).

Reaccidn:

CH,CH,0H + NAD">2% CH,CHO + NADH

Existen otras enzimas que utilizan al etanol como sustrato, entre ellas se

encuentra la enzima Alcohol Oxidasa (E.C. 1.1..3.13).

La enzima Alcohol Oxidasa cataliza siempre la misma reaccién, las
caracterfsticas estructurales (en lo que se refiere al por ciento de cada
aminodcido, residuo N-terminal,cantidéd de grupos SH por molécula, ete.}, como
las condiciones de reaccién (pH y temperatura dptimas de reaccién, punto

isoeléctrico, etc.), difieren dependiendo de la fuente de procedencia.

La enzima Alcohol Oxidasa proveniente de la levadura Pichia pastoris
tiene un peso molecular de 675,000 daltons, absorbe a 370 y 440 nm y su

temperatura y pH éptimos son respectivamente: 37°C y 7.5.

Dentro de su estructura tiene 65 grupos -SH por molécula, los cuales son
sensibles a agentes oxidantes como el perdxido de hidrégeno; se ha comprobado

que al poner en contacto a la enzima con H;0, a una concentracién 0.8 mM
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durante veinte minutos a 30°C la enzima pierde actividad en un 50%. Para
proteger a la enzima de la oxidacién se adiciona un agente reductor como -el

mercaptoetanol o el ditiotreitol a unaconcentracién tmM (55,56).
La reaccién que cataliza es la siguiente:
CH;CHOH + 0, 2% CH,CHO
H,CHOH + O, 5 +H,0,
De esta manera el etanol se puede cuantificar indirectamente por medio
del acetaldehido y/o el peréxido e hidrégeno que se forma.

Una manera para determinar el acetaldehido es haciendolo reaccionar con
ia 2,4-dinitrofenilhidrazina para dar la hidrazona correspondiente que a pH bdsico

se determina espectrofotométricamente a 500-540nm.

Por otro lado el peréxido de hidrégeno se puede cuantificar al hacerlo
reaccionar con el TiO3 y asf formar un complejo amarillo que se determina

espectrofotométricamente a 410 nm (57,58,59).
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PARTE EXPERIMENTAL
Sistema FIA
A)Equipo:

a.l. Espectrofotémetro UV-Vis Varian modelo Cary 1 acoplado a ‘una

computadora PC EPSON EL 2.
a.2. Bomba peristdltica de cuatro canales Gilson Minipuls 2
a.3. Vidlvula de seis pasos Rheodyne Tipe 50

B)Reactivos:

b.1 Disoluciones patrén de acetaldehido (Merck, 99%) en agua desionizada

(25,35,50,75,100,125 ppm).
b.2. Disolucién de hidréxido de sodio 4N
Se pesan aproximadamente 160 gramos de hidréxido de sodio
y se afora a llitro con agua desionizada.

b.3. Disoluciones patrén de peréxido de hidrégeno 30% (Merck) con agua
desionizada (1,5, 10,20,60, 100, 140, 180,220,260,300 ppm)

b.4. Disolucién de 2,4-dinitrofenithidrazina 1.5mM (Sigma RT)

Se pesan 29.7 mg de 2,4-dinitrofenilhidrazina en un matraz aforado de
100ml, se adicionan 50ml de agua desionizada y 8mil de HCI concentrado,
se agita hasta disolver la 2,4-dinitrofenilhidrazina y se afora a 100ml con

agua desionizada,
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b.5. Disolucién de diéxido de titanio 1500ppm (Sigma RT)

Se pesan 50mg de TiO2 y se disuelven con Sml de H2SO4 concentrado
por medio de una digestién de microondas (Microdigestor 300 Prolabo) a
una potencia de 25 durante 5 minutos. Se digieren 150mg de TiO2 y se

disuelven en 100ml de agua desionizada.

33



INMOVILIZACION DE_LA ENZIMA ALCONIQI, OXIDASA

EN

ALGINATO
Reactive.
1. Enzima Alcohol Oxidasa (Provesta enzymes)
Alcohol oxigen oxidorreductasa (E.C 1.1.3.13) dePichia pastoris
Actividad 137u/ml
Concentracion de proteina 53.72mg/ml

Actividad especifica 25u/mg

Definicién de Unidad: una unidad puede oxidar 1.0mmol de etanol a

aceraldehido y HpOg -por minuto a pH 7.5 a 25°C.

