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INTRODUCCION

En la actualidad la Industria Alimentaria ha visto la necesidad de sustituir métodos y
procesos analiticos, debido a que no cuentan con el desarrollo de instrumentos que sean
de facil aplicacion, confiables y econdmicos, que brinden informacion sobre las
caracteristicas fisicas y quimicas de los constituyentes alimenticios, empleando métodos
que por lo general requieren de la desnaturalizacion total o parcial del alirﬁento, lo que ha
generado un impedimento para poder determinar la cantidad real e interaccion de los
compuestos naturales o artificiales de los alimentos como aromatizantes, saborizantes,
agentes antimicrobianos, alergenos, glucosa, alcoholes, perdxido de hidrégeno, sulfatos,
antibidticos, colesterol, glutamato y vitaminas, por mencionar algunos!l,

A pesar de ello la Industria alimentaria sigue utilizando métodos analiticos convencionales,
como la cromatografia HPLC, FIA y la electroforesis capilar, los cuales son sencilios,
requieren de un simple pretratamiento, pero necesitan dispositivos costosos como son:
sistemas multidirector, columnas, quimicos altamente puros y con fases maoviles
modificables; por el contrario los biosensores pueden ser incorporados con transductores
numeéricos y biocomponentes sencillos y compactos; siendo portadores de los aspectos
basicos de la Quimica Analitica que son: selectividad, sensibilidad, precisidon y rapidez.

Actualmente la tecnologia de sensores y biosensores esta reemplazando las practicas
ordinarias del analisis quimico por métodos de rapida determinacion, miniaturizados y
automatizados. Siendo aplicados a la resolucidon de casi cualquier problema, mejorando la
calidad en los laboratorios analiticos!?).

El método enzimatico que proponemos en el presente trabajo estd basado en la
elaboracion de la Microcelda Electroanalitica de Deteccidon Enzimatica para ensayos con
glucosa (figura 1), que en esencia es un biosensor, que puede ser incorporado con
transductores numeéricos y el biocomponente empleado es la Glucosa Oxidasa (GOD),
donde la glucosa es una especie que puede ser determinada utilizando la funcién catalitica
de la enzima.




La Microcelda Electroanalitica de Deteccién Enzimatica es uno de los biosensores mas
sencillos en cuanto a su construccion y se encuentra dentro de aquellos denominados
enzima-transductor o electrodo enzimatico.

Figura 1 Unidades funcionales de la Microcelda de Deteccién Enzimatica.
La reaccidon enzimitica que involucra a la (GOD), oxigeno y glucosa seguido por la

oxidacidén electrocatalitica de peréxido de hidrégeno y acido glucdnico, se representa de la
siguiente manera:

Glucosa + O, —--S%2%__, Acido glucdnico + H.0,

En este sistema la enzima serd monitoreada mediante Técnicas potenciostaticas, por la
caida de la concentracion de oxigeno debida a la produccidén de peréxido de hidrégeno.

TESIS CON
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ASPECTOS GENERALES DE LOS BIOSENSORES

Los biosensores son instrumentos analiticos que transforman procesos bioldgicos en
sefiales eléctricas y permiten su cuantificacion. Los biosensores utilizan la especificidad de
estos procesos: las enzimas por sus substratos y otros ligandos, los anticuerpos por sus
antigenos, las lectinas por carbohidratos y los acidos nucleicos por sus secuencias
complementarias. Un biosensor modelo consta de varias partes interconectadas (Figura 2).
La reaccién bioldgica sucede habitualmente en estrecho contacto con el transductor
eléctrico. Esta disposicion asegura que la mayor parte de la reaccién bioldgica sea
detectada. La sefial eléctrica obtenida se compara con una sefial de referencia,
normalmente producida por un sistema similar que carece del material bioldgico activo, y
la diferencia entre ambas sefiales es amplificada, procesada, y mostrada o almacenada.

A menudo, las muestras se pueden analizar sin tratamientos previos. En este aspecto
muestran ventajas sobre otros métodos analiticos <<tradicionales>>, como por ejemplo,
el procedimiento basico de Kjeldah! que aun mantiene su posicidn como la técnica mas

fidedigna para la determinacién de nitrégeno organico.

D:;t;ier::‘r;:for . TESIS CON
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Figura 2 Unidades funcionales de un biosensor.




Los biosensores se clasifican de acuerdo a sus componentes y al tipo de analisis en donde
se utilicen; ademas pueden construirse en un mismo dispositivo o pueden ser integrados
con otros sistemas analiticos.

Para ser aceptados, los biosensores, deben tener ventajas frente al uso de
biocatalizadores no unidos a soportes, que presentan la misma especificidad y poder
discriminatorio. La principal ventaja esta relacionada por lo general con la posibilidad de
ser reutilizados. La repetida utilizacidn de un sensor con el mismo material bioldgico
asegura que el analisis de muestras similares producira valores similares, de forma que se
obvia la necesidad de una cuidadosa medicion de la cantidad de material bioldgico del
sensor para cada analisis. Esto evita la posibilidad de introducir errores por pipeteo o
dilucién deficiente. Las metodologias repetitivas y sin reactivos adicionales permiten el
ahorro de los costos de reactivos, reduciendo el precio por ensayo. Ademas, el tiempo
empleado en cada ensayo por el operador, asi como la pericia que se requiere para los
métodos de anadlisis <<tradicionales>> suponen, en muchos casos, incluso un costo
superior al de los propios reactivos. Estas ventajas deberian ser suficientes para favorecer
la gran inversion necesaria para el desarrolio de biosensores y para ofrecer precios
competitivos para el usuario.

Cada tipo de biosensor tiene sus propias ventajas e inconvenientes (Tabla 1). No todos
estos biosensores se han usado en aparatos comerciales. Exceptuando las tiras
colorimétricas, los biosensores comerciales mas importantes son los electroquimicos. Hay
biosensores potenciométricos disefiados para detectar giucosa, lactato, glicerol, alcohol,
lactosa, L-aminoacidos, y colesterol, algunos de los cuales usan transistores de efecto
.campo (Field Effect Transistors, FET). Se han lanzado al mercado aparatos
amperométricos para deteccidon de glucosa, otros carbohidratos de bajo peso molecular y
alcohol. Fuertes indicios apuntan a que los biosensores Opticos irrumpiran con fuerza en el
mercado en un futuro no muy lejano como lo evidencia la presentacién del aparato
Biacore, un aparato de resonancia de plasma superficial (surface plasmon resonance,
SRP).

ey~



Tabla 1 Propiedades de varias configuraciones de biosensores.

.Bilosensor. Costo Fiabitidad Complejidad Se:
Amperométricos Bajo alta int
Conductimétricos Muy bajo Intermedia poca intermedia
Ponteciométricos Bajo Intermedia intermedia Intermedia
Piezoeléctricos Bajo Baja baja baja
Termdémetro Alto Alta muy alta alta
Optico Bajo Intermedia intermedia intermedia
Biosensor Velocidad de Utilidad en general Uso ] Persp ] futuras

respuestas
Amperométricos Intermedia Escaso abundante importantes

Conductimétricos Intermedia Escaso escaso normales
Ponteciométricos Intermedia Intermedia intermedio importantes
Piezoeléctricos Rapida Poca escaso escasos
Termdmetro Lenta muy amplia escaso intermedias
Optico Intermedia Escaso abundante importantes

Los campos en los que se pueden emplear biosensores se muestran en la Tabla 2. De
estos datos, se puede deducir que es un area en expansion a gran velocidad. Es necesario
advertir que en el pasado las previsiones en el campo de la industria de biosensores
fueron sobreestimadas, pero se espera que aumenten en un futuro préximo. Es conocida
hoy en dia la existencia de dificultades sustanciales y de inversion a gran escala para
producir estos aparatos analiticos robustos y fiables, capaces de operar en condiciones
reales, aun cuando ya se hubiera fabricado un aparato de investigaciéon muy prometedor.

Tabla 2 Utilizacion de ios biosensores en diversos campos y crecimiento anual.

Taza de crecimiento anual

Campo . Porcion de mercado (%) (%%0)
Diagndstico clinico 53 25
o e procesos 1 s0
Instrumental meédico 11 30
Veterinaria/Agricota 8 60
Defensa 6 45
Medio ambiente 5 35
Investigacion 3 ) 50
Robdtica 2 30
Otros 1 30

Walker, J.M. y Gingold, E.B.; Biologia Molecular y Biotecnologia, 2@ edicién. Ed. Acribia. Espafia, 2000,

capitulo 19.
TESIS CON 5
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USO DE BIOSENSORES EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Una de las areas donde mas se han aplicado los biosensores es en el analisis de
alimentos, donde hay un nimero considerable y cada vez mayor de sustancias que se
estan produciendo a escala a partir de cultivos de células eucariotas y procariotas. La
monitorizacion de estos delicados y caros procesos es esencial para reducir y mantener
bajos los costos de produccidn. Ademas, pueden disefiarse biosensores especificos para
medir la generacidn de un producto de fermentacion, contenido de aditivos, en productos
terminados, control de calidad, en materias primas.

Los biosensores disponibles comerciaimente para aplicaciones en la industria de alimentos
y bebidas estan basados en tecnologias muy similares al propuesto en este trabajo, tales
como electrodos para oxigeno o perdxido de hidrogeno con una enzima oxidasa.

Algunos biosensores han sido desarrollados para detectar glucosa, lactato, alcoholes,
aminoacidos, aspartame, glutamato, lipidos y colesterol. Cada biosensor detecta uno o dos
analitos sin tener que cambiar de biocomponente. Se ha observado que el acido ascdrbico
y la vainillina son las interferencias mas frecuentes'!l,

Los biosensores basados en transductores térmicos podrian ser utilizados para monitorear
compuestos importantes para el control de la calidad de los alimentos, como son: acido
ascorbico, galactosa, acido oxalico, antibidticos y podrian ser usados para la deteccion de
contaminantes microbianos en alimentos!®l,

Ademas de las aplicaciones ya mencionadas los biosensores podrian ser utilizados en el
monitoreo y determinacion de parametros bioquimicos de calidad para el cacahuate
(argina), para cereales (lisina), vinos (etanol), productos lacteos (D-galactosa), carne
(trimetilamina); en la industrias lactica: leche (proteinas, grasa, anticuerpos, hormonas,
vitaminas), para la determinacion de sustancias tdxicas o mutagénicas, tales como
metales pesados, pesticidas, drogas; en la biotecnologia para el control de procesos de
manipulacidon genética de animales y plantas; en veterinaria para el control de alimentos
para el ganado; en agricultura en la produccién de granos asi como de su empaquetado,
almacenamiento y transporte. En la tabla 3 se pueden observar con mas detalle los
componentes de interés para la industria Alimentaria, que son analizados por medio de
biosensores.
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Tabla 3 Compuestos importantes para la industria de alimentos, que son factibles de analizar
por medio de biosensores.

Componente de interes

Organicos
Aminoacidos, colesterol, carbohidratos,
vitaminas, antibidticos, insecticidas, alcoholes,
fenoles, acidos carboxilicos, lipidos y lecitina.

Area de aphcacion y comentaoe r.

Constituyentes o contaminantes en productos
alimenticios.

Lisina

Indicador de dafio nutricional debido a
tratamiento térmico.

L-alanina

Enaltecedor de sabor,

Citrato

Componente de varias frutas y de todas las
célylas vegetales y animales.

Catequinas, catecoles y taninos

Control de calidad en el procesamiento del té
(sustancias astringentes).

Polifenoles

Aceite de oliva (gusto y estabilidad del aceite).

Aceltadehido

Vinos , cerveza y yoghurts.

Acido maflolactico

Calidad del vino.

Trimetilamina, cadaverina e histidina

Carne, histamina en el vino tinto.

Nucledtidos: hipoxantinas, inosina, inosina-5-
monofosfato

Frescura del pescado y carne.

Salicilato Agente antimicrobiano, conservador.

Acido benzoico, acido sorbico, tocoferoles Conservadores.

Glutamato Enaltecedor de sabor.

Lactato Yogurt, cerveza, jugos de frutas y vinos.
Amigdalina Azlcar que contiene cianuro en las almendras.

Edulcorantes artificiales (aspartame, sacarina,
ciclamato, acesulfame, etc)

Postres y bebidas no alcohdlicas.

Glucosinolatos

Heteroglicdsidos que contienen nitrito y sulfuro.

Inorganicos
Sulfitos, dioxido de sulfuro

Conservador de alimentos, prevencion de la
oxidacion.

Potasio, sodio, calcio, magnesio, nitrato, nitrito,
cloruro, sulfato, fluoruro, carbonato, zinc,
mercurio

Vinagre, jugos de frutas, leche, bebidas no
alcohdticas, agua mineral.

Toxinas y patégenos

Saxitoxina, neosaxitoxina, gonyautoxinas,
brevetoxina, proteina A, virus de la hepatitis A,
aflatoxinas, ciguatoxina

Proteina A es un producto de Staphylococcus
aureus. .

Tetrodotoxina

Envenenamiento con mariscos.

Salmonella, E. coli, listeria,
Campylobacter, staphylococcus, Yersinia,
bactericfagos.

Presentes en alimentos procesados y botanas.

De la tabla anterior (tabla 3) podemos decir que

la mayoria de los componentes

analizados por medio de biosensores son de origen organico, pueden ser utilizados en una
amplia variedad de aplicaciones entre ellas, en el monitoreo de ia calidad, en la seguridad
de los alimentos y otras con aplicacion especifica en el analisis de alimentos.

TESIS CON ?
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OPERACION DE UN BIOSENSOR

BIOCOMPONENTE

La sustancia bioactiva proporciona al biosensor su selectividad y especificidad, también
permite un reconocimiento y la deteccidn rapida de moléculas especificas © reacciones
quimicas. Este reconocimiento molecular y su mecanismo de deteccion es posible debido a
cambios quimicos en el material bioldgico o inducidos por éste, que pueden ser

monitoreados por el transductor fisico.

Las sustancias bioactivas que pueden ser usadas son: enzimas o complejos
multienzimaticos, organelos tejidos, acidos nucleicos, antigenos, anticuerpos, algunas
células bacterianas o de hongos y células de origen animal o vegetal [,

Las sustancias bioactivas mas usadas para la construcciéon de biosensores son las enzimas
de tipo oxidasa ya que presentan alta estabilidad (tiempo de vida grande), no requieren
coenzimas ni cofactores y favorecen la biocatalisis!!!.

La principal ventaja del uso de enzimas como parte de los biosensores se debe a su alta
especificidad y, por ende, a su gran poder discriminatorio. Asi, son capaces de detectar
determinadas moleéculas en mezclas complejas con otros materiales de similar estructura,
que pudieran estar presentes en concentraciones parecidas o mayores a las de la molécula
a detectar.

Actualmente se dispone comercialmente de un nimero grande de estos biocatalizadores
altamente especificos y también es posible su aislamiento a partir de materiales biolégicos
mediante la utilizacion de técnicas sencillas. Para conocer con profundidad las grandes
ventajas que han supuesto las mejoras introducidas en los procesamientos y la mayor
especificidad analitica derivadas del uso de estos catalizadores, los ingenieros y cientificos
han de considerar la forma mas eficiente de acoplar los componentes de la reaccion.




Con el desarrollo de nuevas técnicas de analisis quimico, se han llevado a cabo estudios
de investigacion en los cuales se busca utilizar a las enzimas como promotoras de
actividad bicldgica de tal manera que la actividad enzima-sustrato se puede monitorear a
lo largo del proceso para finaimente obtener una sefial que permita la cuantificacion de
analito de interés. Normalmente en estos métodos de cuantificacidn la enzima se
encuentra en solucion.

Los primeros estudios que se llevaron a cabo con el uso de enzimas requerian la utilizacién
de diversas técnicas que ayudasen a la comprension de su actividad tales como la
colorimetria, cromatografia, espectrofotometria, etc. Sin embargo en los dltimos afos se
ha impulsado el desarrollo de nuevas estrategias en la instrumentacion analitica, se trata
de la construccion de dispositivos analiticos que por su simplicidad tanto en su
construccién, manejo y costo, representan un meétodo alternativo a2 los ya existentes.
Estos dispositivos son los llamados sensores quimicos: simples transductores de
informacién quimica en informacidon eléctrica u éptica.

Basados en mecanismos fisicos y quimicos muy variados cuando son utilizados como
verdaderos instrumentos analiticos, no formando parte de sistemas instrumentales mas
complejos, los sensores quimicos estan disefiados para efectuar la medicidn analitica en el
seno de la muestra, por ejemplo, en una corriente fluvial, una conduccion industrial, un
capilar sanguineo o en el interior de una célulat®.

Clasificacion de los biosensores que emplean enzimas:

Biosensores enzimaticos convencionales. Se emplean una o mas membranas,
generalmente composites que contienen una © mas enzimas inmovilizadas, cuya
naturaieza fisica o quimica, permite la eliminacion de interferencias, de esta manera se
aisla al analito de interés para ser transformado en especies idnicas detectables
potenciométrica 0 amperomeétricamente.



Biosensores que integran mediadores electrénicos. Son biosensores enzimaticos
convencionales donde el cofactor enzimatico es reemplazado por un mediador quimico que
al ser reciclado en el electrodo a través de su oxidacién o reduccién proporciona la senal
de transduccidn del sistema. Las sustancias consideradas mediadores electroactivos y que
se usan en la modificacion de moléculas son: ferroceno y sus derivados, etosulfato de
fenazina, benzoquinona, hexacianoferrato, sales conductoras (moléculas organicas
planares con susceptibilidad a la deslocalizacion de orbitales II) tales como: sales de
tetratianofulvalinio (TTF), N-metilfenazinio (NMP™), trimetilamonio (TEA),
tetracianoquinodimetanida (TCNQ), 9-dicianometileno-2,4,7-trinitrofluoreno (DTF).

Bioelectrodos basados en competencia enzimatica. En éste caso dos enzimas (una
de ellas dependientes de NAD(P) y otra dependiente de oxigeno) son inmovilizadas sobre
un electrodo sensible a oxigeno y a NAD(P)H. Ambas enzimas al estar en contacto con la
muestra, compiten por el sustrato, cuya concentracion es determinada mediante el analisis
simultaneo del electrodo de trabajo de oxigeno y NAD(P)H.

Por lo anterior los biosensores que emplean enzimas como biocomponentes pueden hacer
que los procesos sean mas eficientes y, por consecuencia, originar ahorro en muchas
formas. Dado su alto grado de especificidad y sus condiciones moderadas de operacidn,
ayudan a que aigunas operaciones en plantas industriales sean mas eficientes. Esto
significa que mayores cantidades de materias primas puedan ser analizadas en el mismo
equipo y con menos energia, lo que lleva a expandir la capacidad de la planta sin gastos
fuertes de inversion.
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LA REACCION BIOLOGICA

Un factor importante de un biosensor es que retenga la maxima bioactividad y
bioestabilidad de una molécula bioldgica, en todos los biosensores esto se efectda en la
sUpérﬁcie detectora, que consiste normalmente en una capa delgada de material bioldgico
acti\}o en intimo contacto con el transductor eléctrico. En algunos casos el material
biolé"’gico‘ puede estar unido covalente o no covalentemente a la superficie pero
normélyh‘vlente forma parte de una delgada membrana que recubre la superficie detectora.
Gevrie'“rélrnerite, la conversién de un proceso bioldgico en una sefial electrénica es mas
eﬁci_elnte‘cuando es minima la distancia entre el lugar donde la reaccidn bioldgica sucede y
el -lugar-donde la transduccion electrénica ocurre. Ademas, es importante para retener
acti\)idad bioldgica que el material biolégico no se pierda en las soluciones a analizar.

El ‘analito da lugar entonces a la respuesta bioldgica, produciendo una respuesta
electronica. Esta respuesta electronica varia con la respuesta bioldgica, la cual, varia con
la’ concentraciéon del analito unido. Excepto la relacién logaritmica que existe en los
biosensores potenciométricos, las respuestas bioldgicas y electrénicas son a menudo

proporcionales.

Donde la constante de semisaturacién es igual a la concentracién del analito que da lugar
a la mitad de la maxima respuesta electréonica posible (Figura 3). La respuesta es lineal,
hasta el 95%, a concentraciones de analito superiores a aproximadamente una veinteava

parte de la constante de semisaturacion.

