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RESUMEN

En el presente trabajo se fabricé un microdispositivo analitico basado en microfluidica de papel para la determinacioén
simultdnea del contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante en muestras de vino mediante sensores
colorimétricos basados en los métodos Folin-Ciocalteu (FC) y ABTS, respectivamente. La deteccion colorimétrica se
llevo a cabo empleando un escaner y el software ImageJ, utilizando la escala azul del sistema RGB. Una zona de
pretratamiento con reactivos de Carrez fue acoplada y, permitio la clarificacion de las muestras y su analisis con una
simple dilucién 2:1 con agua destilada. Los disefios de experimentos factoriales completos a dos niveles determinaron
los factores con mayor influencia en cada método, resultando en la concentracién del reactivo FC para el método FC, y
la concentracion del reactivo ABTS y el modo de incubacion para el método ABTS; las condiciones de reaccion
empleadas en los métodos fueron seleccionadas mediante estudios de un factor a la vez. Con las condiciones
seleccionadas, 4 muestras de vino de diferentes variedades de uva, fueron analizadas. El tiempo de analisis fue de 5 min
por muestras para ambos métodos, reduciendo a 5 min previos para la formacion del radical cationico en el método
ABTS La curva de calibracion y las caracteristicas de los métodos fueron determinadas empleando acido galico (AG)
como estandar. El intervalo lineal del método FC fue de 149.71 a 1 998.91 mg EAG L™ (0.88 a 11.75 mmol L") y de
98.66 a 998.60 mg EAG L' (0.58 a 5.87 mmol L") para el método ABTS, presentando R> > 0.99. Los LD fueron de
32.47 y 17.31 mg EAG L' para el método FC y ABTS, respectivamente. Para ambos métodos, los %DER para la
evaluacion de la repetibilidad y precision intermedia resultaron inferiores al 14 % y los %Recuperacion entre el 82y 115
% para la evaluacion de la veracidad. La determinacion simultanea del contenido de polifenoles totales y la capacidad
antioxidante fue posible en el pPAD y no presentaron diferencias significativas con los métodos en lote, siendo una
alternativa de mas bajo costo, sencilla y rapida. El proceso de fabricacion del uPAD por la técnica de corte resultd ser
sencillo, simple, barato, preciso y eficiente para su uso en manufactura en gran escala. El costo del uPAD fue estimado

en $1.65 pesos (MXN).



1. INTRODUCCION

Los polifenoles son un grupo de compuestos exdgenos que poseen varias funciones fenol, nombre popular del
hidroxibenceno, unidos a estructuras alifaticas o aromaticas con familias como acidos fenoélicos, alcoholes fenodlicos,
lignanos y flavonoides, entre otros [1], [2]. Los polifenoles poseen una amplia variedad de propiedades biologicas, entre
las que destaca la capacidad antioxidante, definida como la capacidad de un compuesto de suprimir, retrasar o prevenir
significativamente el dafio causado con el proceso oxidativo, provocado principalmente por radicales [3] que
desencadenan dafo celular y el desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas y cancer. Una fuente invaluable de
polifenoles son los vinos, un producto obtenido a partir del procesamiento de la uva, ampliamente distribuido a nivel
mundial debido a su exquisito sabor y reportados beneficios a la salud humana. La actividad biologica de los vinos es
muy variada, desde actividad antiinflamatoria, antiplaquetaria, antimicrobiana y, sobre todo, antioxidante, gracias a la
presencia de los polifenoles [4] y otros compuestos. Por tal motivo, es importante determinar el contenido de polifenoles
presentes en los vinos, asi como la capacidad antioxidante de ellos. Los métodos para determinar tanto el contenido de
polifenoles totales como la capacidad antioxidante son muy variados, pero destacan el método de Folin-Ciocalteu y el
método del radical catidnico del acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS). El método de Folin-
Ciocalteu (FC) es el mas empleado para la determinacion del contenido total de compuestos fenodlicos en matrices
alimentarias, y consiste en el uso de un reactivo, del mismo nombre, de coloracion amarilla con presencia de sales de
tungstato y molibdato en medio acido [5], [6]. El mecanismo de reaccidon del método FC aun no se ha elucidado por
completo, pero se cree que se componen de complejos de las sales de tungstato y molibdato, donde ambos poseen un
numero de oxidacién de 6+, siendo incoloro y amarillo, respectivamente. La adicion de los compuestos fenolicos a pH
basico (>10) proporciona la presencia de iones fenolato, que inician la transferencia de electrones, reduciendo el reactivo
FC y produciendo un cambio de coloracién a azul (Figura 1). La intensidad del complejo color azul es medido
espectrofotométricamente y es directamente proporcional a la concentracion del antioxidante, y los resultados se