2. Tris (hidroximetilaminometano) 0.1M pH 7.5 (Merck RA)

Se pesan 12.1g de Tris-base que se disuelven con 5ml de HC1 concentrado

en 1 L de agua desionizada (ajustar el pH).

3. Cloruro de calcio 50mM (7.35g/L) y 10mM (1.47g/L) en Tris0.1M y

pH 7.5

4. Alginato (Ac.algfnico,sal de sodio Tipo VII (1g/30ml) en Tris 0.1M

pH 7.5

Preparacién de la_enzima inmovilizada:

A la disolucién de alginato se le afiade 1ml de la enzima Alcohol oxidasa

y se agita con un agitador magnético hasta que se homogenice la disolucién lo
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que se determina por la ausencia de grumos.

Se forman microesferas de 1a enzima inmovilizada en el alginato, al gotear
la disolucién a través de una aguja de jeringa de 0.3 mm, por medio de una
bomba peristéltica en un recipiente conteniendo una disolucién de CaCLj SOmM

enfriado a 0°C por un bafio de hiclo.

Se dejan las micoesferas en esta disolucién por dos horas y posteriormente

en la disolucién de CaCly 10mM toda la noche.

El Ca2+ forma puentes con los grupos COO- del alginato para que asi la
enzima quede atrapada en la red que se forma. Mientras mayor sea la
concentracién de Ca2+ y el tiempa de contacto més puentes se forman y el poro
de la red es menor impidiendo que exista menor intercambio enzima-sustrato. De
esta manera, el Ca2+ del CaCly controla el poro de la microesfera y le dd
resistencia. Finalmente se lava con agua destilada frfa en un filtro Buchner y se
dejan secar en un vidrio de reloj a temperatura ambiente agitando periédicamente

con una espétula.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Para estudiar Ia conversién de etanol por medio de la enzima Alcohol

oxidasa (A.O) inmovilizada en alginato se estudiaron diferentes sistemas dentro

de la configuracién F1A.
La reaccién que cataliza la enzima A.O es la siguiente:
etanol + oxigeno ===> acetaldehido + HyOy

en base a esto se disefiaron dos sistemas FIA para determinar acetaldehido y

peréxido de hidrégeno, como indicadores de la capacidad de conversién del

biosensor.

D inacién de acetaldehi

La determinacién de acetaldehido. s basa en la siguiente reaccién:
C NO c N
i SR G
HO=0 + NHy-NH—~() — Hé=n—Na—~()
NO, N

1a hidrazona formada es color café y estable pui Cinco minutos (60).

Se obtuvo el espectro de absorcién UV-VIS para la hidrazona en un rango

entre: 190-750 nm,encontrando el mdximo de absorcién a 433nm.

Siguiendo este esquema se disefid cl siguiente sistema FI1A:
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Se analizaron diferentes longitudes para L1 y L2 en un intervalo entre 30

y 250cm, donde los mejores resultados se obtuvieron para L1=150cm y

L2=100cm.

El volumen inyectado de 2,4-dinitrofenilhidrazina que mejor resultado

proporciond fue 220ml.

De igual manera se estudiaron diferentes velocidades de flujo y

concentraciones de los reactivos. En base a esto, las condiciones dptimas de

andlisis que se obtuvieron fueron las siguientes:

REACTIVOS CONCENTRACION VELOCIDAD DE
FLUJO
2,4 Dinitrofenil 1.5mM 1 ml/min
hidrazina
Acetaldehido ppm 1 ml/min
NaOH 4N 1 ml/min
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La lincalidad.del sistema se obtuvo analizando por triplicado disoluciones
estdndares. de acetaldehido y con las cuales se obtuvo la curva de calibracién:

Absorbancia vs. {acetaldchido]
Curva de calibracién pars acctaldchido

A
28
B reosme
b o= 0282220043
m.= 0,014418, 554,

{acet aldebida) ppem.