Un biosensor que siga esta cinética puede ser usado en un intervalo grande y no lineal si

presenta compensacion electrénica.
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Respuesta electrénica

e — - e - - ——— = - — Respuesta maxima
Controlada cinéticamente
Efecto difusional

______ e — — Mitad de la respuests maxima

Intervalo de linealidad

Controlada por ta difusién
EE Controlada por la cinética

3] L 2 | R 4
4 Concentracion del analito ="

Constante de
semisaturacion

Figura 3 Intervalo de respuesta de un biosensor en condiciones
de cinética biocatalitica y de control difusional

Cuando el analito reacciona como parte de la respuesta bioldgica (es decir, durante una
reacciéon biocatalitica utilizando enzimas y/o células microbianas), un factor adicional es la
difusion del analito desde el resto de la solucién a la superficie de reaccion. Si esa
velocidad de difusién es menor que la velocidad a la que el analito reacciona, esto reducira
la concentracion del analito que sufre ia reaccion. La velocidad de difusién aumenta al
aumentar el gradiente de concentracién. Donde la concentraciéon de! analito es la
diferencia entre la concentracién en la solucién del analito y la concentracion en la
superficie detectora del biosensor, dividida por la distancia a través de la cual el analito
debe difundir.

Al usar la mayoria de los biosensores biocatalizadores confinados por membranas, los
gradientes de concentracién no sdio dependen de la concentracion del analito en la
solucién y en la membrana, sino también del grosor de la membrana; cuanto mas gruesa
es la membrana, mayor es la distancia de difusion desde la soluciéon a la superficie
detectora distal del biosensor, y mayor la cantidad de biocatalizador presente. Ambos
efectos aumentan la impresion de que es la difusion la que controla el proceso. Asi, estos
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biosensores pueden ser disefados para estar bajo control difusional o bajo control cinético
modificando el grosor de la membrana. Cuando la velocidad de difusién del analito es
menor que la velocidad a la que el biocatalizador reacciona, la respuesta electronica
disminuye debido a la menor cantidad de analito presente capaz de reaccionar. Se alcanza
un estado de equilibrio cuando la velocidad de llegada del analito iguala a la velocidad de
la reaccién. La condicion de equilibrio puede ser determinada globalmente por la velocidad
de difusidn, por la velocidad de reaccién o por una dependencia intermedia.

Al depender la velocidad de difusion de la concentracidon global del analito, esta respuesta
electronica esta relacionada linealmente con la concentracién global del analito y, lo que
es mas importante y extrafio, es independiente de las propiedades de la enzima. Asi, el
biosensor es lineal en un intervalo mucho mas grande de concentraciones de substrato
(vea la Figura 2) y relativamente independiente de los cambios en el pH y |la temperatura
de la membrana biocatalitica, al menos mientras la difusidon siga controlando el sistema.
Habria que sefialar, sin embargo, que bajo estas condiciones la respuesta es exciusiva de
un sistema que contenga la misma cantidad de biocatalizador pero que no esté limitado
por la difusidon.La maxima sensibilidad a la concentracidén de analito se obtendria por
utilizacion de membranas delgadas con gran actividad biocatalizadora y con una solucién
de analito bien agitada.

Las cinéticas de la mayoria de los biosensores son dificiles de predecir al depender de la

difusividad en la solucion y en el volumen del biocatalizador; 1a naturaleza, porosidad, y
propiedades fisicas de las membranas; la cinética intrinseca del biocatalizador; el proceso
de transduccién electrdnica y su cinética; la forma bajo la cual el analito es presentado; y
otros factores no especificos. En general, todas estas cinéticas se determinan
experimentalmente utilizando el biosensor completo y, por tanto, es muy importante que
la configuracién del biosensor sea reproducible!.
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TRANSDUCTORES

Un traductor se encarga de transformar la sefal producida en el proceso de
reconocimiento analito-receptor en una sefial de tipo eléctrica. Cuando se lleva a cabo
esta interaccidn puede existir una variacion en la concentracidn de ciertos iones
(H* ,NH,*,CN", T, etc.), especies gaseosas (Oz, COz, NH3), o de la absorbancia u otros
parametros 6pticos, de calor, masa, conductividad, transferencia de electrones. Si dicho
cambio es generando en la proximidad del transductor podra ser convertida por €ste en
una sefial eléctrica cuantificable, previa amplificacion y procesamiento digital. En la figura
4 se puede observar en forma de diagrama el principio general de operacién de un
biosensor.

Detector bioldgico de la molécula

BIOCOMPONENTE|

Il

PRODUCTO, REACTANTE O PROPIEDAD FISICA

La interaccidn puede ser de tipo: electroquimico, ﬂ

térmico, mdsico u Sptico

[TRANSDUCTOR FISICO|
Transduccidon de la sefial generalmente al dominio ﬂ

eléctrico

[SENAL ELECTRICA]

Amplificacidn, almacenamiento y procesamiento

[IDATOS DE SALIDA
Deteccién y control ﬂ

ENFORMACION

Figura 4 Principio general de operacién de un biosensor
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Los diferentes tipos de transductores que se emplean son los siguientes:

e Opticos. Se monitorean los cambios en las propiedades dpticas, y pueden ser
medidos por absorbancia, fluorescencia, luminiscencia quimica, interferometria,
difraccion o polarizacién. Los transductores opticos se dividen en dos categorias: (1)
modo extrinseco, la luz incidente pasa a través de la muestra e interactua
directamente con ella y (2) modo intrinseco, la luz incidente no pasa directamente a
través de la muestra pero se propaga mediante una onda guia.

« Piezoeléctrico. Estos transductores son sensibles a cambios de densidad, elasticidad
o conductividad eléctrica de la superficie en la que la onda acustica se propaga.

e Eléctrico. Existen 6 tipos de transductores eléctricos: potenciométrico,
amperomeétrico, conductimétrico, capacitancia, impedancia y estado de oxidacion. Los
potenciomeétricos, que monitorean cambios de pH en el medio, y los amperomeétricos,
que monitorean el potencial redox, son los mas utilizados.

e Térmicos. Los transductores térmicos monitorean cambios de temperatura, y son
utiles en sistemas que utilizan enzimas o microorganismos que catalizan reacciones
acompafiadas con modificaciones de calor!s),

e Electroquimicos. Sobresale la utilizacion de transductores electroquimicos con los
cuales se puede medir la concentracidn de perdxido de hidrégeno, oxigeno y la
transferencia de electrones. Son simples, sensibles, fiables, de respuesta rapida,
precisa y requieren de instrumentacion de bajo costo. En estos se utilizan técnicas
electroquimicas como son amperometria y potenciometria. Las reacciones enzimaticas
de los sustratos regularmente incrementan la sensibilidad de este tipo de trasductores,
por lo que, esta combinacion ha dado resultados exitosos en el empleo de mas de 80
sustratos empleados como biocomponentes para la fabricacion de biosensores
electroquimicos, siendo estos en su mayoria de interés para la industria alimentaria.

En la Tabla 4 se muestran aigunos ejemplos de los transductores anteriormente
mencionados, sefalando mas detalladamente algunas de sus ventajas y desventajas, asi
como sus aplicaciones
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Transductor

Tabla 4 Ventajas y desventajas de diferentes sistemas de biosensores

Ventajas

Desventajas

Aplicaciones

interferencias Spticas
tales como color y
turbidez

una gran cantidad de
enzima

Sistema dptico Bajo costo, puede ser | Requiere de una fuente de | Aceteldehido, alanina,
miniaturizado, libre de | alta energia, solo aplica en | malato, lactato, nitrato,
interferencias un intervalo estrecho de glucosa, glicerol, etanol,
eléctricas concentracion, xilitol, isocitrato, sorbitol,

interferencia por la luz del | glutamato, galactosa.
medio ambiente

Pi 1étrico Respuesta rapida, Baja sensibilidad en Glucosa, Salmonella, E.
simple, estable, bajo aplicaciones para Coli._Candida, otros
costo, no requiere un muestras liquidas microorganismos y
especial manejo de la | interferencia debidas a toxinas microbianas.
muestra enlaces no especificos

Calorimétrico Versatilidad, libre de Alto costo, requiere de Acido ascoérbico, glucosa,

lactato, triglicéridos,
colesterol, galactosa,
etanol, sucrosa, oxalato,
lipidos, xantina e
hipoxantina.

(] ( imicos:

Electrodo ion
selectivo (ISE)

Simple, disponible

Respuesta lenta, requiere
de un electrodo de
referencia, susceptible a!
ruido electrénico

Glutamato, urea, nitrito,
aminoacidos, glucosa
(ISE basado en pH),
colesterol y alcoholes
(ISE basado en yoduro),
Amigdalina (ISE basado
€n cianuro).

Electrodo de
O;

Simple, Alta
sensibilidad

Baja sensibilidad

Principalmente
desarrollado para
glucosa, sulfito,
glutamato, etanol,
oxalato, L-aminodcido,
tirosina,monoamina
(junto con una oxidasa o
una c€lula microbiana.

Electrodo H,0;

Simple,
Alta sensibilidad

Baja selectividad

Sulfito, glucosa,
colesterol, glutamato,
nucleétidos, putresina,
cadaverina, histamina, L-
aminoacidos, aspartama,
lactato, glutamina,
alcoholes.

Transistor de
efecto de
campo ion
sensible
(ISFET)

Bajo costo, produccion
de masa, estable,
requiere una pequefa
cantidad de material
bioldgico, monitoreo
de varios analitos
simultaneamente

Sensible a la temperatura,
fabricacién de diferentes
capas que han sido
perfeccionadas

Glucosa, lactato, urea y
varios iones.
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Posteriormente podremos observar la figura 5, que corresponde a un diagrama a manera
de resumen de los biocomponentes y transductores mas comunmente usados en la

construccion de biosensores y sus aplicaciones en la industria alimentaria.

BIOSENSOR

Biocomponentes
Enzimas, células microbianas, receptores, DNA, anticuerpos,
antigenos, etc.

Métodos de tr cion de sehnal
Electroquimico (H202, O, transferencia de electrones)
Optico ( absorbancia, flucrescencia, quimilumininicencia)
“Térmico (cambio de temperatura, liberacion de calor)
Cristal piezoeléctrico (cambio de masa, frecuencia)

APLICACIONES

INDUSTRIA DE ALIMENTOS
Componentes mayoritarios y minoritarios de alimentos
Conservadores, colorantes y edulcorantes
Toxinas, insecticidas, antibidticos, hormonas
Contaminacion microbiana, compuestos toxicos
Calidad, control y procesamiento de alimentos

Figura 5 Biocomponentes y transductores cominmente usados en la construccién de
biosensores
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BIOSENSORES ELECTROQUIMICOS

Este tipo de sensores emplea el elemento de biorreconocimiento en combinacién con
transductores electroquimicos. Esto significa que el reconocimiento bioldgico debe
transformarse en una sefial medible electroquimicamente. Los electrodos puden ser
faciimente miniaturizados y gracias a la avanzada tecnologia de semiconductores y
serigrafia estos sistemas pueden ser producidos masivamente. Estas caracteristicas han
hecho posible su gran desarrollo dentro del area de los biosensores, siendo en funcion del
numero de publicaciones y sensores comerciales el transductor mas favorecido. Son de
funcionamiento simple, sensibles, de bajo costo, repuesta rapida y son capaces de operar
en soluciones turbias, tales como matrices de alimentos.

Se dividen en tres grupos:

(1) Biosensores amperomeétricos. En la deteccidn amperomeétrica, el electrodo se
somete a un potencial constante y se mide la corriente electrica generada por la
conversion electroquimica de la especie redox presente en la disolucidn. Por tanto, en
la interfa electrodo-disolucién se produce una transferencia de electrones entre la
disolucion y el electrodo. Determinan las corrientes eléctricas asociadas con los
electrones involucrados en los procesos redox, basados por lo tanto, en la oxidacion o
reduccion de un compuesto electroactivo en un electrodo mientras un potencial
constante es aplicado a este electrodo con respecto a un segundo electrodo. La
corriente resultante es medida en uno de los dos electrodos y corresponde a una
medida directa de la velocidad de la reaccidn elctroquimica.

Las ventajas de las técnicas amperométricas como transductires son
fundamentalmente la elevada sensibilidad y la rapida respuesta que producen. Los
electrodos comunmente utilizados estan construidos de materiales como platino, oro o
carbono. Los inmunosensores amperomeétricos utilizan sistemas enzimaticos redox.
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Biosensor electroquimico que esta basado en electrodos de tinta de impresién
(SPEs). Estos electrodos de tinta de impresion son de uso portatil, simple y su tecnologia
de fabricacion no es costosa. Originalmente los SPEs eran utilizados para la determinacion
de glucosa en sangre, pero sus aplicaciones se han ampliado, incluyendo la determinacion
de otras biomoléculas, insecticidas, metales, aniones y contaminantes. También han sido
utilizados para la produccion de electrodos para iones especificos. Los biosensores de tinta
de impresién son elaborados por la mezcla de un mediador y/o enzima con tinta de
carbon; este biosensor consta de un electrodo de trabajo, un electrodo de referencia y un
electrodo auxiliar, colocados generalmente sobre un soporte ceramico!®l.

(2) Biosensores conductimétricos, determinan cambios en la conductancia asociados
con cambios en el ambiente idnico de las soluciones.

Los biosensores potenciométricos han sido reemplazados por Ilos biosensores
amperométricos debido a su mejor resolucién. Sin embargo, los biosensores
potenciométricos presentan ciertas ventajas cuando metabolitos de actividad
electroquimica, tales como CO;, NH; y acidos organicos son secretados por
microorganismos; ademas los electrodos potenciométricos son mas baratos que los
electrodos amperomeétricos (por ejemplo, los electrodos para Oz, H.0;)!%).

(3) Biosensores potenciométricos. Usan electrodos selectivos para ciertos iones;
determinan el potencial entre dos electrodos cuando hay un flujo de corriente entre ellos,
para determinar cambios en la concentracion de los iones escogidos (por ej., iones
hidrogeno). Generalmente uno de los electrodos es la referencia y el otro es el indicador o
de trabajo. Los aparatos potenciométricos mas comunes son el de pH y el electrodo
selectivo de iones.

Estos electrodos, caracterizados por una transferencia de carga a traves de una interfase
en condiciones de corriente cero y en conjuncion con diversas enzimas, como marcadores
de reaccion de afinidad, permiten su utilizacion para la deteccion de distintos analitos. Por
otro lado, la reduccion de las dimenciones de los electrodos utilizados en los biosensores
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potenciométricos pueden obtenerse mediante la utilizacién de dispositivos quimicamete
sensibles basados en semiconductores. Ademas de su pequefio tamano, estos dispositivos
pueden beneficiarse de las técnicas estandarizadas de fabricacion a gran escala y
utilizadas en la industria de semiconductores. El dispositivi representativo de este grupo es
el ISFET (transductor de efecto de campo selectivo a iones).

En la figura 6 se ilustra un esquema de un biosensor de tipo ISFET, en donde se logra
observar detalladamente cada una de sus partes.

ESOQOUEMA DE UN _BIOBENSOR FET

_AgsAgCt il | AEFERENCIA
<£ S or ST Ganenana exrenna

e} g:i?) @#:QD LECHO DE

o tAmMBRANA INTERNA

SUTRURD OF BILICIO (FUERTA)
- Lo
i ta

11
== i}
Vo asfRaL
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Figura 6 Esquema de un biosensor FET's.

Durante los Ultimos afios se han realizado esfuerzos para producir un biosensor
electroquimico miniaturizado, usando unos dispositivos electrénicos convencionales
llamados transistores de efecto de campo (FET’s), ISFETs (dispositivos ion-selectivos) o

CHEMFET (sensores quimicos que miden la energia de reaccién con moléculas simples).
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Sin embargo, todavia no se han resuelto los problemas fundamentales en la construccidn
de este tipo de biosensores. Las tecnologias requeridas de inmovilizacién y fabricacion
necesitan un mayor desarrollo. La estabilidad térmica y quimica del elemento sensible
tiene que ser investigada. En concreto, la encapsulacion se ha convertido en un problema
crucial mientras que las propiedades de conduccion de la superficie del material sensor, tal
como nitruro de silicio, se han demostrado que son dificiles de superar. Estos "chips"
sensores (aproximadamente 30 mm de didmetro) son similares a los usados en los
ordenadores excepto que la puerta metalica que controla la corriente del transistor es
reemplazada por un material organico o bioldgico. El material sensible responde a un
cambio en el medio circundante, bien sea gaseoso o liquido. La respuesta ejerce un efecto
de campo sobre la corriente de fuente a sumidero en el FET. Usualmente esta corriente se

mantiene constante mientras se registra la tension de fuera necesaria para lograrlo.

21



BIOSENSORES ELECTROQUIMICOS PARA MONITOREAR LA CONCENTRACION
DE GLUCOSA

BIOSENSORES AMPEROMETRICOS

Las reacciones redox catalizadas por enzimas pueden formar la base de la mayoria de los
biosensores si el flujo de electrones redox se puede determinar. En condiciones normales,
se aplica un voltaje constante entre dos electrodos y la corriente, debida a la reaccién de

"los electrodos, se determina. En este principio se basa el primer y mas sencillo biosensor.

Este biosensor se usd para la determinacién de glucosa y se basa en el electrodo de
oxigeno de Clark. lLa Figura 7 muestra una seccidn de este sencillo biosensor
amperométrico.

/-——\\.5
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Giucosa

Figura 7 Biosensor amperomeétrico de glucosa basado en un electrodo
de oxigeno que utiliza glucosa-oxidasa (GOD)
Entre el catodo central de platino y el dnodo circundante de plata/cloruro de plata se
aplica un potencial de -0,6 V. El oxigeno molecular disuelto se reduce en el catodo de
platino y el circuito se cierra mediante una solucién saturada de KCI. El compartimento del
electrodo estd separado del biocatalizador por una fina membrana de plastico, permeable
sdlo para el oxigeno, y a menudo, hecha de Tefién. Una membrana que es permeable sélo
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a moléculas de bajo peso molecular, incluyendo los reactivos y los productos, mantiene

proximo el biocatalizador al electrodo.

Reaccidn del cdtodo (-0,6 V) 02 + 4H* + 4e-—® 2H, O

Reaccion del dnodo 4Ag° + 4CI » 4AgCl + 4e”

La glucosa se determina por la disminucién de la concentracién del oxigeno molecular
disuelto cuando la glucosa-oxidasa cataliza la siguiente reaccion redox:
glucosa-oxidasa
Glucosa + 0, —®  B-gluconolactona + H, 0,

Se pueden ajustar las condiciones de forma que la velocidad a la cual se pierde oxigeno
del compartimiento que contiene el biocatalizador sea proporcional a la concentraciéon de
glucosa de la solucién analizada. Se pueden usar otras oxidasas con esta configuracion
basica, incorpordndolas a una membrana por inmovilizacion mediante tratamiento de la(s)
enzima(s) disuelta(s) y una proteina diluyente con glutaraldehido en un soporte de nylon o
celulosa. Un método alternativo para determinar la velocidad de reaccién es detectar el
perdxido de hidrogeno producido directamente, invirtiendo la polaridad de los electrodos y
usando una membrana de acetato de celulosa en lugar de una de Teflén para retardar los

aniones y permitir el paso del peréxido de hidrégeno (Figura 8b).
Reaccion del cdtodo 2AgCl + 2e—#»  2Ag° + 2CI

Reaccién del danodo de platino (+0,6 V) H,07—% 0, + 2H" + 2e”

Figura 8 Mecanismos redox para la configuracion (b) de un biosensor amperométrico.
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Este tipo de electrodos se podrian incluso utilizar en la determinacion de substratos para
los cuales no existen oxidasas directas. Este es el caso de la sacarosa, que puede ser
determinada incorporando una capa de invertasa sobre la de glucosa-oxidasa para
producir glucosa, la cual si puede ser determinada con su oxidasa. Las interferencias con
la glucosa presente en la muestras se minimizan incluyendo una fina capa anti
interferencia compuesta por glucosa-oxidasa y peroxidasa por encima de ambas capas que
elimina la glucosa sin reducir significativamente la difusiéon de oxigeno hacia el electrodo.
Una solucion alternativa que permite analizar conjuntamente glucosa y sacarosa
A aprovecha el periodo de retardo que existe entre la deteccidon de la glucosa existente en el
medio y la que se produce por la accidon de la invertasa sobre la sacarosa (Figura 9).