expresan en términos de equivalentes de un estandar.
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Figura 1. Mecanismo de reaccion del método FC [6].

Por su parte, el método de ABTS tiene una fuerte ventaja sobre otros métodos para determinar la capacidad
antioxidante, ya que permite el analisis de muestras de naturaleza tanto hidrofilica como lipofilica, gracias a las

propiedades y estabilidad del radical en ambos tipos de disolventes, asi como su amplio intervalo de pH de trabajo que
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vade 4.5a7[7],[8]. El método del ABTS fue desarrollado por Re y cols. [9] a finales de la década de los 90s y consiste
en la neutralizacién del radical cationico ABTS®* por la transferencia de electrones por parte de una molécula
(antioxidante) donadora de electrones (Figura 2). El radical es color verde-azulado y la intensidad del color disminuye

conforme la concentracion del antioxidante incrementa durante la medicion espectrofotométrica.
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Figura 2. Mecanismo de reaccion del método ABTS [10].

Aunque dichos métodos han sido desarrollados a microescala [11], el volumen de residuos generados y el consumo
de los reactivos son elevados, y la implementacion de estos métodos en campo o zonas de dificil acceso y poca
infraestructura es limitado. En la actualidad, los investigadores en Quimica Analitica buscan desarrollar plataformas de
analisis directos, automaticos, miniaturizados, con minimo consumo de reactivos y muestras, y con la posibilidad de ser
implementados in situ, sin comprometer la calidad de los resultados [12]. Por ello, la busqueda de plataformas que
permitan cumplir con los objetivos de la Quimica Analitica Verde y su aplicacion en ensayos de actividad biologica es
una necesidad. Los investigadores han encontrado en los principios de la Microfluidica una atractiva alternativa, puesto
que permite procesar y manipular fluidos en cantidades muy pequefias, utilizando microdispositivos con dimensiones de
un par de centenas o miles de micrometros [13]. Los sistemas de analisis basados en microfluidica cuentan con una
amplia variedad de sustratos para que puedan ser empleados en su fabricaciéon como vidrio, acrilato, polidimetilsiloxano
(PDMS) e, incluso, papel. Este ultimo generd la creacion de nuevas plataformas conocidas como microdispositivos
analiticos basados en microfluidica de papel (WPADs, por sus siglas en inglés, Microfluidic Paper-based Analytical
Devices), los cuales fueron desarrollados en el grupo de trabajo de Whitesides en 2007 en la Universidad de Harvard
[14]. El papel como sustrato otorga grandes ventajas a dichas plataformas: (i) alta disponibilidad y bajo costo, (ii) el flujo
capilar evita equipos extras, (iii) ha sido implementado previamente en aplicaciones analiticas cualitativas o
semicuantitativas, (iv) facil manipulacidon, almacenamiento y transporte, (v) biodegradable y (vi) facil de someter a
procesos de modificacion de superficie. La fabricacion de los pPADs se puede llevar a cabo por procesos quimicos,
empleando reactivos para la formacion de barreras hidrofobicas que delimiten las zonas de trabajo y canales, o fisicos,
para delimitar las zonas de trabajo mediante corte o fuerzas fisicas [15], [16]. La deteccion del analito de interés en la
muestra es un paso fundamental para cualquier plataforma analitica y un reto especial cuando hablamos de uPADs. La
colorimetria es el método de deteccion mas ampliamente utilizado gracias a que el papel ofrece grandes propiedades de
brillo y contraste para percibir cambios de tonalidades e intensidades de color. Dichos cambios se pueden detectar