El sistema es. lineal en todo- el rango de concentraciones, pero-la pendiente
es: muy’ pequefia lo: que: implica: poca. sensibilidad en. el' sistema: y. por lo: tanto,
cuando: la: diferencia: de concentraciones de- acetaldehido es pequeda, el sistema no

es capaz de detectaria..

vido de hidrdseno

La determinacién de HpO7 se basé en. la formacién de un complejo
amarillo entre el HpOg y el Ti%*Se corrié el espectro de absorcidn UV-VIS. en

el rango entre 190-750 nm donde el méximo de absorcidn fue a 410nm.

El primer sistema FIA que se utilizd para determinar HpOo fue el
reportado por M. Muiioz et.al (61):
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La linealidad del sistema s obnivo-analizando. estdndares de HoOn por
triplicado y con los cuales se realizé la curva de calibracion: ) =

Absgrbancia vs Il 1021
Curva de calibracién 11 ) 5

!
o bor=vem e

b = 0.87% 0.086
b m= LIESTETES

LY
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A N x . i N
LR L} 140 i 20 %y 300

FIA modelo 1

Existe linealidad dentro dej sistema en un rango de concentraciones de
H»>O9 entre 60 y 220 ppm y la pendiente es aproximadamente diez veces més

pequeiia que para acetaldehido; en base a esto se disciié otro sistemna FIA para
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detectar concentraciones mds pequedias de H207 y aumentar de esta forma la *

seasibilidad de 1a determinacién. -

El sistema FIA que mejores resultados di6 se muestra a cbminuacidni

g=ml/min
1
Tt b2
;0 5 ‘s e :
: NSNS Detector =
150 2.2 JOE SR ] L
B . -

Las condiciones de andlisis que finalmente dieron -mejores resuttados

fueron las siguientes:

L1=100cm

Volumen de muestra (Ti } inyectado=1201

Velocidad de flujo=2.2ml/min (la misma para cada reactivo)

La lineaiidad de! sistema se midiS con las mismas disoluciones patrdén que

para el modelo anterior, obteniendose la curva de calibracién correspondiente:
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Absorbancia vs 11,0 2
Curva de calibracién 1LO,
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FIA modelo 2

La sensibilidad del sistema aumenta, ya que es capaz de determinar
concentraciones de H,O,en un rango de concentraciones de 20 a 260ppm, aunque

la precisién es mds baja que para el sistema anterior de H,0,.

Por otra parte, aunque el coeficiente de dispersién es menor en este
segundo sistema (D=1.67) que en el primero (D=3.34) se optS por el segundo
sistema para determinar la formacién de H,0,.debido a que es capaz de detectar
concentraciones mds pequefias de H,0,., 1o cual era necesariv para determinar la
conversi6n de etanol por la enzima A.O. ya que no se sabia que tan grande era el

intercambio enzima-sustrato-producto.

Los sistemas FIA que se disefiaron para detectar acetaldehido y peréxido

de hidrégeno se utilizaron para la determinacién de la conversion enzimdtica de

etanol.
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Antes de introducir el biosensor de etanol al sistema FIA se tuvieron que
hacer prucbas de actividad a la enzima A.O, para que de csta forma se pudieran

establecer las condiciones éptimas para la inmovilizacidn de la misma.

Se midid la actividad enzimdtica segiin ¢l método de Provesta enzymes
dando una actividad igual a 869u/ml.La actividad es menor que la rcportada en el
reactivo (1371u/ml), por lo tanto, en Ila téenica de inmovilizacion se afiadié mds
enzima a la misma cantidad de alginato y obtener asi mayor actividad enzimdtica

por gramo de alginato: 2ml de suspensién enzimdtica por gramo de alginato.
La actividad enzimdtica que se obtuvo fue:
869u/1ml enz. * 2ml enz./1g alg. = 1738u/galg.

Para medir la conversién de la enzima A.O inmovilizada en alginato se

realizaron varias pruebas a distintas concentraciones de etanol.