(a) Invertasa

flujo

electrodo

&gluconolactona

(b) respuesta glucosa

—p—S 3 CAND S

..ol

Figura 9 Membrana para sacarosa con capa anti-interferencia y controlada cmematlcamente La
muestra se introduce en un rapido pulso en la corriente.

Un avance importante en el desarrollo de biosensores microamperomeétricos proviene del
descubrimiento de la capacidad del pirrol para polimerizarse mediante oxidacion
electroquimica en condiciones lo suficientemente suaves como para atrapar enzimas y
mediadores en su superficie sin desnaturalizarlos. De esta forma, se puede recubrir la
superficie de pequefios electrodos polimerizando pirroles junto con biocatalizadores y
mediadores, utilizando métodos de microfabricacién de microprocesadores, e incluso,

disponiendo varios sensores en los mismos (Figura 10).
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electrodo de referencia

glucosa-oxidasa ferroceno polipirrol
lactato-oxidasa ferroceno polipirrol
// electrodo contador

Figura 10 Microelectrodo combinado para detectar glucosa y lactato.

Se ha disefiado un biosensor que consiste en un electrodo de referencia de Ag/AgCl y un
electrodo de tinta de carbon que contienen una especie electrocatalitica, cobalto
ftalocianina; el electrodo es cubierto con una capa de acetato de celulosa y la enzima
(glucosa oxidasa), la especie electrocatalitica permite la deteccién de H;O; en un potencial
de 0.40 (V/AgQ/AgCl). La capa de acetato de celulosa actlla como un soporte para la
enzima y también como una membrana selectiva, lo cual excluye compuestos interferentes
tales como acidos ascérbico y el acido uUrico. Marcinkenviviene y Kulys (1993) utilizan
también la produccion de H;O, para la determinacién de glucosa, pero utilizan
hexacianoferrato (II) como mediador, lo cual requiere de una enzima (peroxidasa de
rabano, PO) adicional para su conversion a hexacianoferrato (III).

H,0, +2Fe(CN)5‘" + 2H* —_— 2H, 0 + ZFE(CN)E,B-

El hexacianoferrato (III) enlazado en la superficie es electroquimicamente reducido
nuevamente a hexacianoferrato (II).

2Fe(CN)¢> + & —» 2Fe(CN)s"
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La sefal proviene de la reduccidn electroquimica se observa a un potencial de 0.0V vs
Ag/AgCl.

Koopal et al. (1994), desarrollaron un biosensor de Glucosa que consiste en la
polimerizacién de pirrol sobre un electrodo de platino previamente cubierto con una capa
de latex, el cual es posteriormente inmerso en una solucién de enzima (GOD), una vez
seco la membrana de latex-polipirro-GOD fue removida, tamizada y mezclada con grafito
generando asi el electrodo de trabajo, el electrodo de referencia es de Ag/AgCl y un
auxiliar de carbono. La glucosa fue determinada amperomeétricamente a 0.35V.

Silber et al. (1996), exploraron la posibilidad de emplear glucosa deshidrogenasa; esta
reaccion requiere el factor NAD™ como aceptor de electrones para generar NADH que es
electroquimicamente oxidado para producir la respuesta a medir!®.

Un biosensor que detecta la concentracion de glucosa en sangre, construido y vendido
para el control de los enfermos diabéticos, se basa en este sistema y presenta un aspecto
muy similar al de un boligrafo (Figura 11). El area detectora es un dispositivo con un
electrodo de un solo uso que se acopla a la punta del aparato. Este electrodo esta
fabricado mediante deposicion sobre una tira de plastico y consta de un electrodo de
referencia de Ag/AgCl y un electrodo de carbono con glucosa-oxidasa y un mediador de
ferroceno derivado. Ambos electrodos estan cubiertos con un tejido hidrofilico que permite
el paso de moléculas de diversos tamafios para asegurar la difusion homogénea de la gota
de sangre y evitar procesos de evaporacion desigual. Los electrodos se mantienen secos
hasta que se usan y duran una media de seis meses si se mantienen en su envoltorio de
aluminio. Detectan concentraciones de glucosa de entre 2 y 25 mM en una gota de sangre
y muestran el resultado en 30 segundos. Cientos de miles de personas con diabetes usan
_estos biosensores habitualmente en mas de 50 paises del mundo!®,
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Figura 11 Los sensores MediSense Exac Tech Companion y Pen, junto con sus tiras reactivas.
Fabricados pos MediSense Contract Manufacturing Ltd. Abingdor, Oxfordshire, UK.

APLICACION INDUSTRIAL DE BIOSENSORES PARA MONITOREAR GLUCOSA

Una aplicacion industrial de estos biosensores se encuentra en el control de procesos
biotecnoldgicos, en los que la determinacidn de giucosa es de gran interés, ya que este
monosacarido no solo es la principal fuente de carbono sino que también es el sustrato
limitante de crecimiento. Operacionalmente, un exceso en la concentracion de glucosa
puede ocasionar una sobreproduccion de acido lactico, 1o cual se refleja en la distribucion
del pH. La concentraciéon de glucosa puede ser usada para ajustar e! metabolismo celular
entre los estados glicolitico y oxidativo.

Los sistemas analiticos para monitorear la concentracién de glucosa en procesos
biotecnoldgicos tales como la fermentacion deben cumplir tres requisitos: mantener la
esterilidad, permitir la determinacidn en un amplio intervalo de concentraciéon vy
proporcionar los resultados en un tiempo rapido. En el monitoreo de procesos que se
efectila en bioreactores, existen dos posibles estrategias disponibies usando biosensores.
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1. El biosensor es usado afuera del reactor, por ejemplo un sensor enzimatico
externo.
2. El biosensor es colocado /7 situ en el reactor.

La utilizacidn de biosensores /n sit puede ser ventajosa cuando se tienen dificultades en
la extraccion y transporte de la muestra, pero también presentan ciertas desventajas, tales
como: el sensor debe poder ser esterilizado, el modo de operacién no permite el
tratamiento de la muestra o la manipulacién de las condiciones del medio ambiente de la
muestra con respecto al pH, capacidad amortiguadora o concentracidon de oxigeno, la
recalibracidon del sensor se dificulta y es necesario para el proceso el control de
temperatura y presion.

El uso de bisensores fuera del reactor pero en linea presenta grandes ventajas: no se
requiere la esterilizacion del sensor, el pH puede ser ajustado por la adicion de un
amortiguador apropiado y la determinacién de la temperatura puede realizarse facilmente.
Para estos procesos de monitoreo se requiere de técnicas eficientes de muestreo con la
capacidad de obtener muestras repetitivas, esto se consigue con el uso de un sistema de
analisis de inyeccion de flujo (FIA).

La posibilidad del uso de biosensores como sistemas de monitoreo en procesos
biotecnoldgicos fue probada por la determinacion de la concentracidon de giucosa utilizada
en la fermentacién de tres tipos de procesos:

1. La fermentacion de un medio industrial por £ Co/.
2. La fermentacion de maita para obtener cerveza con Saccharomyces cerevisiae.

3. La fermentacién acido lactica por Lactobacillus plantarum™.

A continuacidon se presenta una lista (tabla 5) de los biosensores que monitorean glucosa
disponibles en el mercado para el uso de la industria de alimentos.
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Tabla 5 Biosensores para monitorear Glucosa disponibles en el mercado.

Manufacturera/ instrumento

Yellow Springs Instruments (YSI)
Analysers (Yellow Springs, OH,
EE.UU.)

Compuesto de analisis

Glucosa, lactato, etanol,
sucrosa, lactosa, glutamato

Comentarios

Los analitos son cuantificados
entre 1 min. De inyeccidn,
H.O, es detectado
electroquimicamente.

Glucoprocesseur (Solea-Tacussel,
VillVilleubanne, Francia)

Glucosa y lactato

El principio de deteccidon es
similar al YSI analyser.

Glucosa y L-lactato pueden
ser ensayados cada 90 seg.

EKSAN Enzyme Analysers
(patentado en la antigua URSS)

Glucosa, lactosa, sucrosa,L-
Lactato, etanol y amino-
acidos

H.0; es detectado

ESAT Glucose Analyser Glucosa Se detecta H,0,, cada
(Eppendorf, Hamburgo, membrana de glucosa oxidasa
Alemania) es util para 2000 ensayos.
Apec glucose analyser (Danvers, | Glucosa El consumo de oxigeno es

MA, EE.UU.)

detectado.

Biometra biosensors for HPLC
(Biometra Biomedizinische
analytik GMBH, Gotinga,
Alemania)

Glucosa, metanol y etanol

Separacién por HPLC con
biosensor deteccion
postcolumna.

Toyo Jozo Biosensors (Tokio,
Japdn)

Glucosa, lactato, colesterol,
triglicéridos y fosfolipidos.

Las enzimas son inmovilizadas
en un electrodo para O,.

En la tabla anterior se muestra que los biosensores son variados y ampliamente utilizados

por la industria de alimentos. Este tipo de biosensrores estan basados en tecnologias,

tales como electrodos para detectar concentraciones de oxigeno o perdxido de hidrégeno

con una enzima oxidasa inmovilizada.
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TECNICAS ELECTROQUIMICAS

VOLTAMPEROMETRIA cicLICA™

En el método de Voltamperometria ciclica (VC) el barrido de voltaje puede ser de hasta
100 V s, No obstante, en condiciones normales la velocidad de barrido de voltaje es
cercana a 0.01 — 1 V s, En un experimento de VC, el electrodo de trabajo puede ser de
oro, platino, carbono, mercurio, o cualquier otro material conductor electroquimicamente
inactivo dentro del intervalo de potencial que se va ha barrer. Como ocurre con todas las
técnicas de voltamperometria, se barre el voltaje y se mide simultaneamente la corriente
resultante. Sin embargo no se emplean protocolos de puisos de potencial o de muestreo
especial de corriente. El barrido del voltaje no es unidireccional, como en Ila

voltamperometria lineal.
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Figura 12 Vvoltamperograma ciclico.

Se definen los potenciales picos anddicos y catddicos y las corrientes de pico. Las
corrientes de pico se miden a partir de Ia linea base extendiéndose hasta la region antes
de que se inicie la electrdlisis. E! potencial se barre como se indica en la figura 12. Los
ejes de voltaje de ambas graficas son iguales. La parte “ciclica” que aqui se muestra se
inicia al potencial de cero volts en relacién con el potencial de referencia. Eil sentido del
primer barrido se dirige hacia potenciales mas positivos y da como lugar la oxidacion del
compuesto. Después se invierte el barrido. El pico catddico se debe a la reduccién del
material que se oxidd anteriormente durante el barrido. La oxidacion original produce el
pico anddico.
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Antes de describir el origen de esta curva de forma extrafa, es necesario proporcionar
algunas definiciones y una explicacion de las convenciones que se tuvieron en cuenta para

la grafica.

e En el eje horizontal, que corresponde al voltaje, se colocan los potenciales mas
negativos hacia la derecha y los mas positivos hacia la izquierda. Esta convencién
surge de la polarografia. Sin embargo, también se emplea con frecuencia ia
convencion opuesta, de modo que es preciso leer los rétulos del eje con cuidado.

e Cuando se colocan los potenciales mas negativos hacia la derecha, las corrientes
para la reduccion se grafican en forma creciente (hacia arriba), como se observa
en el voltamperograma de la figura 12. Estas se denominan corrientes catédicas
y se representan por i.. En consecuencia, las corrientes oxidativas (anédicas) i, se
grafican en forma descendente.

e FEl barrido de voltaje comenzd en cero y procedid hacia el lado positivo. El barrido
de voltaje hacia potenciales mas positivos se llama barrido positivo. El barrido de
voltaje hacia potenciales mas negativos se llama barrido negativo.

e Hay picos en las corrientes como se observa en la figura 12. el potencial al cual se
alcanza el pico con la corriente catddica se llama potencial de pico catédico y se
abrevia Epc © (Ep).. El potencial de pico anddico se abrevia como se indica, Ega.

e Las corrientes que corresponden a los picos se abrevian i. e i. Y se refieren,
respectivamente, a las corrientes de {os picos catédicos y anddicos.

e las corrientes de pico se miden como corrientes por encima de los niveles de
fondo. La extrapolacidon del fondo se indica en la figura mediante las lineas
punteadas. La magnitud (por encima del fondo) de cada corriente de pico (si las
demas condiciones permanecen constantes) es proporcional a la concentracion de
la especie electroactiva que participa.
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« La diferencia de voltaje entre los picos es inversamente proporcional al nimero de
electrones que se transfieren. Algebraicamente,

Epa - Epe = 0.059  a 25°C
n

La ecuacidn es valida para los pares electroquimicos reversibles. Si la reaccion no es
reversible en el electrodo, entonces los picos estaran mas distantes. De este modo la
relacién sélo es valida dentro del limite de la reversibilidad; de lo contrario, la ecuac_:ic'm
describe el limite inferior para {a separacion de los picos. Teniendo esto en cuenta, se
puede determinar el valor de 57, el niUmero de electrones transferidos en la reaccién, a
partir de voltamperogramas ciclicos.

Como se observa, las posiciones de los picos son muy utiles y permiten determinar los
potenciales redox en pocos minutos. Cada par redox reversible produce un conjunto de
picos (uno anddico y otro catddico) centrados en torno a E°. Por consiguiente un
voltamperograma ciclico indica con rapidez la presencia de cualquier especie que
experimente reacciones de oxido-reduccion en el electrodo, dentro de los limites fijados
por la electrolisis del disolvente y la descomposicién del electrodo. Sin embargo los
potenciales formales deben ser suficientemente distintos para que se logre la resolucion
de los picos debidos a cada par redox.

CRONOAMPEROMETRIAI®°:11]

Esté constituida por dos etapas: un periodo de concentracion o preelectrdlisis, en el que el
componente deseado se deposita anddica o catddicamente, y una etapa de electrdlisis
inversa en la cual se determina el componente. En ia variante anddica del analisis por
}edisolucién el metal o los metales considerados se reduce con un potencial controlado por
un tiempo fijo en condiciones constantes de geometria y agitacién. El electrodo de trabajo
en algunos casos es un electrodo sdlido inerte, tal como platino o carbdn. La disolucién
anddica final o proceso de redisolucion implica una exploracién anddica linea! en la que se
oxida el metal.




Esta técnica utiliza un potencial constante a un tiempo determinado al principio el aporte
de la corriente es por parte de la corriente capacitiva, hasta que comienza a dominar la
corriente de difusion y alcanza su valor maximo en la corriente limite de difusién en donde
todo io que llega al electrodo se electroliza, de ahi que el patrén de la curva se haga
asintética. Encontrando la solucién para la ecuacion de difusion en el caso donde esta
presente un oxidante se tiene la ecuacion de Cottrell:

ia (t) = NnFADY2C;
7‘:1/2 tl/2

Donde: n = nimero de electrones transferidos/molécula
constante de Faraday (96,500 C mol™!)

area del electrodo (cm?)

coeficiente de difusidn gcm2 s
concentracién (mol cm™)

[T

Y-

Notese que el efecto de la disminucion de la especie electroactiva cercana a la superficie
es caracterizado por una funcién inversa de tV/2,

En las mediciones practicas de i-t, en las “condiciones de Cottrell”, uno deberd ser
precavido del instrumental y de las condiciones experimentales. En la figura 13 se muestra
un Cronoamperograma, el cual ilustra mas detalladamente la técnica anteriormente
descrita.

-
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Figura 13 Cronocamperograma de corriente contra tiempo a un potencial constante de electrdlisis.

En ia figura anterior se observa un cronoamperograma a un potencial constante de
electrdlisis, en donde logramos distinguir una sefial en color rojo, la cua! nos indica
diferentes valores de corriente (nA), con respecto al tiempo (sec).
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MICROCELDA DE DETECCION ENZIMATICA

La Microcelda Electroanalitica de Deteccién Enzimatica como se observa en la figura 14, es
un dispositivo que contiene una superficie reactiva proporcionada por la incorporacién de
una sustancia bioactiva (Glucosa Oxidasa), en la cual se genera una respuesta capaz de
ser medida cuando ésta es puesta en contacto con una especie de interés (analito:
glucosa). El aparato y la instrumentacion asociada convierten la respuesta, cuantitativa,
entre analito-superficie reactiva en unidades de concentracion de analito. La
transformacién del analito por el transductor bioquimico en otra especie quimica (Perdxido
de Hidrogeno), es convertida en una sefial medible por el trasductor fisico (potenciostato-
galvanostato, el programa Volta Master y MIMP).

Pherc teavetes Accalior AL 1320

Figura 14 Microcelda de Deteccion Enzimatica.

La Microcelda Electroanalitica de Deteccidn Enzimatica para ensayos con glucosa, que en
esencia es un biosensor, puede ser incorporado con trasductores numéricos y el bio-
componente empleado a la Glucosa oxidasa (GOD), donde la glucosa es una especie que
puede ser determinada utilizando la funcidn catalitica de enzima.La reaccién enzimatica
que involucra a la (GOD), oxigeno y glucosa seguido por la oxidacion electrocatalitica de
peroxido de hidrégeno y acido glucdnico, que se representa de la siguiente manera:

Glucosa + O, ——S92 5 Acido glucdnico + H,0,

La reduccién del oxigeno o la oxidacién de! perdxido de hidrégeno es realizada en un
electrodo de platino 2 —600 y +600 mV/ECS, respectivamente.
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CARACTERISTICAS DE LA GLUCOSA

La D-glucosa, el carbohidrato mas abundante y también el compuesto organico mas
abundante (si se consideran todas sus formas de combinacion), pertenece a la clase de los
carbohidratos denominados monosacaridos. Los monosacaridos son moléculas de
carbohidratos que no pueden ser degradadas a moléculas de carbohidratos mas simples
por hidrdlisis, por lo que son conocidos a menudo como azicares simples. estos pueden
unirse para formar estructuras mayores, oligosacaridos y polisacaridos, que a su vez

pueden ser convertidos en monosacaridos por hidrdlisis 31,

La D-glucosa es al mismo tiempo un polialcohol y un aldehido. Es clasificada como una
aldosa, término con el que se designan a los azlucares que contiene un grupo aldehido. La
terminacion —osa significa que es un azucar, el prefijo ald- significa que posee un grupo
aldehido. Cuando la D-glucosa se represente de forma abierta o vertical, como una cadena
lineal, conocida como estructura aciclica, con el grupo aldehido en (posicion 1) en la parte
superior y en el grupo hidroxiio primario (posicion 6) en la parte inferior, se observa que
todos los grupos hidroxilo secundario se encuentran en atomos de carbono que poseen

cuatro sustituyentes distintos.

En consecuencia, estos atomos de carbono son quirdticos. La glucosa posee cuatro
atomos de carbono quiralicos: C-2, C-3,C-4 y C-5. A la glucosa existente en la naturaleza
se le designa D-glucosa. Existe también una forma molecular que es la imagen en el
espejo de la anterior denominada L-glucosa. Puesto que cada atomo de carbono quiralico
tiene una imagen en el espejo, existen 2” formas de estos atomos. Por tanto, en una
aldosa de seis carbonos, existen 2* o, lo que es lo mismo, 16 formas diferentes de los
atomos de carbono que contiene grupos hidroxilicos secundarios, o que permite la
formacién de 16 azlUcares de seis carbonos con un grupo aldehido. Ocho de elios
pertenecen a la serie D (véase en la figura 16), otros ocho son sus imagenes en el espejo

y pertenecen a la serie L.
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Figura 15 D- glucosa (cadena abierta o estructura aciclica).