empleando una simple camara digital, teléfono celular o escaner, y utilizando un sistema de deteccion, como la escala
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RGB, para realizar una correlacion con la concentracion de un analito, mediante el uso de software especializados [17].
Por tal motivo, el uso de uPADs puede ser una alternativa sencilla y economica para desarrollar métodos de analisis de

la actividad bioldgica.

2. ANTECEDENTES

Los reportes sobre la implementacion de métodos para la determinacion de la actividad biolégica en muestras
alimenticias en uPADs son limitados y no reportan parametros que respalden la confiabilidad de los resultados.
Sirivibulkovit y cols. [18] presentaron el desarrollo de un uPAD fabricado por laminacién para la determinacion de la
actividad antioxidante en muestras de té por el método del radical DPPH con deteccion colorimétrica, utilizando una
camara digital y la escala de grises. El método emple el reactivo DPPH 2 mmol L' (1 pL) y un tiempo de reaccion de
30 min. El desempefio analitico de los pPADs fue evaluado en términos de intervalo lineal, limite de deteccion (LD) y
repetibilidad para 6 estandares (acido galico, trolox, acido ascorbico, acido cafeico, acido vanilico y quercetina). Los LD
calculados se obtuvieron en el orden de 37.9 a 10 000 umol L'; sin embargo, es importante recalcar que los intervalos
de trabajo se realizaron en concentraciones inferiores al LD, y los coeficientes de determinacion (R?) fueron menores a
0.99 para el acido ascorbico y vanilico; ademas, para la comprobacion del intervalo lineal no se empled algin otro
resultado que indique que no existen tendencias en el modelo. La repetibilidad no fue buena, ya que los valores de los
porcentajes de desviacion estandar relativa (%DER) obtenidos superaron el 15 %, establecido por las guias [19]. La
comparacion con el método espectrofotométrico durante el analisis de muestras de té no presentd diferencias
significativas. Por su parte, Sateanchok y cols. [20] desarrollaron un pPAD compuesto por una zona de deteccion con
tiras de papel y tiras de algoddn para la determinacion del contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante
mediante los métodos FC y DPPH, respectivamente. El algodén demostro ser una alternativa util para la fabricacion de
los uPADs por el alto grado de flujo de las disoluciones. La deteccion se realizé con un teléfono celular con la intensidad
de la escala R del sistema RGB. Las concentraciones de los reactivos FC 0.2 mol L' y DPPH fueron de 0.06 mmol L.
Los tiempos de andlisis fueron de 15 y 60 min para los métodos FC y DPPH, respectivamente. En este caso, no fue
evaluado ningun pardmetro estadistico que pueda ser atribuible al desempefio analitico del método desarrollado.
Finalmente, Puangbanlang y cols. [21] desarrollaron un pPAD para determinar la capacidad antioxidante y el contenido
de polifenoles empleando los métodos FC, ABTS y CUPRAC, el cual es el antecedente directo de nuestro trabajo. En
este trabajo fue posible realizar el andlisis en muestras reales y correlacionarlo con el método en lote. Sin embargo, el
uso de condiciones de temperaturas controladas para la formacion de las barreras incremento el tiempo de fabricacion de
los uPADs. Ademas, la dilucion de las muestras se realizo en dos partes: primero, fue llevada a cabo como parte del
proceso de pretratamiento de muestras, fuera del pPAD, y, segundo, cuando se inyectaron 10 pL. de muestra en el uPAD,
se adicionaron 20 pL de agua destilada para llevar la muestra a las zonas de deteccion. La clarificacion de la muestra no
se llevo a cabo, puesto que es atribuida a la capacidad del papel filtro de remover el color, sin mostrar informacion que
pruebe dicha hipoétesis. En cuanto al método ABTS, no se propicia la formacién del radical catiénico previo al analisis
de las muestras. Por ultimo, el ajuste del modelo de la curva de calibracion sélo fue evaluado con el valor de R2, pero no