La actividad enzimdtica se determiné por medio de cromatografia de gases

bajo las siguientes condiciones de andlisis:
-Cromatégrafo de gases Varian Serie 1400con detector de ionizacién de flama

-Columna empacada de Carbowax 20M (10%)-Chromosorb 100/120 (6ft.*1/4
0.D)

-Temp. del horno 50°C
-Temp. del inyector 100°C
-Temp. del detector 100°C

El primer ensayo que se realizé fue con’etanol al 1% yal 2% (v/v).
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Se puso en contacto a la enzima inmovilizada con las disoluciones de
etanol,inyectdndole al cromatdgrafo de gases 1pl de muestra cada 5 minutos por 2
horas. La curva de actividad se realizé graficando: drea de acetaldehido vs.

tiempo de reaccidn (CURVA 1).

De acuerdo a la curva de actividad de la enzima se observa que con una
concentracidn de etanol al 2% la reaccidn enzima- sustrato llega a la velocidad
méxima antes que con la disolucién al 1%, por lo tanto la velocidad de
transformacién en la disoltucién al 2% en un principio es mayor, pero como llega
a la vclocidad méxima antes, la cantidad de acetaldehido formado, finalmente, es

menor que para la disolucién al 1%.

En base a lo anterior, se decidié entonces trabajar con concentraciones

menores al 1% para no saturar a la enzima.

Las disoluciones que se utilizaron fueron: 2x10-3,12x10-3 y 50x10-3%
(v/v), las condiciones de andlisis fueron las mismas que para el cxperimento

anterior.

Se observa que en las tres curvas de actividad la velocidad inicial es la
misma para las tres concentraciones, pero conforme pasa el tiempo la diferencia
en la velocidad de reaccién es mds notoria entre ias distintas disoluciones de
etanol (CURVA 2)

43



1)ACETALDEHIDO

2)ETANOL

AREA
1)1197100

Cromatograma a los 30 min. de reaccién de la enzima A.O inmovilizada en

alginato con etanol al 2% v/v.

AREA
1)809900

Cromatograma a los 30 min. de reaccién de la enzima A.O inmovilizada en

alginato con etanol al 1% v/v.



AREA
1)2980600

Cromatograma a los 90 min. de reaccién de la enzima A.O inmovilizada en

alginato con etanol al 1% v/v.

AREA
1)1683400

Cromatograma a los 90 min. de reaccién de la enzima A.O inmovilizada en

alginato con etanol al 2% v/v.
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Por lo tanlo, se pudo ver que la enzima inmovilizada es capaz de
distinguir entre dos concentraciones diferentes después de que ha estado en

contacto un tiecmpo t con el etanol.

Otro de los puntos que es importante resaltar, es que la enzima no pierde
actividad por la presencia de H,0,..como estd reportado para sistemas
estdticos,por lo que se podria pensar que el alginato la protege un poco de este

tipo de inhibicién (a concentraciones bajas de etanol) .

Por otra parie en el caso de 1a disolucién al 2%. lo anterior, no se puede
asegurar del todo ya que la perdida de actividad puede deberse tanto a la alta
concentracién de H,O,. que se forma, como a la alta concentracién de sustrato

que ocasiona que se llegue antes a la velocidad mdxima.

Con estos resultados, fue posible establecer las condiciones dptimas para
utilizar Ja enzima inmovilizada como biosensor especifico dec ctanol y acoplaria al

sistema FIA que ya habfa sido disefiado para la determinacidn de los productos de

reaccién.
lamientq del sistemn FIA-Biosensor de etanol

En primer témino se utilizé un reactor de volumen muy grande (10m!}) lo
cual ocasiona mucha dispersién, sin embargo los resultados mostraron que si

existfa reaccién enzimdtica.

El primer sistema que sc montd fue para determinar la formacién de
acetaldehido. Las condiciones de andlisis cambiaron un poco debido al volumen
del reactor que ocasiond un cambio en la presidn interna del sistema; el sistema

FIA que se utilizé fue el siguiente:
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El tnico pardmetro que se cambié fue la velocidad de flujo a 2.2ml/min

para las disoluciones de etanol y de 2,4- dinitrofenilhidrazina y de 0.9ml/min

para el hidréxido de sodio.