Todos los azlicares que presentan el grupo hidroxilo en el atomo de carbono quiralico con
el nimero mas alto (C-5 en este caso) en el lado derecho se les conoce arbitrariamente
azucares de la serie D, y a los que presentan ese grupo hidroxilo en el lado izquierdo se
les denomina L- azicares. En la figura 15 se recogen dos representaciones distintas de la
D-glucosa en su forma abierta, aciclica (llamada proyeccion de Fischer), con los atomos de
carbono numerados a la manera convencional. A |la D-glucosa y a todos los demas
azlcares que contiene seis atomos de carbono se les denomina hexosas, y es el grupo
mas comun el de las aldosas.

i O-Frioen

o-Glicwrosa

—

I
L
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FEET i1~

D-Taloon

Figura 16 Estructuras de Rosanoff de las D-aldosas que contienen de 3 a 6 atomos de carbono.
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En esta figura, el circulo representa el grupo aldehido, las lineas horizontales denotan la
localizacion de cada uno de los grupos hidroxilo en su atomo de carbono quiralico, y en la
parte inferior de las lineas verticales estan los grupos hidroxilo primarios terminales no
quirdlicos. Esta forma abreviada de representar la estructura de los monosacaridos se
denomina método de Rosanoff. Los azlicares cuyos nombres se encuentran en itdlica en la
figura 16 se hallan comiunmente en plantas, casi exclusivamente en forma combinada. Por
tanto, forman parte de nuestra dieta en sus formas combinadas.

La D-glucosa es casi la Unica aldosa libre habitualmente en los alimentos naturales, y soélo
en pequefias cantidades.

ISOMERIZACION DE MONOSACARIDOS ( D-Glucosa) 1]

Las aldosas y cetosas sencillas que contienen el mismo niimero de atomos de carbono son
isoméros entre si; es decir una hexosa y una hexulosa poseen ambas la formula empirica
CgH1206 Yy pueden interconvertirse una en otra por isomerizacion. La isomerizacion de
monosacaridos implica tanto al grupo carbonilico como al hidroxilico adyacente . En esta
reaccion, una aldosa se convierte en otra aldosa (con la configuracion opuesta en C-2) y la
cetosa correspondiente, y a su vez la cetosa se convierte en dos aldosas correspondientes.
Asi pues, por isomerizacién, la D-glucosa, la D-manosa y la D- fructosa son
interconvertibles entre si (figura 17). Esta isomerizacidn puede ser catalizada tanto por un
acido como por una base.

HC=0 HOCH CH,0H HCOOH HC=0
HOOH gon c=o0 HO(l.l. HOCH
HOCH N HO&H T HOUCH HO(!‘.H uo‘l:n
HCOH A mlxm hauny ml:on = mlxm = hcon
uc::OH H(IZOH HCOH HCOH HOOH
CH,;OH CH.OH CH,OH <I:a,ou <|:u,on
D-Glucosa trans-enediol D-Frutiosa c15-anediol D-Manosa

Figura 17 Interrelaciones de D-glucosa, D-manosa y D- fructosa via isomerizacion.
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FORMAS CICLICAS DE LA D-GLUCOSA [*31,

La formacion de hemiacetales puede darse dentro de ia misma molécula de aldosa o
cetosa, en las cuales la funcidn carbonilica reacciona con una de los grupos hidroxilo
convenientemente situado, tal como se ilustra en la figura 18 con la molécula de D-
glucosa tumbada sobre un lado y plegada. El aziucar en forma de anillo de seis vértices
resultante es denominado piranosa. Es preciso notar que para que el atomo de oxigeno
del grupo hidroxilo de la posicidn C-5 reaccione para formar el anillo, el C-5 debe rotar
para situar su atomo de oxigeno hacia arriba. Esta rotacion lleva al grupo hidroximetilo (C-
6) a una posicion por encima del plano del anillo de la D- glucopiranosa utilizada en la
figura 17 es conocida como proyeccion de Haworth.

n‘—
He =0 W CH0H
n::ox N ,f__-_ C*h,0H /c‘»—- 0 —H
HOC b if ou
= N} e 4 HC =D
Rt 1\ 08 B ~ v
HCGi O e é'"'—“ﬁ"(
{ | i ]
c"‘n:oh [ Ok o4 [
D-Glucosa O=Glucopirancsa
{proyeccion de Fischer) (proyeccion 08 Haworth)

Figura 18 Formacion de un anillo hemiacetalico pirandsico a partir de D-glucosa.

Cuando el atomo de carbono del grupo carbonilo esta implicado en la formacion del anilio,
dando lugar a la constitucién de un hemiacetal (piranosa), se transforma en quiralico. En
los azticares de la serie D, la configuracion en la que el grupo hidroxilo esta localizado por
debajo del plano del anillo se denomina alfa. Por ejemplo, entonces, la a-D-glucopiranosa
es la D-glucosa en la forma ciclica pirandsica con la configuracion del nuevo atomo de
carbono quiralico, C-1 denominado atomo de carbono anomérico alfa. Cuando el nuevo
grupo hidroxilo formado en C-1, esta situado por encima del anillo esta en la posicidon
beta, y la estructura es denominada p-D-glucopiranosa. Esta forma de designacion sirve
para todos los azucares de la serie D. Para los azlcares de la serie L, todo o opuesto es
valido — es decir el grupo anomeérico esta arriba en el andmero alfa y abajo en el andmero

beta — (véase por ejemplo en ia figura 19).
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Figura 19 La D-glucopiranosa es una mezcla de dos formas quirales.
Esto es asi porque, siguiendo con el ejemplo, la a-D-glucopiranosa y la a-L-glucopiranosa
son imagenes especulares una a la otra. '
Utilizando la B-D-gilucopiranosa como ejemplo, C-2, C-3, C-5 y al atomo de oxigeno del
anillo se encuentran en un plano, mientras que C-4 esta ligeramente elevado por encima
del plano, y C-1 ligeramente por debajo dei plano tal como se observa en la figura 20,
esta conformacién se le designa “C, .

HO P~ O

Figura 20 p-D-glucopiranosa en la conformacién “C;. Los grupos de mayor tamaiio se encuentran
en las posiciones ecuatoriales, mientras que todos los atomos de hidrégeno estan en posiciones
axiales .

Como ya se ha indicado la p-D-glucopiranosa tiene todos sus grupos hidroxilo en posicion
ecuatorial, pero cada una de ellos se sita ligeramente por encima o por debajo de la
posicion ecuatorial real. El grupo hidroxilo mas voluminoso, C-6 en las hexosas, se sitGa

casi siempre en una posicidon ecuatorial esféricamente libre.
39




Los anillos de azucar hexagonales son muy estables, si los grupos laterales, tales como los
hidroxilos y los hidroximetilos, estan en posicién ecuatorial. Por ello, la p-D-glucopiranosa
al disolverse en agua produce una mezcla, que se equilibra rapidamente, de la forma
abierta de la cadena y las formas ciclicas de cinco, seis y siete lados. A temperatura
ambiente, las formas ciclicas de seis lados (piranosa) predominan, seguidas por las de
cinco lados (furanosas) y sdlo trazas de las siete lados. La disposicion anomérica de cada
anillo puede ser alfa o beta. La cadena abierta, la que contiene un grupo aldehido,
constituye solo alrededor del 0.003 % del total de las formas presentes (Figura 21).

a-D-Glucopirancsa \\ / a-O-Glucofuranosa
X
o | TESIS CON
e FALLA DE ORIGEN

/

M08 / n,0H
]
OH HOCH O o
o
A\ oH
ox

OoH
A-D-Glucopirancea B-D-Glucoturancsa.

Figura 21 Interconversion de las formas ciclicas y aciclicas de la D-glucosa.

CARACTERISTICAS FISICAS DE LA GLUCOSA

La glucosa es un monosacarido que en su estado puro se presenta en forma de cristales
incoloros o polvo blanco granular, es incoloro, de sabor dulce, con un punto de fusién de
146 °C, es soluble en agua, ligeramente soluble en alcohol y tiene una rotacién Sptica D=

52.5.
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ANALISIS DE GLUCOSA EN ALIMENTOS!**]

La determinacién de glucosa en productos alimenticios presenta especiales problemas para
los analistas, principalmente debido a la relativa complejidad de las mezclas encontradas en
los alimentos comunes. Otro aspecto importante, en la aplicacién de los métodos analiticos,
es el poco conocimiento que se tiene de la quimica de las reacciones involucradas, de tal
manera que la mayoria de los métodos utilizados son de tipo empirico. Esto eventualmente
puede llevar a confusiones en la conclusiones obtenidas de un analisis especifico.

El analisis de glucosa se realiza principalmente para determinar:

* . Calidad Nutricional
e Estabilidad quimica
e Verificacion de la calidad
e Control de procesos, etc.

IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE GLUCOSA POR METODOS OFICIALES

Método polaromeétrico (En aziicar y jarabes).

La actividad Optica de los azlUcares libres provee un método para la cuantificacion de su
concentracion en solucion. La precision del meétodo depende de la presencia de otras
especies Opticamente activas en la solucidon. Los métodos basados en mediciones
polarométricas han sido ampleamente utilizados para la cuantificacidon de sacarosa en
presencia de otros azlcares, particularmente productos de hidrdlisis.

Reduccion de cobre

Los azlcares libres, principalmente los monosacéaridos tienen propiedades reductoras
importantes. Reducen las soluciones alcalinas de las sales metalicas produciendo el oxido o
el metal libre. El analista ha hecho uso de esta propiedad, principatmente con sales de cobre
y la maroria de los procedimientos estan basados en la determinacion del éxido de cobre
formado en esta reaccion.
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La reaccidn entre el azicar y el sulfato de cobre parece no ser estequiométrica y el
rendimiento de oxido de cobre depende de las condiciones de la reaccién. Los principales
factores que afectan la reaccidn son la velocidad de calentamiento, la alcalinidad del medio

y la concentracion del reactivo.

Lane-Eynon (Fehling)

Las aldosas son faciimente oxidadas a acidos aoddnicos. La reaccion es utilizada con
frecuencia para la determinacion cuantitativa de azlcares. El reactivo de Fehling es una
solucion alcalina de cobre (II) que oxida una aldosa a un aldonato, y en el proceso es
reducido a cobre (I), el cual precipita como Cu,O, de color rojo ladrillo. El proceso de
oxidacion del grupo aldehido de una aldosa a la sal del grupo acido carboxilico, el agente
oxidante -es a su vez reducido, por lo que a las aldosas se les conoce tambien como
azlicares reductores.

La . determinacién volumétrica en que se mezcla una cantidad conocida de solucion
azuéaréd? con la solucién alcalina de cobre, esta mezcla se calienta a ebullicién y despues
de'yvls minutos se agrega mas solucidon azucarada con una bureta, hasta la desaparicion del
color ‘azul del reactivo y el vire de azul de metileno, que es utilizado como indicador. La
cantidad de azucar se determina comparando la cantidad de solucidn utilizada por el

problema con la utilizada por una solucion estandar.

Munson-Walker )

En este método, el 6xido cuprico producido es recuperado y se convierte en gravimétrico al
pesarlo o en volumétrico al titular el dxido recuperado con permanganato de potasio. En
ambos casos, la cantidad de azticar se obtiene de unas tablas desarrolladas para tal fin.

Prueba de Barfoed (Identificion de monosacaridos)

También utiliza el poder reductor de los azucares libres , principalmente los
rhonosacéridos, de tal manera que es Uutil para diferenciar mono- de disacaridos. El
reactivo esta compuesto de acetato de cobre en medio acido, que al reaccionar con los

monosacaridos produce un precipitado rojo de oxido cuproso.




REACCIONES ENZIMATICAS PARA LA CUANTIFICACION DE GLUCOSA!'Y!

En algunas ocasiones se requiere la cuantificacion especifica glucosa presente en una
mezcla alimenticia y los métodos descritos con anterioridad no son lo suficientemente
especificos para la cuantificacién de un Unico carbohidrato. En este sentido los métodos
enzimaticos, generalmente acoplados a reacciones cuyo producto puede ser cuantificado
espectrofotométricamente, han sido ampliamente estudiados.

Las reacciones enzimaticas tienen las siguientes caracteristicas:

e Son muy especificas
e Han sido desarrolladas principalmente para conocer estructuras -

e

.

e No requieren la separacion de los azticares
e Generalmente son reacciones acopladas

bt v ol

FALLA DE ORIGEN

Oxidacion de D-glucosa catalizada por glucosa oxidasa!*3)

Un método sencillo y especifico para la oxidaciéon cuantitativa de D- glucosa a acido D-
gluconico es utilizando a la enzima Glucosa Oxidasa, que da lugar a la formacion
intermediaria de la lactona-1,5 (un éster intermolecular) del acido (figura 22). La reaccidon es
utilizada cominmente para medir la concentracion de D-glucosa en alimentos y otros
" materiales bioldgicos, incluida la sangre. E! dcido D-glucénico es un constituyente natural de
los zumos de frutas y de fa miel.

uc=o .
T CHON CH,0H ©0o0
BOO] |
" O, OH o HCOH
Hocu — oH glucosa oxidasa o 2 ot
OH o
HGon Ho wd HO HCOH
£ O
mlton on HiOs on HOOH
CH,OB
© B-D-Glucopiranosa 0-Gluoono-1 S-iactona CHLOH
D-Glucosa
0-Gluconate

Figura 22 Oxidacion de D-glucosa catalizada por glucosa oxidasa.

43




La reaccion que se muestra en la figura 22 es utilizada también para ila manufactura del
acido D-glucdnico comercial y de su lactona.

Glucosa oxidasa/peroxidasa!?®!

La glucosa es oxidada por la Glucosa oxidasa acido glucénico y peréxido de hidrégeno y asi
se puede determinar por reacion del perdxido de hidrégeno con reactivos para formar
productos coloridos o utilizando detectores selectivos como son electrodos polarograficos de
oxigéno (Okinda y Miwa, 1974) [15),

Glucosa oxidasa/peroxidasa (Glucostat). 10-100 mg/ml 4,

G.0.D.
Glu + O ——— Ac. glucénico + HO;

P.O.
H>0; + o-dianisidina ———————» Color (540 nm)

Hexocinasa/glucosa-6-P deshidro''’.

El procedimiento enzimatico con la hexocinasa para la glucosa es sensible y espéciﬁco y se
usa como basa para la determinacion de otros azucares de las alimentos (BCL, 1979).
Consiste en la conversion de la glucosa en glucosa-6-fosfato (G-6-P) por adicién de la
hexocinasa y el trifosfato de adenosina (ATP). Este compuesto se puede oxidar en presencia
de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y la coenzima nicotinamida-adenina-dinucledtido-
fosfato (NADP) a gluconato —6-fosfato en la reduccidén simultanea de NAP a su foema
reducida NADPH. La concentracion de NADPH, determina por espectrofotometria a 340 o
366 nm, es equivalente a la concentracidn inicial de glucosa 25,

Hexocinasa/glucosa-6-P deshidro. 0.1-1.0 mg/ml ['4,

HK
Glu+ATP —— , G-6-P + ADP

GPD
G-6-P ———» 6-P-Gnato
NADP NADPH(340 nm)
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APLICACIONES

La cuantificacidn de la glucosa en la produccion de bebidas es una medida de calidad
debido al poder edulcorante de este monosacarido ya que este le confiere estabilidad al
sabor final del producto, maxime cuando se emplea en la preparacion de bebidas acidas
y/o se desea enmascarar algun sabor desagradable en algunas frutas cuando estas se

tratan térmicamente.

CARACTERISTICAS DE LA ENZIMA GLUCOSA OXIDASA (1517.1a]

NUMERO DE CLASIFICACION: (E:C) 1.1.3.4.

El primer digito corresponde al tipo de enzimas, en este caso a las oxido reductasa. El
segundo al grupo donador de electrones (CH-OH). E! tercer niumero se relaciona con la
molécula aceptora de electrones, que para la GOD es el O,. Finalmente, el Gitimo digito
corresponde a la enzima que se trata; GOD.

GRUPO: Oxidorreductasa.

Dentro del grupo de oxirreductasas se encuentran enzimas que son ampliamente
distribuidas en plantas, microorganismos y tejidos animales.

NOMBRE SISTEMATICO: 3-D-Glucosa: Oxigeno-1-oxidorreductasa
Otros nombres:

B-D-Glucosa oxidasa

B-D-Glucosa: quinona oxidorreductasa
D-Glucosa oxidasa
D-Glucosa-1-oxidasa

ORIGEN
Esta enzima es producida por diversas cepas de hongos: Penicilliurn notaturn, Penicilliurm
amasgasakiense, Perniicillium sp. Aspergillus rniger, Aspergillus sp. y Bombix mori. La

glucosa oxidasa también es liberada por la glandula de la faringe de las abejas.
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REACCION QUE CATALIZA
La enzima GOD cataliza la reaccién entre la g-D-Glucosa y el oxigeno molecular formando

acido glucdnico y peroxido de hidrégeno.

B-D-Glucosa + O, -2 D-gluconolactona + H,O,
sustrato: p-D-Glucosa + O,
producto: D-gluconolactona + H,O;

e Cataliza la oxidacion de glucosa con consumo de oxigeno

ESTRUCTURA ENZIMATICA
La estructura quimica de esta enzima es de caracter proteica globular, es decir, posee una

estructura cuaternaria como se muestra en la figura 23, el sitio activo de la enzima
corresponde al grupo flavin-adenin-dinucleotido (FAD), en su forma oxidada (color

oSscuro).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Grupo FAD éxidado

Figura 23 Estructura de la Glucosa Oxidasa.

FUNCIONAMIENTO DE LA ENZIMA
La reaccion enzimatica que se lleva a cabo se esquematiza en la figura 24.

B-D-Glucosa FAD H.02
GOD
acido glucdnico FADH (o

Figura 24 Funcionamientos de la enzima glucosa oxidasa.
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La enzima GOD en presencia de la pB-D-Glucosa, se forma el acido glucdnico. En esté
reaccion el sitio activo de la enzima (FDA) oxidado se reduce a FADH,. El cual no es
activo, a continuacién el O; del medio se reduce a H.O; y el sitio activo pasa a su forma
oxidada (FDA). En esta reaccion redox se intercambian dos electrones.

Cuando se inmoviliza GOD en una matriz rigida el esquema mostrado anteriormente es el
mismo; la diferencia radica en que la determinacion de glucosa mediante biosensores de
tipo amperométrico, es posible realizarla por dos caminos:

(a) El H.O, producto de la reaccion se mide amperométricamente a través de su
oxidacion sobre la superficie del biosensor a un potencial anddico constante:
2H" +2e —» 2H,0
Existiendo una relacion lineal entre la corriente producida y la concentracién de glucosa,
permitiendo asi la determinacidn analitica de este sustrato.

(b) Otra alternativa para la determinacion de glucosa es seguir el decremento del
oxigeno en el medio de la disolucion a medida en que se lleva a cabo la oxidacidn de la
glucosa, para ello se debe contar con una celda electroquimica sellada de tal forma que
el oxigeno del medio ambiente no interfiera en la determinacidon. Generalmente se
emplea la primera opcion.

DEFINICION DE UNIDAD DE ACTIVIDAD
La definicidn de unidad de actividad de la Glucosa Oxidasa, varia segin la fuente de la
enzima.
» GO-U: una unidad de glucosa oxidasa (GO) libera 1 umol de H.O; por minuto a T=
25°C y un pH= 7
e GO-U: una unidad de glucosa oxidasa (GO) es definida como la cantidad de enzima
que oxidara 1 pmol de B-D-Glucosa por minuto a T= 25°C y un pH= 4.1
e GO-U: una unidad de glucosa oxidasa (GO) oxida 1 umol de B-D-Glucosa a acido
D-gluconico y H,O: por minuto a T= 35°C y un pH= 5.1
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ESPECIFICIDAD

La gran mayoria de las enzimas tienen la capacidad de catalizar reacciones especificas, es
decir, su intervalo de accidn se limita a un determinado tipo de sustrato que debe reunir
ciertas caracteristicas para que pueda ser utilizado como tal. La especificidad comienza
cuando la enzima sdlo reconoce entre ios isémeros D y L. Como sustrato, la enzima GOD
utiliza al primero, de lo cual se establece que la enzima presenta una especificidad
estereoquimica y una especificidad de grupo ya que el sustrato interactia B-D-Glucosa a
en el grupo FDA.

CONDICIONES OPTIMAS DE UTILIZACION
pH

pH Sptimo.:  pH maximo Mll:roctplnismo

) 5

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

auno

TEMPERATURA (°C)

Microorganismo

A. Niger
P. vitale

INHIBIDORES/ COFACTORES

La glucosa oxidasa es una enzima ampliamente distribuida en la naturaleza, una de las
preparaciones comerciales de esta enzima es conocida como notatina. Aunque por lo
general se le conoce como oxidasa se trata de una deshidrogenasa que requiere de
Flavina-Adenina Dinucledtido (FDA) como coenzima.