existe certeza de que el modelo no presente tendencias, y su construccion comprende el LD como nivel més bajo. Por su



parte, la repetibilidad fue evaluada mediante la medicion de 10 réplicas de los estandares y los resultados obtenidos
fueron adecuados (%DER < 9.4 %). Es evidente la necesidad de desarrollar pPADs con un estudio mas profundo de
desempefio analitico que ayuden a asegurar la confiabilidad de los resultados. Ademas, en todos los casos, los procesos

de pretratamiento de muestras, como diluciones y clarificaciones exhaustivas, incrementaron el tiempo de analisis.

3. HIPOTESIS
Los microdispositivos analiticos basados en microfluidica de papel son una alternativa confiable a los métodos

espectrofotométricos para la realizacion de ensayos colorimétricos en analisis de alimentos.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
e Desarrollar un microdispositivo analitico basado en microfluidica de papel para la determinacidén simultanea del
contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante, que permita un analisis en campo y de bajo costo de

estos parametros, en muestras de vino.

4.2. Objetivos especificos

e Seleccionar un proceso de fabricacion de uPADs, comparando las técnicas de corte y grabado.

e Caracterizar las dimensiones y capacidades volumétricas de los uPADs fabricados.

e Evaluar y seleccionar el tipo de papel empleado como sustrato para la fabricacion de los uPADs.

e Acoplar una zona de pretratamiento de muestra con el reactivo de Carrez al pPAD.

e Optimizar las condiciones de reaccion de los métodos Folin-Ciocalteu y ABTS en el uPAD.

e Evaluar el desempefo analitico de los métodos Folin-Ciocalteu y ABTS en el uPAD.

e Determinar el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante de muestras reales de vino en el uPAD.

e Comparar los resultados obtenidos en el andlisis de muestras entre el uPAD y los métodos en lote.

5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Reactivos y equipos.

El papel cromatografico 1 CHR y el papel de filtracion Grado 1 fueron adquiridos en Whatman (EUA). Los reactivos
3-aminopropiltrietoxisilano (APTES), acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox), acido galico,
fosfato de potasio monobasico (KH,POs), fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,), hexacianoferrato de potasio II
(CeFeKuNg), poli(etilenglicol) (PEG, 2 050) y vainillina fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (EUA). Los reactivos
acetato de zinc dihidratado (ZnC4Hs04.2H>0), carbonato de sodio (Na,COs) y persulfato de potasio (K»S,Os) fueron
adquiridos en J.T. Baker (EUA). El reactivo hidréxido de sodio (NaOH) fue adquirido en Fermont. El acido 2,2"-azino-

bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS) y el reactivo de Folin-Ciocalteu (FC) fueron adquiridos en Merck (EUA).
4



El reactivo tartrato de sodio fue adquirido en Analit (EUA). La fabricacién de los uPADs se realizo en el plotter CAMEO
3 de Silhouette America Inc. (E.U.A.). La caracterizacion de los pPADs se realizdo empleando un microscopio portéatil
digital 1.3M de Mighty-Scope (EUA). La adquisicién de las imagenes se realizé en un escaner EPSON (EUA). Los

métodos en lote se realizaron en un espectrofotometro UV-Visible Modelo Cary (EUA).

5.2. Fabricacion y caracterizacion de los pnPADs.

Las configuraciones propuestas (Figura 3) para el desarrollo experimental fueron nombradas con las iniciales JLT y
numeros consecutivos del 01 al 03; el JLTO1 fue empleado para la determinacion de la velocidad del flujo y, JLT02 y
JLTO3 fueron utilizados en el desarrollo de los métodos colorimétricos. La fabricacion de los uPADs se realizé mediante
3 procesos empleando las técnicas de corte y grabado, con cera y corrector de tinta. La comparacion de los procesos se
llevo a cabo mediante el estudio de parametros de produccion y desempefio, empleando una configuracion simple que

consistid en un circulo con diametro de 5 mm.