Las disoluciones de etanol se prepararon con CaCly S5mM en amortiguador

TRIS 0.1M pH 7.5, para reproducir de este modo las condiciones 6ptimas de

reaccién de la enzima, ademds de evitar, con la presencia de CaCly, que las

perlas de alginato pierdan consistencia.

El primer ensayo que se realizé se hizé pasando continuamente una

disolucidn de etanol al 20% (v/v) a través del biosensor midiendo absorbancia en

funcidn del tiempo:

A Tiempo (min)
3.000 2.0

2.500 4.0

1.850 8.0

1.500 10.0
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A ' Tiempo (min) -
g
L
1.250 16.0 §
RZ
1.000 20.0
£
0.800 23.0 =
R
0.700 27.5 =
B
0.700 29.0

La segunda disoluci6n que se pasé por el biosensor fue etanol al 2% (v/iv):

A Tiempo(min)
0.3842 1.24
0.2900 2.62
0.3772 4.03
0.3767 6.85

La tercera disolucidn fue etanol al 4% (v/v):
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A Tiempo(min)
0.4319 1.15

0.4405 2.05

0.4944 5.13

0.4586 8.41

0.4759 10.46

La cuarta disolucién fue etanol al 12% (v/v):

A Tiempo(min)
0.3800 2.5

0.4200 5.0

0.4800 7.0

0.5020 9.0

0.5224 13.5

0.5232 23.0
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Los resultados mostraron que la enzima pierde actividad despuds de
aproximadamente 1 hora y media, por lo tanto aunque se¢ aumente la
concentracién de etanol, la enzima ya no es capaz de transformar el etanol en la
misma proporcidn, asi que la diferencia en las concentraciones de etanol no son
apreciables aunque s{ existe conversién de etanol a acetaldehido pero siempre en

la misma proporcién.
Esto di6 lugar a dos hipdtesis:

1.La enzima perdid actividad a causa de la alta concentracién de etanol (20%)

ocasionando inhibicién por sustrato.

2.Debido a la alta concentracién de sustrato, se produjo gran cantidad de H,0,..

1o cual ocasiond la pérdida de actividad enzimdtica sin llegar a inhibirla del todo.

Para saber cual de las dos hipétesis se podfa descartar, se inmovilizé a la
enzima A.O con catalasa; esta enzima descompone al H,0,. en H,0. + O para

que de esta forma la enzima no pierdaactividad por la formacién del H,0,.

La forma de inmovilizacién es la misma que para la enzima A.O sola. En
este caso se afadieron 3 mi de catalasa/g de alginato. La suspensién enzimdtica

de catalasa se preparé de la suiguiente manera:

Catalasa E.C 1.11.1.6 de Aspergillus niger, Suspensién en sulfato de
amonio 3.2 M,pH 6; 36 mg prot./ml, 6900 u/mg prot.

Para quitar el sulfato de amonio y que este no interfiriera en la reaccién de

la catalasa se sigui6 el siguiente procediminto:

1. Se afiadieron 0.275ml de la suspensién enzimdtica, por cada 5 mi de

51



buffer de fosfatos pH 7.5 0.001M; esta suspensién se pasé por una membrana de

ultracentrifugacién manteniendo el volumen constante.

Finalmente, se obtuvieron en los 3 ml de catalasa que se adicionaron en la

inmovilizacién, 27311.54u de catalasa/g de alginato contra las 1738u de A.O.

Se realizaron los mismos ensayos con las dos enzimas inmovilizadas para
las distintas concentraciones de etanol, obteniendose los mismos resultados, lo

cual permitié descartar la segunda hipGtesis.

Con base en esto, se continué con el andlisis del vino blanco (Vino Padre

Quino 8.8° G.L).
Las disoluciones que se prepararon fueron: 8x10-3 y 8x10°2 % (v/v).

La diferencia en las concentraciones no se aprecian en los resultados ya
que para las dos concentraciones la formacién de acetaldehido es practicamente la
misma ( para 8x103 % A=0.4113 y para 8x10"2 % A=0.4523, dando una
concentracién de acetaldehido aproximada de 11.28ppm vy 14.04ppm

respectivamente).