Generalmente se combina con catalasa y FDA pero tiene que ser extraida de las células

antes de ser usada, sin embargo esta enzima es relativamente cara, por lo que puede ser
beneficioso emplearia en forma inmovilizada.
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1. La GOD no es inhibida por la presencia de HCN, CO e indicadores que no contengan
iones metalicos.

2. Otros aceptores de hidrégeno, como la tionina, azul de metileno y la quinina son
reemplazados por el oxigeno. La habilidad para utilizar otros compuestos es caracteristica
de las enzimas deshidrogenasa pero no de las oxidasas en general.

3. Los narcdticos inhiben la capacidad de oxidacion de las enzimas lo cual se observa para
las desidrogenasas pero no para las oxidasas.

e Cofactor: FDA
« Inhibidores: Hidroxiquinileina, Ag’,Br, CuSQ4, F. FeS0O,, HgCl;, hidracina,
hidroxilamina, fenilhidrazina, nitrato de sodio.

APLICACION EN ALIMENTOS

La presencia de oxigeno causa cambios en los alimentos, tales procesos de oxidacién son
principalmente catalizados por enzimas. La GOD se utiliza para eliminar tanto la glucosa
como el oxigeno de un alimento. El H,O, formado en la reaccion sirve en algunas
ocasiones como oxidante, pero normalmente es a su vez destruido por la adicion de
catalasa.

La GOD 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. Por
ejemplo se aflade a las bebidas dulces basadas en citricos, a la cerveza, el vino, salsas asi
como gran variedad de alimentos secos como las mezclas para reposteria y a las sopas
instantaneas.

La glucosa oxidasa se utiliza también para eliminar la glucosa residual de los huevos vy la
clara batida previniendo asi las reacciones de pardeamiento (Maillard) y el desarrollo de
olores y sabores desagradables!??:18],
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ANALISIS ENZIMATICOS DE GLUCOSA EN VINOS!?]

Los aspectos mas importantes en la elaboracion de vinos pueden determinarse utilizando
métodos enzimaticos. Su especificidad y simplicidad los convierte en una herramienta muy
eficaz y varios métodos enzimaticos han sido recomendados por la OIV (Oficina
Internacional del Vino), en Paris, la AOAC, el EU, ISO y otros organismos de
estandarizacion. Los “Kits Enzimaticos para analisis biologico y de alimentos de Boehringer
Mannhein” contienen reactivos seleccionados y muiti analizados en cantidades apropiadas.
El ensayo enzimatico se realiza antes, durante y después del proceso de fermentacién por

las siguientes razones:

Contro! de identidad y autenticidad de la materia prima
Contro! de pureza

Control del estado higiénico

Determinacion de contro! de parametros nutricionales
Control de conformidad de la receta

Regulaciones oficiales, cumplimiento legal

Manejo de la calidad

La relacién de fructosa a glucosa remanente de azucar residual sera de 6:1 debido a que
la fermentacién de la fructosa ocurre mas lentamente que la fermentacion de la glucosa.

Un vino rico en aztcar puede obtenerse por agregado de sacarosa ¢ mezclando vinos con
fermentacion completa con jugo de uvas o con vinos parcialmente fermentados (bajo
contenido de etanol y alto contenido de azicar respectivamente). En este caso la reaccion,
fructosa / glucosa sera 1:1. Los vinos con alto contenido de azlcares, necesitan ser
estabilizados con SO, y en algunos casos por el agregado de acido ascorbico (hasta 150
mg/L).

Los productos secundarios tipicos de la fermentacidon causados por efectos colaterales de
los azicares y de la infeccion de uvas por Botrytis cinera o Saccharomyces cerrivera
incluyen tanto glicerol (de 5 a 16 g/1) como acido D-glucédnico (hasta 2 g/L). En la Tabla 6
se presentan datos sobre analitos y ensayos disponibles para analizar glucosa y otros
carbohidratos.

Para mayor informacion respecto a la composicidn, elaboracién y caracteristicas del vino
tinto, se sugiere consultar el anexo 1 (El Vino Tinto).
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Tabla 6 La tabla adjunta contiene datos sobre analitos, ensayos disponibles y varias referencias®.

Analito Referencia * Comentarios
Azucares
D-Glucosa IFUSS5,1ISO La D-Glucosa es el azucar mas
13965,EN 40, comun en las uvas.
AOAC
D-Glucosa / D-fructosa O1V,IFU, EU, EN [La relacion de glucosa/ fructosa
1140,A0OAC indica cual azicar se ha afiadido.

Sacarosa / D-Glucosa IFUS6, EN12146 |La sacarosa es hidrolizada

rapidamente bajo condiciones
acidas, se agrega usualmente
sacarosa al mosto para aumentar
la concentracion de etanol.

Sacarosa/ D-Glucosa /D- IOCCC,D;AU,F La sacarosa es hidrolizada

fructosa T rapidamente bajo condiciones
acidas, se agrega usualmente
sacarosa al mosto para aumentar
la concentracién de etanol.

Almidon Recom. Por AIIN, |Se utilizan almidones parcialmente
ISO 13965, D,CH | hidrolizados en bebidas suaves, se
agregan al vino para aumentar el
extracto seco ( se pretende
mejorar la calidad del vino).

TESIS CON
FALLA DE CRIGEN

* Los siguientes organismos reconocen métodos enzimaticos:
IFU (Federacion Internacional de Productores de Jugos), AIJN (Asociacidon para la Industria de
Jugos y Néctares de Frutas y Vegetales de Estados Unidos), EN (Norma Europea), EU (Regulacidn
Europea 2676/90), ISO (Organizacion Internacional de Estandarizacién), AOAC (Asociacién
Americana de Quimicos Analiticos), OIV (Oficina Internacional del Vino), MEBAK (Comité Central
Europeo para Bebidas).

51




OBJETIVO GENERAL

Disefio y caracterizacién de la Microcelda de Deteccion Enzimatica de Glucosa Oxidasa
para la determinacidn de Glucosa. Se pretende que la celda planteada en este proyecto
sea de manejo sencillo, compacta (microescala) y altamente selectiva, lo que le daria
muchas ventajas sobre los meétodos ya existentes, por lo que puede remplazar las
practicas ordinarias en el analisis de alimentos, principalmente en el area de control de

calidad.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Disefio de una Microcelda de Deteccion Enzimética.
. En esta Microcelda se empleara como biocomponente fa enzima Glucosa Oxidasa .
. Evaluar la actividad enzimatica, asi como de las condiciones ideales de temperatura

y pH para la Glucosa Oxidasa (GOD), integrandola a la microcelda como

biocomponente.
. En este sistema la enzima sera monitoreada mediante Técnicas Electrogimicas

(Voltamperometria ciclica y Cronoamperometria lineal).
. Aplicar la Microcelda Electroanalitica de Determinacién enzimatica para cuantificar
glucosa en muestras de vinos comerciales.

HIPOTESIS

A pesar de que existen diferentes métodos para la determinacién de la glucosa, algunos
de ellos resuiltan muy complejos e imprecisos, es por ello que se hace necesario un
método para determinar la glucosa que resulte mas preciso, selectivo, rapido y de bajo

costo.

En la elaboracion de la Microcelda electroanalitica de determinacidén enzimatica para
ensayos con gilucosa oxidasa, la glucosa es una especie que puede ser determinada

utilizando la funcidon catalitica de enzima.

Suponemos dque en este sistema la glucosa es monitoreada mediante técnicas

potenciostaticas por la produccion de perdxido de hidrégeno.

52




PARTE EXPERIMENTAL
MATERIALES
ENZIMA GLUCOSA OXIDASA (GOD):
SIGMA: Proveniente de Aspergul//us Niger, aproximadamente 20% de proteina. Una unidad
oxida 1.0 umol de p-D-glucosa a D-gluconolactato y perodxido de hidrégeno por minuto a
pH de 5.1 a 35°C. Contenido 0.22g sdlido; 47,500U/g.

DILUCION DE GLUCOSA OXIDASA (GOD).
Se pesan 10 mg de GOD y se le adicionan 1mi de Buffer de Fosfatos (pH = 7), quedando

una dilucién de 10mg/m! de GOD, la cual se conserva en refrigeracién, 10 mg de GOD
equivalen a 2.1590 U/g de enzima en 1 ml, si se realizan en el experimento adiciones de
10pul de disolucion de enzima, esto equivale a 0.02159 U/g de GOD.

PEROXIDO DE HIDROGENO, en disoluciéon al 30% (3.T Baker®)
P.M=34.01 g/mol
Lote:N46G10

ESPECIFICACIONES ACS
Ensayo con H;O; por titulacion de KMnO4 5.4152M (datos experimentales obtenidos
en el laboratorio por titulometria).
Condiciones de Almacenamiento:
Temperatura: 4°C
Aislado de la Luz Preferentemente.

PREPARACION DE LA DISOLUCION “STOCK” DE PEROXIDO DE HODROGENO ( H.0;)
Se realiza una adicion de 10uL H;O; 1.T Baker® a un matraz aforado de 10 ml, para
obtener una concentracién final 0.01 M.

PREPARACION DE LA DISOLUCION DE GLUCOSA

Se realiza una adicidn de 0.18 g de (+) ~ D- Glucosa Monohidratada en agua destilada a
un matraz aforado de 10 m!, para obtener una concentracién final de 0.11 M de Glucosa.

DISOLUCION AMORTIGUADORA 0.1 M, pH= 7 de fosfatos.
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PARA EL ANALISIS DE VINOS SE EMPLEARON LAS SIGUIENTES MARCAS:

Reservado CONCHA Y TORO,

Vino tinto, Cabernet Sauvignon, 2001
Producto de Chile Emboteliado de Origen
Exportado y elaborado por:

VINA CONCHA Y TORO S.A

CALIFORNIA
Vino tinto
Producto de Aguascalientes, México.

SANTA RITA

Vino tinto, Cabernet Sauvignon, 2001
Producto de Chile Embotellado de Origen
Exportado y elaborado por:

VINA SANTA RITA S.A

Ferrino, SANGRE DE CRISTO

Vino tinto

Producto de Ciénegas Coahuila, México
Emboteliado de Origen

Elaborado por:

BODEGAS FERRINO S.A DE C.V.

EQUIPOS

&)

Figura 25 Equipos empleados en la etapa experimental: (a) Potenciostato con equipo de
computo (programa Volta Master) y Microcelda de Detencion Enzimatica,(b) Potenciostrato
Graficador Kotogawa y Microcelda de Detenciéon Enzimatica.
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En la figura 25, podemos observar, algunos de los equipo empleados y el lugar de trabajo
que es El| Laboratorio de Electroquimica Analitica en Investigacion y Ensefanza
Experimental. Edificio A. Laboratorios 3-E y 3-F. Fac. De Quimica. Ciudad Universitaria.

Los equipos son:
POTENCIOSTATO-GALVANOSTATO
PGP201, Radiometer®, Copenhagen, ACOPLADO AL SOFWARE Volta Master.

MIPM. Minipolarografo fabricado en el Laboratorio De Electroquimica Analitica En

Investigacion Y Ensenanza Experimental.

TESIS CON
GRAFICADOR KOTOGAWA 3025. FALLA DE OR{GEN

DISENO DE LA MICROCELDA DE DETECCION ENZIMATICA

Inicialmente se propusieron varios disefios de celdas, el primero de ellos se puede

observar en la figura 26.

Electrodo Auxiliar: ACERO

Electrodo de referencia Ag°/AgCL
Electrodo de trabajo: Pt°

Figura 26 Disefio de la primera celda empleada.

En este diseno se colocaron dos placas de acrilico de 50 mm de grosor, una encima de
otra, (la placa de la superficie superior es de menor tamafio), realizando tres especies de
zanjas en donde se introducian los electrodos, los cuales convergen en una perforacion
central la cual es el recipiente en donde se introducen las sustancias analizadas.
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El disefio de la segunda celda se muestra en la figura 27.

Electrodo Auxiliar: ACERO
Electrodo de referencia Ag®/AgCL

l J I Electrodo de trabajo: Pt°

Figura 27 Disefio de la segunda celda empleada.

En este disefio se empled una placa de acrilico de mayor grosor, aproximadamente 80
mm, en la cual se realiza una perforacion central, la cual es el recipiente en donde se
vierten los reactivos y las muestra a analizar, en ese punto convergen los tres electrodos

los cuales se colocan realizando una perforacion a la placa.

Ambos disefios fueron descartados porque su capacidad era muy pequefia (no mayor a
50 upl). Eso provocaba que cuando se derramaba el contenido de la celda, no se podia
realizar una adecuada limpieza y las muestras se contaminaban, de tal forma que no se

podian obtener valores confiables para la cuantificacion del analito.

Finalmente se construyo el disefio termina! (figura 28), con una capacidad de 300ul. Costa
de una base de acrilico sobre la cual descansa un recipiente circular de acrilico, fijo a la
base y con los electrodos incrustados, cuyas terminaciones externas estan cubiertas con

plastico para evitar que se oxiden o se rompan.

TESIS CON
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En la celda de encuentran tres electrodos:

there trodo Auaxibiar . ALEROY

Figura 28 Disefio de la Microcelda de Deteccidén Enzimatica.

El electrodo de referencia, Ag®/AgCL es utilizado como quasi-referencia ya que se
asegura que su superficie es mayor que la del electrodo de trabajo; conviene ademas, por

su facil construccion.

El electrodo Auxiliar, se escoge de acero inoxidable por mantenerse sin cambios dentro
de su estructura frente a las condiciones de disolucién de trabajo y su utilidad es cerrar e!

circuito.

El electrodo de trabajo, es de platino y es el que requiere de mas cuidados, ya que se
sabe es el catalizador para la reaccion de dismutaciéon del perdxido de hidrégeno sin
embargo con una adecuada limpieza y pulida de la superficie, se minimiza el efecto.

TECTT

Livo.

FALLA DE ORIGEN
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Voltamperometria Ciclica
Procedimiento experimental

Se realiza una adicidon de buffer de fosfatos (pH = 7), a la Microcelda de Deteccidon
Enzimatica, para obtener el voltamperograma correspondiente atl dominio, posteriormente
con la disolucion “stock” preparada se hacen cinco adiciones consecutivas de 10 ul cada
una, incrementandose la concentracidn de las diluciones resultantes en un intervalo de
0.909 x 103 M a 3.33 x10° M. En la tabla 7 se muestran detalladamente las condiciones
operatorias para la técnica anteriormente descrita.

Tabla 7. Condiciones operatorias para la técnica de Voltamperometria Ciclica.

Amortiguador

Buffer de fosfatos 0.1 M PH= 7

Electrodo de trabajo

Etr = Pt°,

Electrodo de referencia

ERef= AQ/AgCL,

Electrodo auxiliar

FE Aux=_ Acero.

Intervalo de potencial en el que se { EO= -300 mV,
barre el voltaje El= 900 mV,
E2= - 300mV
Velocidad 250 mV/s
Tranco 100mA
Graficador Y =0.1v/cm

X = 0.25 V/cm

Con los valores de altura y concentracion se efectua

la curva de calibracién

(determinaciones realizadas por triplicado). En la figura 29, se observa un ejemplo de
voltamperograma obtenido por experimentacion y se muestra la forma en que se midieron
los valores de altura con los que se hicieron las curvas de calibracién.

TESIS C
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Figura 29. Voltamperograma obtenido por experimentacion.
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Peréxido de Hidrégeno Potencial de Reduccion y Oxidacion

La finalidad del siguiente experimento es captar la sefial del perdxido de hidrégeno, en
potencial de reduccién y oxidacion, basadndonos en las propiedades redox de dicho
compuesto. Con la intencién de demostrar que la determinacion de HO: es posible
mediante el empleo de la Microcelda de Deteccién Enzimatica.

Procedimiento experimental (MIMP)

1. El experimento inicia fijando el E = -1000 mV.

2. Se adiciona buffer de fosfatos (pH = 7) a la Microcelda de Deteccidén Enzimatica.

3. Transcurridos 30 segundos se anotan los valores de is (1A) y el valor del £ ( mV).

4, Se vuelve a activar el crondmetro y después de pasar otros 30 segundos se anota una
vez mas el valor de ig (pA) y el valor del E ( mV).

n

Se realizan los pasos ya descritos hasta alcanzar un valor de € = 1000 mV.

o

Posteriormente se vuelve ajustar E= 0.0 mV y con la disolucién “stock” preparada se
realizan tres adiciones de 10 ulL cada una, incrementandose la concentracion en un
intervalo de 0.909 x 10™3M a 2.30 x107°M,repitiendo los pasos mencionados hasta
alcanzar un valor de E = -1000 mV.

En la figura 30, se muestran dos de las curvas compuestas anddicas y catddicas. La
primera corresponde al dominio (Buffer de fosfatos) y la seguda a la primera adicidn de
perdxido de hidrégeno indicando con las flechas la onda de reduccién y oxidacion.

Perdéxido de Hidrégeno P ialde R 1V y de Oxi ion

-1500 ¢ : 1000 1500

Corriente (uA)

-120 -
E (mV)

Figpra 30. Curvas compuestas anddicas y catddicas de Buffer de fosfatos 0.1 M, pH= 7 y
Perdxido de Hidrégeno 1.66 x 10* M, en donde podemos observar la onda de reduccién y
oxidacion del H,0, E =-1000mV a +1000mV. ETr = Pt°, ERef= Ag/AgCL, E Aux= Acero.
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Peréxido de Hidrégeno Potencial de Reduccién

ta intencidn del siguiente experimento es lograr la determinacién de H.O, empleando la

Microcelda de Deteccidon Enzimatica para definir el valor de! potencial de reduccién con el

cual se trabajara.

Procedimiento experimental (MIMP)

1. El experimento inicia fijando el E = 0.0 mV.

2. Se adiciona buffer de fosfatos (pH = 7) a la Microcelda de Deteccion Enzimatica.

3. Transcurridos 30 segundos se anotan los valores de is (1A) y el valor del E (mV).

4. Se vuelve a activar el cronémetro y después de transcurrir otros 30 segundos se

anota una vez mas el valor de iy (nA) y el valor del E (mV).

Se realizan los pasos ya descritos hasta aicanzar un valor de E = -1000 mV.

6. Posteriormente se vuelve ajustar E= 0.0 mV y con la disolucion “'stock” preparada
se realizan cinco adiciones consecutivas de 10 ulL cada una, incrementandose la
concentracién en un intervalo de concentracién de 0.909 x10 M a 3.33 x 10 3M,
repitiendo los pasos para cada adicién hasta alcanzar un valor de E = -1000 mV.

n

En la figura 31, se muestra la grafica obtenida del dominio y la primera adicién de
peréxido de hidrogeno. Donde se indica con lineas, la forma de sustraer los valores de iga
diferentes potenciales.

DOMINIO PRIMERA ADICION

[ ne e rozerrs ]
Y e WP Y T po

P L) o0
]

€ (mV) E (mV)

1 uh)
1{uA)

Figura 31. Curvas de corriente contra potencial, donde se observa la onda de reduccién de
peroxido de hidrégeno. De la disolucion “stock” de concentracion 0.01 M.

En la figura 31, se observa que en la grafica de dominio no se forma la onda de reduccién

de H;O., en cambio en la gréfica de la primera adicion, si se forma, por lo que se estima

que el intervalo de potencial de reduccién de H.O., abarca desde -600 mV ( -_._ ), pasa
por <700 MV (-+---- -} y finaliza en =800 mV ( ).
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Cronocamperometria de Peréxido de Hidrégeno Potencial de Reduccién

Una vez definido el valor de potencial con el cual se trabajara, el siguiente paso consiste
en definir que tiempo de muestreo es el mas indicado para el experimento, por lo que se
efectua la técnica de cronoamperometria lineal a diferentes tiempos de muestreo (30 y 60
segundos).
Procedimiento experimental (Volta Master)
Se realiza una adicién de buffer de fosfatos (pH = 7), a la Microcelda de Deteccidn
Enzimatica. Con la disolucion “stock”, se realizan cinco adiciones consecutivas de 10 ul
cada una, incrementandose la concentracion de las diluciones resultantes en un intervalo
de 0.909 x 103 M a 3.33 x10° M. En la tabla 8, se muestran detalladamente las
condiciones operatorias para la técnica de Cronoamperimetria.

Tabla 8. Condiciones operatorias para la técnica de Cronoamperometria

Amortiguador Buffer de fosfatos 0.1 M
PH= 7
Electrodo de trabajo Etr = Pt°,
Electrodo de referencia | Eref= Ag/AgCL,
Electrodo_auxiliar E Aux= Acero. TESIS CON
Pulso de potencial -700 mVv 7 Y
Tiempo de muestreo 30 y 60 segundos FALLA DE O}dGEN
Frecuencia 1 seg
Corriente minima -1pA
Corriente maxima 1uA
Irango 1A

En la figura 32, se presenta el Cronoamperograma de perdxido de hidrégeno, donde se
indica la manera de realizar la medicién de la corriente para el tiempo de muestreo
sefialado en 30 segundos.

Se coloca el cursor en el tiempo de
muestreo utilizando el programa L
Voltamaster 1 y automaticamente arroja

el valor de corriente.

Figura 32. Medicicn de la iy para el tiempo de muestreo 30 segundos.
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Adicié

n de Disolucién de Glucosa Potencial de Reduccion

El siguiente experimento se realiza con la intencion de que en los diagramas, aparezca una
sefial similar o igual a la del dominio, ya que en el sistema sdio hay buffer y glucosa.

Constatando asi que hasta que no se le adicione la enzima Glucosa Oxidasa, €ésta no podra

ser monitoreada mediante la técnica potenciostatica, por la caida de la concentracion de
oxigeno debido a la produccion de perdxido de hidrogeno o por la transferencia de un

electréon desde la enzima al electrodo a través de un mediador quimico.

Procedimiento experimental (MIMP)

1.

2
3.
4

o n

En la fi

El experimento inicia fijando el E = 0.0 mV.

Se adiciona buffer de fosfatos (pH = 7) a la Microcelda de Deteccién Enzimatica.
Transcurridos 30 segundos se anotan los valores de ig (1A) y el valor del E ( mV).
Se vuelve a activar el crondmetro y después de transcurrir 30 segundos se anota
una vez mas el valor de iqg (1A) y el valor del E ( mV).

Se realizan los pasos ya descritos hasta alcanzar un valor de E = -1000 mV.
Posteriormente se vuelve ajustar E= 0.0 mV y con la disolucidon de Glucosa 0.11M
preparada se realizan cinco adiciones consecutivas de 10 uL cada una,
incrementandose la concentracidn en un intervalo de 0.01 M a 0.036 M, repitiendo
los pasos para cada adicion hasta alcanzar un valor de E = -1000 mV.

gura 33, se muestra la grafica obtenida del dominio y la quinta adicidn de glucosa.

{uA)

DOMINIO QUINTA ADIQIGN DE GLUCOSA

L 100uL DE BUFFER DE FOSFATOS i

| souL DE GLUCOSA J

109

[o]
- Shd
=) ——400—200-10 0 —_ et |
< _45m _jg g: s o
=2
- =X

)
% iJ
40

—

Emy) i E(mv)

Figura 33. Curvas de corriente contra potencial, donde se observa la dilucién de glucosa.

Enla fi

gura anterior, se observa que los diagramas muestran sefales muy parecidas.
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Glucosa Oxidasa Potencial de Reduccién
En la microcelda se emplearda como biocomponente la enzima Glucosa Oxidasa GOD
basandose en la reaccion enzimatica que involucra a la GOD, oxigeno, agua y glucosa,
seguida por la oxidacion electrocatalitica de perdoxido de hidrogeno y acido gluconico. En
este sistema la enzima serd monitoreada mediante 1a siguiente técnicas potenciostaticas,
por la caida de la concentracién de oxigeno debida a la produccion de perdxido de
hidrégeno.
Procedimiento experimental (MIMP)

1. El experimento inicia fijando el E = 0.0 mV.

2. Se adiciona buffer de fosfatos (pH = 7), a la Microcelda de deteccién enzimatica.

3. Transcurridos 30 segundos se anotan los valores de is (nrA) y el valor del E (mV).

4. Se vuelve a activar el cronémetro y después de pasar otros 30 segundos se anota
una vez mas el valor de ig (1A) vy el valor del E (mV).
Se realizan los pasos ya descritos hasta alcanzar un valor de E = -1000 mV.
Posteriormente se vuelve ajustar E= 0.0 mV se adicionan 10ul de enzima GOD y
con la disolucion de Glucosa 0.11 M preparada se realizan cinco adiciones
consecutivas de 10 uL cada una, incrementandose la concentraciéon en un intervalo
de 16 x10 M a 34.37 x10 M, repitiendo los pasos para cada adiciéon hasta

o

alcanzar un valor de E = -1000 mV.

En la figura 34, se muestra la grafica obtenida del dominio y la quinta adicidon de un
sistema en donde se emplea como biocomponente 0.0215 U/g de enzima Glucosa Oxidasa
(GOD) en la celda de trabajo, junto con 100un! de buffer de fosfatos y glucosa.

DOMINIO QUINTA ADICION GOD
| 100. DEBUFFER |
= [ sompeciucosa |
I — m—l | . —
g 20 3 -1 ) -5d0
21: 1 || T [T et
£ (mv) € (mVv)

Figura 34. Curvas de corriente contra potencial, donde se observa la onda de reduccion de
perdxido de hidrégeno. En este ensayo se adiciona glucosa, empleando como biocomponente
0.0215 U/g de enzima Glucosa Oxidasa (GOD) en la celda de trabajo.
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En la figura 34, se sefiala con lineas la forma de sustraer los valores de corriente a los
potenciales seleccionados, también se observa que en la grafica de dominio, no se forma
la onda de reduccién, en cambio en la grafica de la quinta adicién, si se forma, por lo que
se estima que el intervalo de potencial de reduccion abarca desde -500 mV - - -~ - - ),
hasta -600 mV (-.......).

Se sustraen los valores de iy para cada uno de estos potenciales (-500 y —600 mV) y con
los valores de concentracidn, se realizan curvas de calibracion para cada potencial, para
estimar el valor del potencial que se trabajara.

Cronocamperometria para Glucosa Oxidasa Potencial de Reduccion

Procedimiento experimental

Se realiza una adiciéon de buffer de fosfatos (pH = 7), 2 la Microcelda de deteccidn
enzimdtica, posteriormente se le adicionan 0.0215 U/g de GOD vy finalmente con la
disolucion de Glucosa preparada se realizan cinco adiciones consecutivas de 10 ul cada
una, incrementandose la concentracion, con los valores de is y concentracion se realiza la
curva de calibracién (determinacién realizada por quintuplicado).

En la tabla 9, se muestran detalladamente las condiciones operatorias para la técnica de
Cronoamperimeétria.

Tabla 9. Condiciones operatorias para la técnica de Cronoamperometria.

Amortiguador Buffer de fosfatos 0.1 M
PH= 7
[Electrodo_de trabajo Etr = P,
Electrodo de referencia | ERef= Aqg/AgCL, o ~
Electrodo auxiliar E Aux= Acero. TESIS €T
Puiso de potencial -500 mv
Tiempo de muestreo 60 segundos FALL.A DE Op IG’EN
Frecuencia 1 seg
Corriente minima -1pA
Corriente maxima 1pA
Iranuo 1uA

De la misma manera que se muestra en la figura 32, se realiza la medicidn del valor de iq.
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Cronoamperometria para Peroxido de Hidrégeno Potencial de Oxidacion

Procedimiento experimental (Volita Master)

Se realiza una adicion de buffer de fosfatos (pH = 7), a la Microcelda de Deteccidn
.Enzimatica. Con la disolucidon “stock”, se hacen cinco adiciones consecutivas de 10 ul cada
una, incrementandose la concentracion de las diluciones resultantes en un intervalo de
0.909 x 103 M a 3.33 x103 M.

En la figura 35, se presenta el Cronoamperograma de peroxido de hidrégeno, donde se
indica la forma de realizar la medicién de la corriente para el tiempo de muestreo indicado
en 30 segundos. En la tabla 10 se muestran detalladamente las condiciones operatorias
para la técnica de Cronoamperimétria.

Se coloca el cursor en el tiempo de
muestreo utilizando el programa

Voltamaster 1 y automaticamente arroja
el valor de corriente.

Figura 35. Cronoamperograma por oxidacién de H,0,, de la solucidn “stock" .

Tabla 10. Condiciones operatorias para la técnica de Cronoamperometria
para la oxidacion de H,O,

Amortiguador Buffer de fosfatos 0.1 M

PH= 7

Electrodo de_trabajo

Etr = Pt°,

Electrodo de referencia

ERef= Ag/AqQCL,

Electrodo auxiliar

E Aux= Acero.

TESIS €74

Pulso de potencial 600 mv FALLA DE ORIGEN
Tiempo de muestreo 30 segundos-

Frecuencia 1 seg

Corriente minima -1pA

Corriente maxima 1pA

Yrongo 1uA
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Cronoamperometria para la Reaccién Enzimatica que Involucra a la
Glucosa Oxidasa y Glucosa seguida por la Oxidacion Electrocatalitica
de Peréxido de Hidrégeno

La determinacion de glucosa mediante la Microcelda de Deteccidon Enzimatica, que es un
biosensor de tipo amperométrico, es posible realizarla debido a que en la microcelda se
empleara como biocomponente la enzima Glucosa Oxidasa GOD basandose en la reaccidén
enzimatica que involucra a la GOD, oxigeno, agua y glucosa, seguida por la oxidacion
electrocatalitica de perdxido de hidrégeno y acido glucdnico. En este sistema la enzima
seréd monitoreada mediante la siguiente técnicas potenciostdticas, por la caida de la
concentracion de oxigeno debida a la produccidon de perdxido de hidrégeno.

Procedimiento experimental (Volta Master)
Se realiza una adicién de buffer de fosfatos (pH = 7) a la Microcelda de Deteccion
Enzimatica, posteriormente se le adicionan 10 pl de GOD equivalentes a 0.0215 U/g de

enzima, finalmente con la disolucion Glucosa 0.11M preparada se realizan cinco adiciones
consecutivas de 10 ulL cada una, incrementandose la concentracidén, en un intervalo de

concentracion resultante es de 9.16 x10 M M a 34.37 x10 M.

Con los valores de iy y concentracion se realiza la curva de calibracion (determinacion
realizada por quintuplicado).

En la figura 36, se observa el Cronoamperograma por oxidacion de H,O,, de la solucidn
glucosa, Buffer de fosfatos, 10 ul de GOD, en la celda de trabajo, donde se indica la

manera de realizar la medicidon de la corriente para el tiempo de muestreo seleccionado en
60 segundos.

En la tabla 11, se muestran detalladamente las condicionhes operatorias para la técnica de
Cronoamperimétria.
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el valor de corriente.

Se coloca el cursor en el tiempo de
muestreo utilizando el programa
Voltamaster 1 y automaticamente arroja

Figura 36. Cronoamperograma por oxidacion de H,O;, de la solucién glucosa, Buffer de
fosfatos y GOD.

Tabla 11. Condiciones operatorias para la técnica de Cronoamperometria
para la oxidacién de H,0, por GOD, en disolucidén de Glucosa.

Amortiguador

Buffer de fosfatos 0.1 M
PH= 7

Electrodo de trabajo

Etr = Pte,

Electrodo de
referencia

ERef= Ag/AgCL,

Electrodo auxiliar

E _Aux= Acero.

Pulso de potencial 600 mV
Tiempo de muestreo 30 segundos
Frecuencia 1 seg
Corriente minima -1uA
Corriente maxima 1uA

Irango 1A

r TESIS CON
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Analisis Enzimatico de Glucosa en Vino Tinto

La finalidad del siguiente experimento es determinar la glucosa presente en muestras de
vino tinto, empleando la Microcelda de Deteccion Enzimatica, mediante la técnica

electroquimica de cronoamperometria.

Procedimiento experimental
Las muestras de vino tinto analizadas fueron: vino tinto, marca Concha y Toro, vino tinto,
marca Santa Rita, vino tinto, marca California y vino tinto, marca Sangre de Cristo. Para
cada una de las muestras se efectia por separado, el siguiente procedimiento
experimental.

1. Se realiza una adicidén de buffer de fosfatos (pH = 7) a la Microcelda de Deteccion

Enzimatica.
2. Posteriormente se le adicionan 10 pl de GOD equivalentes a 0.0215 U/g de enzima.

3. Se hacen cinco adiciones consecutivas de vino tinto de 10 pb cada una,
incrementandose la cantidad hasta S0uL.

4. Se hace un cronoamperograma para cada una de las adiciones, cada
determinacion se realiza por triplicado.

5. De los cronoamperogramas resultantes se extrae el valor de iy, que corresponde a
la adiciéon de 30uL de vino tinto a un tiempo de muestreo de 30 segundos.

6. Finalmente el valor de iy del punto anterior, se extrapola en la curva de calibracion
de Glucosa / GOD para saber a que concentracion de glucosa corresponte .

En la tabla 12, se muestran detalladamente las condiciones operatorias para la técnica.

Tabla 12. Condiciones operatorias para la técnica de Cronoamperometria
para el analisis de glucosa en vino tinto.

Amortiguador Buffer de fosfatos 0.1 M PH=

7
Electrodo de trabajo Etr = Pte, QT rvr\\\ff
Eiectrodo de referencia ERef= Ag/AgCL, TEU.\S AT
Electrodo auxiliar E Aux= Acero. [y
Pulso de potencial 600 mv FAI.LLA DE ORI\IE:N
Tiempo de muestreo 30 segundos
Frecuencia 1 se
Corriente minima -1HA
Corriente maxima 1HA
Liango 1A

68




Microensayo Enzimatico para Glucosa Oxidasa

Este microensayo enzimatico tiene la finalidad de evaluar la actividad de la enzima Glucosa

Oxidasa.

Procedimiento experimental

1. Adiciono 0.0010 g de GOD a 900 ul de Buffer de fosfatos 0.1 M (pH = 7).

2. Posteriormente adiciono 100 ul de KizFe[(CN)e].

3. Activo de inmediato el cronometrd, trascurridos 30 segundos anoté el valor del
potencial (mV) y el valor de pH.

4. El intervalo de tiempo es de 0 a 750 seg.

5. Al concluir el intervalo de tiempo, se lava la celda y se vuelve a iniciar el
experimento, adicionando 0.0010 g de GOD a 800 ul de Buffer de fosfatos 0.1 M
(pH = 7), y a continuacién, se adicionan 200 ul de KsFe[(CN)s].

6. Asi sucesivamente hasta adicionar 500 pl Buffer de fosfatos 0.1 M (pH = 7) y 500
pl de KsFe[(CN)e].

En la figura 37, se observa que la enzima Glucosa Oxidasa, si presenta antividad.

MICROENSAYO ENZIMATICO DEGLUCOSA OXIDASA (GOD)

s T T T T v T T y
[} m m m a s (11} m m

Livape Jmyuodae]

Figura 37. Se ohserva mas notoriamente, que la GOD presenta actividad.
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RESULTADOS EXPERIMENTALES

Voltamperometria Ciclica
En la figura 38, se muestran los voltamperogramas de peréxido de hidrégeno, obtenidos
por experimentacién, al realizar la técnica electroquimica de Voltamperometria ciclica

descrita con anterioridad en la pagina 54.

o)

114

].._ Bt S E [

- }
1d

10 208 20 [ "

Dominio 10 L Hy0, 20 p L H0; 30u L H0: 40u L H0, 50u L HO,

Figura 38. Voltamperogramas de peréxido de hidréogeno. De la disoluciéon “stock de
concentraciéon Q.01 M; se hicieron cinco adiciones para un intervalo de concentracion de 0.909 x 10°
3 ™M a 3.33 x103M, en la celda de trabajo.

En la figura 38, se definen los potenciales de pico anddico y catddico. El potencial se barre
como se indica en la grafica anterior. La parte ciclica que aqui se muestra se inicia al
potencial de —300 mV en relacién con el potencial de referencia. El sentido del primer
barrido se dirige hacia potenciales mas positivos y da como lugar la oxidacion del
compuesto. Después se invierte el barrido. El pico catddico se debe a la reduccion del
material que se oxidd anteriormente durante el barrido.. La oxidacién original produce el
pico anddico.

Con los diagramas mostrados en la figura anterior, se demuestra que la determinacion de
perdoxido de hidrégeno, es posible mediante el empleo de la técnica electroquimica de
Voltamperometria Ciclica, utilizando la Microcelda de Deteccidn Enzimatica.
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Perdxido de Hidrégeno Potencial de Reduccion y Oxidacién

En la figura 39, se presentan las curvas compuestas anddicas y catddicas de Buffer de
fosfatos y perdxido de hidrégeno, obtenidas después de realizar el procedimiento

experimental descrito en la pagina 59.

Peréxido de Hidrageno Potencial de Reduccion y Oxidacion

o Dormeies
P Prorrmra agcron

I{uA

-1500 1500

-150
E (mV)

Figura 39. Curvas compuestas anddicas y catodicas de Buffer de fosfatos 0.1 M, pH= 7 y tres
adiciones consecutivas de 10 H| de Perdxido de Hidrégeno cada una, incrementandose la
concentracién, en donde podemos observar la onda de reduccién y oxidacién del H;0,, E =-1000
mV a +1000mVv ETr = Pt°, ERef= Ag/AgCL, E Aux= Acero.

Con los resultados mostrados en la figura 39 se demuestra que la determinacion de la
sefal del peréxido de hidrégeno, en potencial de reduccién y oxidacion, basandonos en las
propiedades redox de dicho compuesto, es posible mediante el empleo de la Microcelda de
Detccion Enzimatica.

Propiedades redox del peroxido de Hidrégeno:

E | H,0, tiene un comportamiento de anfolito que se establece en disolucion.

TESIS CON
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Cuando actla como reductor, el H,0, se oxida a O,:

HO, —m O, + 2H™ + 2e © = 0.7 V (E.N.H)
-+
Cuando actila como oxidante, se reduce a H;O:

HO, + 2H® + 280 ———» 2H,0 E® = 1.7 Vv (E.N.H)
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Peréxido de Hidrégeno Potencial de Reduccion

En la figura 40, se muestran las curvas obtenidas de corriente contra potencial, donde

se observa la onda de reduccién de peréxido de hidrégeno.

PRIMERA ADICION
10uL DE H;0;

DOMINIO
100uL DE BUFFER FOSFATO

1200 1900 800

REL

1{uA}

1{ul)

E (mV)

€ (mV)

TERCERA ADICION

SEGUNDA ADI N ]
20uL DE H:0; 30uL DE H:0;
v

3200

RELY 1000 .00 _ 600 400

Hud)

H{uA}

E (mV)

CUARTA ADICION QUINTA ADICION

40ulL DE H;0; 20 50u:L DE H;0;
~ 50

600 400

RELN -1000 800
400

-600

-—a0 1200 -1000 -800

b
ud)

--—=100
—-=150

T{uA)

-200

E (mV)
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Figura 40. Curvas de corriente contra potencial, donde se observa la onda de reduccién de
peroxido de hidrogeno. De la disolucidén “stock” de concentracion 0.01 M; se hicieron cinco
adiciones para un intervalo de concentracion de 0.909 x 102 M a 3.33 x103M, en la celda de
trabajo.

En este experimento el perdxido de hidrégeno actda como reductor oxidandose a oxigeno,

por lo que la sefial obtenida corresponde a!l O,.
Se sustraen los valores de iy para cada uno de estos potenciales (-500 mV, -600 mV y -
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700 mV), como se explica en la pagina 60 y con los valores de concentracién, se realizan
curvas de calibracién para cada potencial, para estimar el valor del potencial con el que se
trabajara.

También se observa que a medida que se incrementa la concentracion de H>O, el valor de
ia, de cada onda de reduccién se incrementa.

Cronoamperometria de Peréxido de Hidrogeno Potencial De Reduccion

La determinacion de H,0, empleando la Microcelda de Detecciéon Enzimatica, es posible
debido a que el H;0, (analito) se mide cronoamperométricante, ya que se lleva a cabo su
reduccidn , en el seno del biosensor.

En la figura 41 se presentan las curvas obtenidas en el cronoamperograma, donde se
observa la onda de reduccidon de perdxido de hidrégeno,

i~

Paain ey

Figura 41 Cronoamperogramas por reduccion de H,0,, en la celda de trabajo.