Se hizo una dilucién mds para obtener una concentracién de vino blanco
0.8% (v/v), la ahsorbancia resultante no fue mucho mayor: A=0.5598, lo que

corresponde a una concentracién aproximada de acetaldehido de: 21.25ppm.

Se realizaron los mismos ensayos pero ahora utilizando el sistema FIA
para determinar el H,0,. y un reactor de volumen menor (15¢cm por 4mm D.I)
por lo que no hubo necesidad de cambiar ninguno de los pardmetros de las
condiciones de andlisis ademds de que se elimina el problema de difusién causado

por el volumen del reactor.
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El modelo FIA que se disefié fue el sngulcmc
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La conversién de etanol a H,0,. es rﬁuy ﬁocaﬁan&o una absorbancia
promedio, después de 15 minutos, igual a 0.2946 ' que equivaldria
abroximadameme a 9.70ppm de H,0,. para una concentracién de vino 8x10-3 %

viv).

Se realizé el andlisis para una concentracién de vino 8x10-2 % (viv)
obteniéndose una absorbancia promedio, después de 15 min, igual a 0.3306 que

equivale a una concentracién de 13.20ppm.

Con estos dos sistemas se observd que aunque el sistema FIA para
determinar acetaldehido tiene una sefial de fondo muy alta, es mds preciso que el
sistema para H,0,. .Por otra parte, la conversién del biosensor, a las diluciones
de etanol que se utilizaron, es suficiente para ser determinada por el sistema FIA

del acetaldehido.
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CONCLUSIONES

Los dos disefios FIA que se utilizaron para la determinacién de
acetaldehido y de peréxido de hidrégeno son reproducibles pero muy poco
sensibles. A pesar de su poca sensibilidad son buenos detectores de la conversién

de etanol por la enzima A.O inmovilizada en alginato.

Se comprobd que el sistema FIA es una técnica de bajo costo debido a la
poca cantidad de reactivos que se utiliza, ademds de ser rdpida, ya que es capaz
de determinar muchas muestras por unidad de tiempo: 90 muestras/hr para H,0,.

y 70 muestras/hr para acetaldehido.

Por medio de estos sistemas se observé que existe conversién enzimdtica
de la enzima A.O inmovilizada en alginato y que ademds ésta conversién es

reproducible.

Para concentraciones de etanol que no difieren mucho entre si, la
transformacion de éste por medio del biosensor no es apreciable, lo cual puede
deberse tanto a que existe poca superficie de contacto entre la enzima y el sustrato
como por la baja sensibilidad de los dos disefios FIA que se utilizaron para medir

1a conversidn.

Para continuar con esta lfnea de trabajo serfa necesario tomar en cuenta

algunos de los siguientes pardmetros:

1)En primer lugar, la optimizacién en cuanto a la enzima inmovilizada, ya
gue se requiere mayor superficie de contacto entre la enzima y el sustrato,por lo

que se podrfa pensar en disminuir el didfmetro de las esferas.

2)Otro aspecto importante es 1o que se refiere al reactor utilizado para la
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conversion enzimdtica. Se necesita, ya sea un reactor de longitud mayor o un
reactor que permita tener a fas enzimas inmovilizadas en 1a disolucién de ctanol o
vino con agitacidén constante. Esic Gittimo pardmetro trae como consecuencia
mayor difusién dentro del sistema FIA, que podria ser compensada, quizds, por

una mayor conversidn enzimdtica.

3) Otra posibilidad para determinar el grado alcohdlico en vinos, es
utilizando otro tipo de inmovilizacién, como es 1a inmovilizacién por enlace
covalente, que permite mayor contacto entre 1a enzima y el sustrato y al mismo
tiempo proporciona resistencia al desgaste ocasionado por el paso det flujo

continuo que existe en el sistema FIA,

4)Por otra parte, si {a sensibilidad del sistema de deteccién aumentara,
aunado a una mejor conversién por parte del biosensor, a lo mejor, se podrfa

determinar concentraciones de etanol con solo una unidad de diferencia.
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