Con los valores de iy y concentracion se realiza la curva de calibracion (determinacion
realizada por quintuplicado).
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Adicion de Disolucion de Glucosa Potencial de Reduccion
En la figura 42, se indican las curvas obtenidas de corriente contra potencial, donde se

observa una sefal similar o igua! al dominio en todos los diagramas, demostrando asi,
que hasta que no se adicione la enzima (GOD) al sistema (buffer — glucosa), no habra
produccidén de peréxido de hidrégeno, que es el producto de la reaccién que cataliza la

enzima, que nos interesa determinar.

DOMINIO PRIMERA ADICION DE GLUCOSA

- 10u:L DE GLUCOSA

100.L DE BUFFER DE FOSFATOS ]

10
o -1500
w0 g
E(W Emv)
SEGUNDA ADICION DE GLUCOSA TERCERA ADICION DE GLUCOSA
[ 20uL DE GLUCOSA 30uL DE GLUCOSA
g 1500 T 1500
E(mv)
CUARTA ADICION DE GLUCOSA QUINTA ADICION DE GLUCOSA
40:L DE GLUCOSA r 50uL DE GLUCOSA
< 1500 T 1500
E(m\V)

Figura 42, Curvas de corriente contra potencial, donde se observa la dilucién de glucosa. 0.11 M
e hicieron cinco adiciones para un intervalo de concentracién de 0.01 M a 0.036M, y buffer de

Fosfato a pH=7, en la celda de trabajo.
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Glucosa Oxidasa Potencial de Reduccién

La determinacién de glucosa se realiza siguiendo el decremento del oxigeno en el medio
de disolucion a medida que se lleva a cabo la oxidacion de la glucosa. El procedimiento

experimental se explica detalladamente en la pagina 63.
En la figura 43, se designan las curvas obtenidas de corriente contra potencial, donde se

observa la onda de reduccién de peroxido de hidrégeno.

DOMINIO DOMINIO GOD
1004L DE BUFFER ] L 100uL DE BUFFER + 10uL GOD
.. -1500 — =1500
] 2
E (mV) E (mV)
‘PRIMERA ADICION GOD SEGUNDA ADICION GOD
r 10uL DE GLUCOSA r 20uL DE GLUCOSA
5 5
g 1500 -1000 S -1500
E (mV) E (mV)
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CUARTA ADICION GOD

TERCERA ADICION GOD
40uL DE GLUCOSA l

30uL DE GLUCOSA J

5 -1500 --.. =1000 -500 .._
=z = ) el
E, -1500 = .
’ ,_8,
-10
E (mV) E (mV)
QUINTA ADICION GOD
50uL DE GLUCOSA
5
3 1500
E (mV)

Figura 43. Ensayo con glucosa de concentracién 0.11 M; se hicieron cinco adiciones consecutivas
incrementando la concentracién en un intervalo de 0.01 M a 0.36 M, empleando como
biocomponente 0.0215 U/g de enzima Glucosa Oxidasa (GOD) en la celda de trabajo.

En la figura 43 se presentan los valores de ig Y potencial con los que se realizaran dos
curvas de calibracion a -~ 500 mV y —600 mV, para estimar en cual de estos se logra
detectar mejor la onda de reduccion de H,0,, donde ia glucosa es una especie que puede

ser determinada utilizando la funcion catalitica de la enzima.

En este sistema la glucosa es monitoreada por la presencia de la onda de reduccion

debida a la produccion de H,0,;.
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Cronoamperometria para Peréxido de Hidrégeno Potencial de Oxidacién

En la figura 44, se indican los cronoamperogramas obtenidos con la metodologia descrita
a detalle en la pagina 65, los cuales corresponden a la oxidacién de perdxido de

hidrégeno.

CRONOGRAMAS POR OXIDACION DE PEROXIDO DE HIDROGENO

Figura 44.. Croncamperogramas por oxidacidon de H;0,, de la solucién "stock" de concentracién
0.01 M se hicieron por cada determinacion una adicion de Buffer de fosfatos de 100 ul y 5
adiciones de 10ul,de H,O, para un intervalo de concentracién de 0.909 x103> M a 3.33 x103 M, en

ia celda de trabajo.

Con los cronoamperogramas presentados en la figura 44, demostramos que la
determinacion de perdéxido de hidrédgeno es posible mediante el empleo de la técnica
electroquimica de cronoamperimetria lineal, a un E = 600 mV y un tiempo de muestreo de
30 segundos, utilizando para ello la Microceida de Deteccidon Enzimatica.

También se observa que en cada adicién constante de disolucién de H,0,, el valor de

corriente Iimite de difusion aumenta proporcionalmente.
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Cronoamperometria para la Reaccion Enzimatica que Involucra a la
Glucosa Oxidasa y Glucosa seguida por la Oxidacién Electrocatalitica

de Peroxido de Hidrégeno
En la figura 45, se muestra uno de los cronoamperogramas de la reaccion enzimatica que
involucra a la glucosa oxidasa y glucosa seguida por la oxidacion electrocatalitica de H,0;,

obtenidos con la metodologia descrita a detalle en la pagina 66.

] ]
I T = seg l

Figura 45. Cronoamperogramas de la reaccién enzimatica que involucra a la glucosa
oxidasa y glucosa seguida por la oxidacién electrocatalitica de H;O,, de la solucidén glucosa
de concentraciéon 0.11 M se hicieron por cada determinacidon una adicion de Buffer de

* fosfatos, 10 ul de GOD y 5 adiciones de 10ul, de Giucosa para un intervalo de concentracion
de 0.01 M a 0.036 M, en la celda de trabajo.

Se demuestra que la determinacién de glucosa mediante la Microcelda de Deteccion
Enzimatica, es posible realizarla debido a que el H,O, que es el producto de la reaccion se
mide amperométricamente a través de su oxidacidon sobre la superficie de! biosensor a un

potencial anddico constante:
HzOz + 2HY +2¢° —» 2H,0

Existiendo una relacion lineal entre la corriente reducida y la concentracién de glucosa,

permitiendo asi la determinacion analitica de este sustrato.

También se observa que en cada adicion constante de disoluciéon de Glucosa, el valor de

corriente limite de difusidon aumenta proporcionalmente.
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Analisis Enzimatico de Glucosa en Vino Tinto

En la figura 46, se muestran los cronoamperogramas de la reaccion enzimatica que
involucra a la glucosa oxidasa y glucosa seguida por la oxidacién electrocatalitica de H;O,,
obtenidos con las muestras de vino analizadas, la metodologia experimental se describe

detalladamente en la pagina 68.

CRONOGRAMAS DE LA REACCION ENZIMATICA QUE
INVOLUCRA A LA GLUCOSA OXIDASA Y GLUCOSA SEGUIDA
POR LA OXIDACION ELECTROCATALITICA DE H.O,

Figura 46 Cronoamperogramas adicion de Buffer de fosfatos, 10 ul de GOD y 1
adiciones de 10ul, de Vino tinto (marca: Concha y Toro), en la celda de trabajo.

Se observa que en cada adicion la constante de disolucion de Glucosa, y el valor de
corriente limite de difusion aumenta proporcionalmente.

Cabe mencionar que todos los vinos tintos analizados contenian entre el 12 —12.5 % de
alcohol formado, por ello, para evaluar si la cantidad de glucosa presente en las muestras
analizadas corresponde con la cantidad que debe tener regularmente el vino con estas
caracteristicas; se presenta a continuacién en la tabla 13, el contenido de glucosa que
debe presentar un vino tinto con este porcentaje alcohdlico. Para mayor informacién sobre
los azucares presentes en el vino tinto, se sugiere consulte el anexo 1 (El vino Tinto).

Tabla 13 Contenido de azlcares presentes en las muestras de vinos analizados

% stconor Sucoss o TESIS CON
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Alcohol formado 12'49° 8
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Microensayo Enzimatico para Glucosa Oxidasa
En la figura 47, observan los graficos de actividad enzimatica, que involucra a la glucosa
oxidasa, obtenidos con la metodologia descrita a detalle en la pagina 69.

MICROENSAYO ENZIMATICO DE GLUCOSA OXIDASA (GOD)

—@— vutter fostatos S00ul
~—@— butter fostatos BOOUL

85
——ar— butfer fosfatos 700ul
8 ——p—— butfer fosfatos 6O0UL.
x 7.5 —#— butter fostatos S00ul.
o -
7
6.5
& KiFe[(CN)e) de
300 400 500 600 700 800 1004L & S00uL

o] 100 200
tiempo (segundos)

Figura 47. Se observan las cinco curvas de pH contra tiempo (seg) obtenidas del
Microensayo Enzimatico. .
Los enzimas al ser proteinas, poseen propiedades que son muy sensibles al pH. De hecho,

la mayoria de las proteinas solo son activas en un estrecho intervalo de pH, tipicamente
entre 5 y 9. Esto es el resultado de los efectos de pH sobre una combinacién de factores:
1. La fijacidn del sustrato a ila enzima; 2. La actividad catalitica de la enzima; 3. La
ionizacion del sustrato y la variacion de la estructura proteica (normalmente, sodlo

significativa a pH externos) [19),

La funcidn del ferricianuro de potasio, KiFe[(CN)s], en este experimento es como
mediador enzimatico, es decir, es una molécula de bajo peso molecular, capaz de
transferir electrones entre el centro activo de {a enzima y el electrodo. En primer lugar, el
uso de un mediador induce ciertas ventajas siempre que el mediador no reaccione con el
O,, haciendo que las mediciones sean virtualmente independientes de pO,;. En segundo
lugar el potencial de trabajo del electrodo enzimatico esta determinado por el E°, ésto es
ventajoso si el mediador tiene como base el E° ya que minimiza los cambios por
interferencia, finalmente, si la oxidaciéon del mediador reducido no involucra protones,
puede hacer al electrodo enzimatico relativamente insensible al pH. El uso de mediadores
en conjuncion con oxireductasas (como la Glucosa Oxidasa), hace que reaccionen
rapidamente con la enzima reducida, que exhiba cinética heterogénea reversible, y que

{20.21.22.23%)

sea estable, tanto en forma oxidada como reducidal”

TESIE . 4 80

FALLA DE ORIGEN




ANALISIS DE RESULTADOS [242%),

Curvas de Calibracién Voltamperometria Ciclica

En la figura 48, se muestra la curva de calibracién que resulta de los voltamperogramas

observados en la figura 38.

VOLTAMPEROMETRIA CICLICA

y =1.1372x - 0.1585
R? =0.9896

h (cm)

(o]
( 0.5 1 1.5 2 25 3 3.5
-0.5 | Concentracion de H,0, x 10 M

Figura 48. Curva de calibraciéon de H,0, en de Fosfatos 0.1M, pH = 7, de'la
disolucion “stock” de H,0; a una concentracién 0.01M, se hicieron 5 adiciones de
10 ul, por cada determinacion.

Cada punto es el promedio de 3 repeticionesy presentan o = 1.01.

Eo= -300mV, E;= 900mV E= 300mV; ETr = Pt°, ERef= Ag/AgCL, E Aux= Acero.

En la grafica el coeficiente de correlacion de la recta calculada en la figura 48, es de
0.9896, por lo que es un experimento en donde los datos semejan una correlacion iineal.
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Para constatar que el coeficiente de correlacién es realmente significativo, se emplea la
siguiente ecuacién:
/r/(n—.?.)l"‘

La hipdtesis nula en este caso es que no existe correlacidon entre x y y. Si el valor

T

calculado de t es mayor que el tabulado, la hipotesis nula se rechaza, es decir se concluye

' que existe una correlacidn significativa.
Para la curva de calibracién calculada en la figura 48 el valor de t =13.75

De la tabla A.1 (que se presenta en el anexo 2), el valor critico de t para 3 grados de
libertad es de 3.18 (p= 0.05), por lo tanto el valor calculado de t es por mucho, mayor
que el tabulado, por lo que la hipdtesis nula se rechaza; esto significa que existe una

correlacion realmente significativa.
Los errores aleatorios en los valores de la pendiente y de la ordenada al! origen son
importantes, por lo que se calcularon los iimites de confianza para la pendiente y para la

ordenada en el origen de la recta de regresion calculada en la figura 48.

El valor de t para (n-2) = 4 y un nivel de confianza del 95 % es de 2.78. Entonces los
limites de confianza al 95% para m y b son:

m = 1.1372 + 0.2151
b = -0.1585 + 0.4828

El limite de deteccidén para esta recta es de 0.3268 x103M de H,0,.




Curva de Calibracién de la Cronoamperimetria para Perdéxido de
Hidrégeno Potencial de Reduccion :

En la figura 49, se muestran las curvas de calibracion que resultan del ensayo realizado
con H;0, a un potencial de reduccidon, que se expone en la figura 40, realizando tres
curvas de calibracién a diferentes potenciales (-600 mV, -700 mV y — 800 mV), para

establecer el potencial de trabajo.

CURVAS DE CALIBRACION DE PEROXIDO DE HIDROGENO

La(nA)
y-600mV = 35.337x - 7.1718

140~ R? = 0.9797

120
y -700mV= 36.619x - 7.6702

R? = 0.9839
100

y-800mV = 35.43x - 7.2938

80
R?=0.9813

60
40

20 e SESEO MY
-—f—E= -700 mV
—&—E=-800mV_

o 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

Concentracion de H0; x 10 ~>M

Figura 49. Curva de calibracion de H,0; en 1 Buffer de Fosfatos 0.1M, pH = 7, de la
disolucidn “stock” de H,O, a una concentracién 0.01M, se hicieron S adiciones de 10 nl, por
cada determinacidn. Cada punto es el promedio de 3 repeticiones y presentan o = 2.42

Eo= -600 mV; .Eg= -700 mV y Eo= -800 Mv.

ETr = Pt°, ERef= Ag/AgCL, E Aux= Acero.
En la figura 49, se muestran los datos obtenidos para diferentes puntos. Se ve una
variacion lineal, que es corroborada por las ecuaciones de las rectas. De entre ellas la que
tiene el mejor factor de correlacion lineal es la que corresponde al potencial de -700 mV,

cuyo r* =0.9839. Por lo gue, el siguiente paso consiste en determinar el tiempo de




muestreo experimental, realizando determinaciones a diferentes tiempos de muestreo (30

y 60 segundos).

En la ﬁgura 50 se muestra la curva de calibracién que emerge de los cronoamperogramas
"a diferentes tiempos de muestreo (30 y a 60 segundos).

CURVAS DE CALIBRACION DE PEROXIDO DE
HIDROGENO TIEMPO DE MUESTREO

140 | T«(*"A)

y 30 seg= 39.112x - 7.2906
R2 = 0.9866

120 -
v y 60 seg= 40.157x - 7.8328
100 R2 = 0.9863
.80 -
60 -

40
—e—tiempo de muestreo
= 30 seg
20 —m— tiempo de muestreo
=60 seg
o] - =
0 1 2 3 4
-20 L Concentracién de H,0, x 10 M

Figura 50. Curva de calibraciéon de reduccién de H,0; en Buffer de Fosfatos 0.1M, pH = 7, de la
disolucion “stock” de H,0O; a una concentracion 0.01M, se hicieron 5 adiciones de 10 Hl, por cada
determinacion.

Cada punto es el promedio de 5 y presentan © = 5.18 para un tmyestreoy = 30 Seg

Cada punto es el promedio de 5 y presentan © = 5.70 para un tmyesrreo) = 60 Seg

Ep= -700 mV; ETr = Pt°, ERef= Ag/AgCL, E Aux= Acero.

La figura 50, es analoga a la figura 49, pero en vez de realizar las determinaciones a
diferentes potenciales se realizan a diferentes tiempos de muestreo: 30 y 60 segundos. El
mejor tiempo de muestreo es el de 30 segundos, cuyo r’= 0.9866.
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Curva de Calibracién de la Cronoamperometria para Glucosa con Glucosa
Oxidasa a un Potencial de Reducciéon

La determinacion de glucosa se realiza siguiendo el decremento del oxigeno en el medio
de disolucion a medida que se lleva a cabo la oxidacion de la glucosa.

A continuacién en la figura S1 se presentan las curva de calibracidon, correspondientes a!
ensayo de la figura 43, a un potencial de —500 mV y —600 mV.

CURVAS DE CALIBRACION

GLUCOSA/GOD
] ToGAY y-500 mV = 0.1183x - 0.3342
. 2 _
4.5 1 R2 = 0.9691
4~
3.5
S 3- y -800mV= 0.1141x - 0.3056
R RZ2=0.
25- 9727
2 L e—E=-500 mVv

1.5 ~—8—E= -600 mV_

o] 10 20 30 - 40

-1 Concentracion de Glucosa x 10 ~3M

Figura S1. Curva de calibracién de reduccién de O; en Buffer de Fosfatos 0.1M, pH=7,mas GOD
en de la disoluciéon de glucosa a una concentracién 0.01M, se hicieron 5 adiciones de 10 ul, por
cada determinacién.

Cada punto es el promedio de 5 repeticiones y presentan una ¢ = 0.05

Eo= -500 MmV; t(muestreoy = 30 seg ETr = Pt°, ERef= Ag/AgCL, E Aux= Acero.

Eo= -600 MV, t(muesrreay = 30 seg ETr = Pt°, ERef= Ag/AgCL, E Aux= Acero.
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Los resuitados obtenidos en la figura 51, muestran las curvas de calibraciéon donde se
observa que a un potencial de — 600 mV y un tiempo de muestreo de 30 segundos, son
las condiciones experimentales para obtener el coeficiente de correlacién de 0.9844, por lo
que es un experimento en donde los datos semejan una correlacidon no completamente

lineal.

La principal causa de error en los resultados, se debe, a que originalmente no
espe‘k‘ré_bamos detectar la reduccién, sino que debido a un error de instrumentaciéon (ya que
el t‘ra'nsductor'estaba detectando valores positivos como negativos y viceversa), creimos

qUéi]a'v,geﬁ'al provenia de la oxidacién de perdxido de hidrégeno.

Finalmente no se llevaron a cabo las medidas experimentales adecuadamente, ya que era
necesario mantener la celda completamente cerrada y burbujear N,, para eliminar el O,
atmosférico presente en el medio, el cual interfirid con la sefal del O, producido por el

peroxido de hidrogeno. obteniendo asi datos experimentales alterados.
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Curva de Calibraciéon de la Cronoamperometria de Peréxido de Hidrégeno
a un Potencial de Oxidacion

En la figura 52, se muestran las curvas de calibracion correspondientes a los
cronoamperogramas por oxidacion de H;0O, de la figura 44, en donde las rectas de

regresion calculadas, emplean como tiempo de muestreo 30 segundos.

CURVAS DE CALIBRACION OXIDACION DE
PEROXIDO DE HIDROGENO
al bt
70-
60—
50
40— y = 18.778x + 2.6905
R? = 0.9909
30
20- - P —
—&—E = 600mV tiempo de
4 muestreo = 30_§Eg o
10-
04
o 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
L Concentracién de H,0, x 10 M

Figura 52 Curva de calibracién de H>O; en 100u! de Buffer de Fosfatos 0.1M,
pH = 7, de la disolucion “stock” de H,0, a una concentracién 0.01M, se
hicieron 5 adiciones de 10 pl, por cada determinacion.

Cada punto es el promedio de 5 repeticiones y presentan una c = 7.22

E = 600mV y t = 30 segundos. E Tr = Pt°, E Ref = Ag/AgCL, E Aux = Acero.
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Para constatar que el coeficiente de correlacién es realmente significativo se emplea la

ecuacion.

p_— /r1(n=2)"

(] - )”2

Para la curva de calibracién calculada en la figura 52 el valor de t = 20.77

De la tabla A.1 (que se presenta en el anexo 2), el valor critico de t para 4 grados de
libertad es de:2.78 (P = 0.05), por lo tanto el valor calculado de t es ligeramente mayor
que_.el tabulado, :\por‘ lo que ia hipotesis nula se rechaza; ésto significa que existe una

igriiﬁcativa.

rrores’aleatorios en los valores de la pendiente y de la ordenada al origen son
por’lo’que se calcularon los limites de confianza para la pendiente y para la

injpbr;aq
ordenada‘en el origen de ia recta de regresion calculada en la figura 52.

El valor de t para (n-2) = 4 y un nivel de confianza del 95 % es de 2.78. Entonces los
limites de confianza al 95% para m y b son:

m = 18.778 + 7.28
b = 2.6905 + 8.50

El limite de deteccion para esta recta es de 0.4184 x103 M de H,0,.
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Curva de Calibracién Ponderada, Cronoamperometria de Perdoxido de
Hidrégeno (Potencial de Oxidacion)

Para constatar que el experimento es reproducible, es decir que la Microcelda de
Deteccién Enzimatica logra detectar al perdxido de hidrégeno, se realizdé la curva de
calibracién ponderada que se muestra en la figura 53.

Curva de Calibracion Ponderada,
Cronoamperometria de Perdxido de
Hidrégeno (Potencial de Oxidacién)
10-
_— y=5EBIx+135
% R=0951
€
€0} f %
4)‘ i
23- {
o]
[o] 2 4 6 8 . “ B
I Concentracién de H,O; x 10 —3M ]
8 Gthpurioesd povwedo3
tic

Figura S3 Curva de calibracion ponderada de H,O, en 100l de Buffer de Fosfatos 0.1M,
pH = 7, de la disolucién “stock” de H;0, a una concentracién 0.01M, se hicieron 5
adiciones de 10 ul. por cada determinacion.

Cada punto es el promedio de 30 repeticiones y su c = 11.82

E = 600mMV; tmuesreo) = 30; ETr = Pt°, ERef= Ag/AgCL, E Aux= Acero.
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Curva de Calibracién para la Cronoamperometria de Glucosa con Glucosa
Oxidasa

En la figura 54, se muestra la curva de calibracion correspondiente al experimento descrito
en la figura 4S.

CURVA DE CALIBRACION GLUCOSA / GOD

y = 0.0508x + 0.0289

R? = 0.9963
2.

1.8

1.6 1

1.4 4
1.2 4
1 4
0.8 -
06 | .
—e——E= 600mv tiempo de

muestreo = ;‘0 se,

muesliee LaR 308

0.4

0.2

o . 10 20 30 40

I Concentracién de Glucosa x 10 ~*M I

Figura 54. Curva de calibracién de Buffer de Fosfatos , pH = 7,mas GOD en de
la disolucion de glucosa a una concentracion 0.11M, se hicieron 5 adiciones de 10
ul, por cada determinacion.

Cada punto es el promedio de 5 repeticiones y presentan ¢ = 0.318.

.Ep= 600 MV; timuestreoy = 30 seg ETr = Pt°, ERef= Ag/AgCL, E Aux= Acero.

La recta de regresion calculada en la recta de la figura 54, se utilizaré en la practica para
estimar la concentracion en la muestra problema por interpolacion, por io que se requiere
que los valores experimentales se ajusten bien a una linea recta.
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Como se observa en la figura 54, el coeficiente de correlacién de la recta calculada es de
0.9963, lo que indica que es un experimento en donde los datos semejan una correlacion

lineal.

Para constatar que el coeficiente de correlacion es realmente significativo se emplea la

ecuacion:

_— Iri(n=-2)"

(] —r? )“:

Para la curva de calibracion calculada en la figura 54 el valor de t = 32.79.

De la tabla A.1 (que se presenta en el anexo 2), el valor critico de t para 4 grados de
libertad es de 2.78 (P = 0.05), por lo tanto el valor calculado de t es ligeramente mayor
que el tabulado, por lo que la hipotesis nula se rechaza; ésto significa que existe una

correlacién significativa.
Los errores aleatorios en los valores de la pendiente y de la ordenada al origen son
importantes, por lo que se calcularon los limites de confianza para la pendiente y para la

ordenada en el origen de la recta de regresion calculada en la figura 54.

El valor de t para (n-2)= 4 y un nivel de confianza del 95 % es de 2.78. Entonces los

limites de confianza al 95% para m y b son:

m = 0.5591 + 0.1649
b = 0.0289 + 0.3569

El limite de deteccién para esta recta es de 0.2.716 x103M de Glucosa.
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Analisis Enzimatico de Glucosa en Vino Tinto

Calcuio De Concentracion De Glucosa

Los valores de X, se determinan facilmente utilizando la ecuacion de regresidén de la
figura 54 correspondiente a la Curva de calibracién Glucosa / GOD, sustituyendo los
valores de Yy, que corresponde a los valores obtenidos de iy de cada una de las muestras

de vinos tintos analizadas (Tabla 14).

Tabla 14. Valores de iq obtenidos en cada determinacion, de glucosa, en las diferentes

marcas de vino tinto analizado.

. Concentracion de Concentracion de
Vino Tinto ia (1t A) 2
Glucosa x10 ‘M Glucosa (g/l)
Concha y Toro. 0.942 0.082 1.885 2.939
Santa Rita 1.083 0.024 1.633 3.384
California 0.335 0.012 0.283 0.283
Sangre de Cristo 5.655 2.457 10.053 18.09

Se considera que la determinacién de los métodos de analisis aplicados en el sector del

vino para glucosa se obtiene C g/l = 8 (Tabla 13).

Con los parametros anteriores podemos deducir que el vino marca Sangre de Cristo,

sobrepasa por mucho las especificaciones de glucosa. A continuacion se presentan tres

hipétesis:

1. Podria tratarse de un vino que no se ha fermentado en su totalidad hasta alcanzar el
grado alcoholico de 12%.

2. También se podria tratar de una mezcla de vino de 12 % grado alcoholico con otro
mas rico en azucares.

3. Finalmente se sospecha que ha sido enriquecido con sacarosa.

Estas hipdtesis no han sido corroboradas, pues para determinar su condicién real se

tendria que verificar el proceso de fabricacion.
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Microensayo Enzimatico para Glucosa Oxidasa

En la figura 55, se presentan los graficos de actividad enzimatica, que involucra a la

Glucosa Oxidasa, sustraidos de la figura 47.

MICROENSAYO ENZIMATICO DE GLUCOSA OXIDASA (GOD)

———pH mencra 7
.——pHOe 74385
—py—pHde 83 a 00|

o 100 200 300 400 500 600 700 800
tiempo (segundos)

Figura 55. Se observan las tres curvas mas representativas de la actividad enzimatica de la GOD
obtenidas del Microensayo Enzimatico.

Las velocidades iniciales de muchas reacciones enzimaticas en funcion del pH muestran

curvas en forma de campana. Estas curvas reflejan la ionizacion de ciertos restos de

aminoacidos que han de encontrarse en un estado de ionizacidén determinado a fin de que
haya actividad enzimatical?®.

En la figura 55 se observan tres comportamientos distintos de actividad enzimatica de

Glucosa Oxidasa (GOD) a diferentes intervalos de pH:

1. En el intervalo de pH menor a 7, se observa que la actividad enzimatica de la Glucosa
Oxidasa (GOD), es nula, ya que el comportamiento que presenta en la grafica es
lineal.

2. En cambio, en el intervalo de pH de 7.4 a 8.5, se observa que la enzima GOD
presenta mayor actividad, ya que muestra la curva en forma de campana mas
prolongada.

3. Finalmente en el intervalo de pH de 8.4 a 9.0, se observa actividad enzimatica pero a
menor escala ya que la curva que aparece en la grafica es menos prolongada.

Los resultados anteriormente expuesto nos demuestran que el intervalo de pH mas

adecuado para la actividad enzimatica de la enzima GOD es el de 7.4 a 8.5.
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ANALISIS ESTADISTICO!25:25],

En la Tabla 15, se presenta un resumen de los resultados expuestos de todas las
ecuaciones de correlacion lineal; los coeficientes de correlacidn lineal; los errores
asociados a la pendiente y ordenada al origen a un 95% de confianza; los limites de

deteccidn y coeficientes de variacion (95% de confianza).

Errores de

Limite de

Técnica re‘;i::i‘v:.‘:::r:igial c':‘r:(;‘:ri\‘;:;taeayl detfcl;io'n
origen (L.D)
Voltamperometria Iy = 1.1372C 0.2151 0.9896 0.3268 x10°
Ciclica —-0.1585 b = -0.1585 + - 3 M de H,0,,
0.4828
Cronoamperometria I, = 18.778C m = ;82'378 * 0.43184 x10°
Oxidacion del H,O, +2.6905 b = 2.6905 + 0.9909 HMode
. 8.50 22
5 . m = 0.5591 =+ 0.2.716
Cronoamperometn_’a Ig = 0.5591C 0.1649 0.9963 xlc.)'z.M de
Glucosa/ GOD’ ‘+0.0289 b = 0.0289 + : Gl
S et 0.3569 ucosa

De acuerdo céh‘rlds»vdatos obtenidos en la curva de calibracién ponderada (figura 53),
para la detef}nihaciéh de H,0;, el valor del coeficiente de correlacion lineal que
obtenemos. es‘de 0.9864, con lo cual se demuestra que la Microcelda de Deteccidn
Enzimatica, da una respuesta reproducible y repetitiva, ya que en este experimento
cada punto es el promedio de 30 repeticiones y presenta una o = 11.82, lo cual

demuestra que, incluso se puede emplear a la Microcelda de Detecciéon Enzimatica

como un sensor quimico para analizar H,0,.

En general las técnicas muestran curvas de calibracion con rectas de linealidad aceptable,
con coeficentes mayores a 0.98, por lo que las mejor técnica para la determinacién de
H,O, y para la determinacion de glucosa fue la cronoamperometria con potencial de

oxidacion.

Los Iimites de deteccidén para H,0, estan en el orden de 1x10°3 M y los correspondientes a

la determinacién de glucosa estan en valores del mismo orden.
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CONCLUSIONES

Las técnicas electroquimicas presentadas, son una alternativa a las métodos
colorimétricos, espectrofotométricos y espectroscopicos reportados en la literatura para la
determinacién de Glucosa.

La técnica electroquimica de cronoamperometria resulté Util por ofrecer la facilidad de
trazar curvas de calibraciéon; por realizarse en corto tiempo, no mayor a 30 segundos; ser
selectiva al analito, debido al valor del potencial de trabajo (600 mV), ademas que permite
la determinacion del analito (H>O:), sin mas preparacion que medio de reaccion de un
elecfrolito soporte (Buffer de Fosfatos 0.1M,) a 'uh"‘pH controlado (pH= 7.) y en caso de

las determinaciones con Glucosa Oxidasa, sélo
sea solucidon estandar o muestras de vino tirito

equivalen a 0.02159 U/g de GOD.

"e‘nec__esario un medio con Glucosa (ya
la adicién de 10 nuL de enzima que

La Microcelda Electroanalitica de Deteccidén Enzimatica es un dispositivo que presenta las
siguientes ventajas: s

e . Analisis a microescala.

La Microcelda Electroanalitica de Deteccion Enzimatica tiene una capacidad de 300 pl,
en el procedimiento experimental sdélo se utiliza un volimen no mayor a 160 i,
realizando las adiciones en el mismo espacio fisico, incluyendo todo el arreglo del
sistema con electrodos, pdr lo que la cantidad de reactivos como de residuos se
minimizan.

e El tiempo de experimentacidon es muy corto, ya que el tiempo promedio de una
curva de calibracién cronoamperomeétrica no es mayor a 30 min.

e El costo es muy bajo, ya que se realizo con materiales que se encuentran
accesibles en el mercado nacional, como acrilico y electrodos disefiados en el
laboratorio.

e El minimo manejo de la muestra, se requiere de micropipetas, ya que manejamos
voliumenes muy pequefios, un sistema con variables controlables dentro del medio
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de reaccién, como una disolucidn reguladora de pH para evitar que la enzima se
dafie perdiendo actividad y control de la temperatura.

Variabilidad, la Microcelda de Deteccién Enzimatica, mostré mucha eficiencia para
la determinacion de glucosa al incorporar Glucosa Oxidasa (GOD) como
biocomponete, dandole un caracter de biosensor. También, se logré la
determinacién de peréxido de hidrégeno (H.O;), proveniente de soluciones

estandar, por lo que se puede emplear como sensor quimico para este analito.

Ademas la Microcelda de Deteccién Enzimatica, si responde al analizar muestras con

contenido de glucosa, incluso se empled para analizar muestras comerciales de vino

tinto, por lo que puede proyectarse en el futuro su desarrollo a nivel industrial,

reduciendo los costos significativamente, comparados con los biosensores para

determinar glucosa que se emplean actualmente en la industria alimentaria.’

En la Tabla 16 se muestran en forma resumida, las caracteristicas que posee La

Microcelda de Deteccién Enzimatica.

Tabla 16 Caracteristicas que posee La Microcelda de Deteccién Enzimatica.

Caracteristicas Presenta

Especifico Si
Reproducible Si
Preciso Si
Exacto Si, con facil calibrado

Sensibilidad adecuada

Si, excepto en andlisis traza

Respuesta rapida

Si, (30segundos)

Miniaturizable

5,

Capaz de utilizar; pedt,ié

Si, (capacidad maxima 300pul)

medida
Robusto manejo muy sencillo
Estable Si, en cortos periodos
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ANEXO 1:
El Vino Tinto

‘ El color del vino tinto no se debe a la pulpa de la uva, ya
ll que en la mayoria de los casos es incolora. El color del

vino tinto se obtiene fermentando el mosto obtenido de
las uvas con su pulpa, hollejos y pepitas (partes sdlidas
del racimo), donde esta contenida la materia colorante
que da al mosto la caracteristica tonalidad tinta. Este
proceso se conoce como maceracion, y va a determinar
de forma decisiva las caracteristicas propias de sabor y
aroma del vino tinto, ya que aporta el color, taninos y

cuerpo, ademas de los aromas primarios.

La elaboracion comienza con el estrujado de la uva, que consiste en romper el hollejo para
liberar el zumo. Al estrujado sigue el despalillado, para eliminar el escobajo del racimo y
evitar el exceso de tanino, aspereza y metanol en el vino. Después se pasa a los depdsitos
de fermentacion, en los que se debe dejar, como minimo, un 20% de su capacidad vacio,
ya que al fermentar, la masa aumenta de volumen y se produce espuma al hervir el
mosto, lo cual podria producir reboses en los depdsitos. En este proceso, las partes sdlidas
afloran' a la superficie, formando lo que se llama el sombrero, que debe remojarse
frecuentemente con mosto en fermentacion, para lograr la homogenizacion de la mezcla.
Este es el remontado. Durante todo el proceso es vital controlar la densidad y
temperatura, que no debe sobrepasar ios 30°, ya que ambas son decisivas para una
buena fermentacion alcohdlica y para conseguir el vino con las caracteristicas deseadas.

Si se quieren obtener vinos jovenes, deberan permanecer macerando alrededor de una
semana, mientras que si los que se desean son caldos destinados a crianza, reserva o
gran reserva, se debe llegar hasta los 20 dias. Cuando la maceracion ha terminado, el
caldo es separado de los orujos, que se prensan obteniéndose vino de prensa, de peor
calidad y la parte sdlida se destina a destilacion en las fabricas de alcohol para obtencién

de alcohol vinico.

Otra forma de conseguir el vino tinto es mediante la maceracidon carbdnica, que consiste
en causar la fermentacion por medio de la introduccion de racimos enteros de uva, sin
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estrujado y despaliliado, en un depdsito con CO, y sin apenas oxigeno. La uva, que esta
‘intacta, sufre una fermentacién intracelular. Después de esta maceracién se procede al
' estrujado y prensado. Este sistema produce vinos muy suaves, con bastante cuerpo e
vint'enso color, muy afrutados, aptos para consumir como vinos jovenes, no adecuados

para crianza y que con el tiempo pierden estas cualidades.

El caldo se trasiega a los depdsitos adecuados, donde sufrird una segunda fermentacion,
la malolactica, que proporciona finura y suavidad al transformar el acido malico en acido
lactico, suave y sedoso. Posteriormente el vino se somete a varios trasiegos con el fin de

clarificarlo y eliminar las lias.

La crianza es el proceso destinado a mejorar las caracteristicas del vino. Los vinos
destinados a crianza deben tener buenas cualidades, deben ser recios, con la adecuada
aspereza, acidez y colores vivos e intensos. En la crianza vamos a distinguir varias fases:

a) El primer afio de crianza se realiza en depdsitos de acero inoxidable con el fin de
decantar las particulas mas finas que hayan quedado en suspension, trasegandolo cada

cierto tiempo.

b) Crianza en barricas de madera de roble de 225 litros, en las que puede permanecer
varios periodos de tiembo segun el tipo de vino que deseemos obtener. En esta fase la
madera cederd al vino sus aromas y taninos, ademas retrasara su decadencia. Durante el
tiempo de permanencia del vino en barrica, las condiciones de la bodega deben ser de
humedad entorno al 80% , temperatura constante, mas bien baja, penumbra, ausencia de
ruidos y vibraciones. El método de envejecimientoc es por el sistema de soleras o
criaderas, en el cual las barricas se apilan unas sobre otras, hasta un tres o cuatro
alturas, denominandose solera a la fila mas baja y criaderas a las superiores. El vino se va
extrayendo, en lo que se denomina saca, de las soleras, que se rellenan en un proceso
descendente, con vino de la criadera inmediatamente superior o primera criadera, ésta se
reliena con vino de la segunda criadera y asi hasta llegar a la dGitima criadera, que se
rellena con vino nuevo. El vino se redondea, gana en suavidad, aparecen los aromas
terciarios y el color vira a tonos teja. Al final de la crianza deben unificarse las calidades de
vino mediante mezclas de caldos de la misma cosecha en la operacion llamada cabeceo.

Se clarifican , filtran y pasan a la crianza en botella.
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c) Para el embotellado es fundamental la buena limpieza de las botellas y el uso de
corchos de primera calidad. Una vez llenas las botellas, se trasladan a los botelleros,
donde deben permanecer en posicion horizontal para que el corcho esté
permanentemente himedo y no se seque, lo cual permitiria el paso de aire al interior y
microorganismos que oxidarian y alterarian el vino. La zona de botelleros debe reunir las
mismas cualidades en cuanto a humedad y temperatura de la zona de barricas. Es en este
periodo el vino se afina, pierde astringencia y gana los aromas de esta fase reductora
anaerobia. La duracion de la crianza en botella puede durar varios afios.

Tipos de vino
Existen tres tipos basicos de vino tinto en funcién de la edad:

Crianza: Son todos aquellos vinos que han madurado durante un afio en barril y otro en

botella.

Reserva: Vinos que han pasado al menos un afio en barril, asi como un minimo de dos

afios en botella.

Gran Reserva: Caldos que han permanecido al menos dos afios en barril y otros tres

afos en botella.
Azicares Presentes en el Vino

La uva contiene un 15-25% de Glucosa y Fructosa, que poseen la misma formula empirica
y se encuentran en cantidades casi iguales en la uva madura, con un ligero predominio de
la Fructosa, siendo aproximadamente 0'95 la relacion Glucosa/Fructosa, que disminuye
durante la fermentacién, pues las levaduras fermentan principalmente la Glucosa.

Tabla 17 Contenido de azlcares presentes en el vino.

Glucosa gr/i Fructosa gr/| Glucosa/Fructosa
Mosto antes de fermentar 123 126 0'97
Alcohol formado 0'7° 111 125 0'88
Aicohol formado 5'3°¢ 57 103 0'55
Alcohol formado 12'4° 8 32 0'25
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Como se observa en la tabla 14, la mayor parte de azlcar que permanece tras la
fermentacion es la Fructosa, que tiene un poder edulcorante superior a la Glucosa,

aproximadamente 2 veces mayor.

La uva apenas contiene Sacarosa, que es desdoblada en Glucosa y Fructosa por las
levaduras durante la fermentacion, por lo cual "el vino no contiene Sacarosa" . Su
presencia por adicionamiento para enriquecer ciertos vinos, supone un fraude para el

consumidor, aunque sea legal.
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ANEXO 2

Tabla A.1
La distribucion t

Valor de t para un intervalo de confianza de

Valor critico de /t/ para valores de P de

Numero de grados de libertad

L1 8700
0.02

2

3 2.35 3.18 4.54 5.84
4 2.13 2.78 3.75 4.60
s 2.02 2.57 3.36 4.03
6 1.94 2.45 3.14 3.71
7 1.89 2.36 3.00 3.50
8 1.86 2.31 2.90 3.36
9 1.83 2.26 2.82 3.25
10 1.81 2.23 2.76 3.17°
12 1.78 2.18 2.68 3.05
14 1.76 2.14 2,627 12,98 ¢
16 1.75 2,12 . 258 2.92 -
18 1.73 2:10 2.55 2.88
20 1725 050 S 2.85
30 1.70: 2.75
50 1.68. 2.68
) 1.64°% 2.58
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