5.2.1. Corte.

La configuracion fue realizada en el software STUDIO 4.3.431 y recortados utilizando un plotter sobre una plantilla.
Después de eso, se recorté un pedazo de cartulina de 20 x 20 mm para ser utilizado como soporte de los uPADs. Los
uPADs fueron retirados de la plantilla y colocados encima del soporte utilizando cinta adhesiva doble cara. Finalmente,

los uPADs fueron almacenados a temperatura ambiente y libre de humedad hasta su uso.

5.2.2. Grabado con cera.

La configuracion fue generada en el software Microsoft PowerPoint, impresos y recortados manualmente. Las
barreras hidrofobicas fueron remarcadas durante aproximadamente 1 min empleando un lapiz de cera. Después de esto,
los pPADs fueron colocados sobre un portaobjetos y sometidos a calentamiento en horno por 5, 10 y 15 min a 120, 130,
140 y 150 °C para permitir la difusion de la cera en el papel. Finalmente, los uPADs fueron retirados del horno y se
dejaron enfriar a temperatura ambiente por 5 min. Los uPADs fueron almacenados en oscuridad a temperatura ambiente

hasta su uso.

IN

OO Ol

JLTO1 JLTO2 JLTO3 JLTO3m*

Figura 3. Configuraciones propuestas para la fabricacion de los pPADs. Las dimensiones se expresaron en milimetros (mm). Los didmetros de
las zonas de trabajo fueron de 5 mm en todos los casos. Los circulos naranjas corresponden a las zonas de inyeccion, los amarillos y verdes a las
zonas de deteccion de los métodos FC y ABTS, respectivamente, y los azules a las zonas de pretratamiento. *El disefio JLTO3m es una
configuracion modificada del original, donde la zona de pretratamiento se separ6 colocando un circulo morado con el reactivo de Carrez [ y un

circulo azul con el reactivo de Carrez II.

5



5.2.3. Grabado con corrector de tinta.

La configuracién se realizé en Microsoft PowerPoint, impresos y recortados manualmente. Las barreras fueron
remarcadas utilizando un corrector de tinta durante aproximadamente 1 min. Después de esto, los pPADs fueron
colocados sobre un portaobjetos e introducidos en un congelador durante 10 min a 0 °C para permitir la difusion del
corrector en el papel. Por ultimo, los pPADs fueron retirados del congelador y almacenados en oscuridad a temperatura

ambiente hasta su uso.

La caracterizacion se realizo mediante la medicion de las dimensiones de las zonas de trabajo y los canales, utilizando
microscopia Optica digital y el software ImageJ. El valor medio y la desviacion estandar de 20 repeticiones fueron
reportados. La capacidad del volumen de las zonas de trabajo y de las configuraciones fue determinado empleando

disoluciones acuosas de colorante vegetal.

5.3. Estudios preliminares.
5.3.1. Adquisicion y analisis de las imagenes.

Los uPADs fueron colocados en un escaner y las imagenes fueron adquiridas en formato .jpg. En seguida, se ajustod
el brillo y contraste en -70 y 100 unidades, respectivamente, mediante el software A4dobe Photoshop. La imagen ajustada
se analiz6 mediante el software /mageJ aplicando zoom del 75 % y las zonas de deteccion fueron delimitadas en un
circulo de 40 x 40 unidades (altura x anchura). Se elimind la seccién no delimitada y, posteriormente, se invirti6 el color.
Por ultimo, se selecciono la escala correspondiente para realizar la medicion. La Figura 4 muestra un diagrama para la

adquisicién y andlisis de las imagenes.

5.3.2. Evaluacion del tipo de sustrato.

Los tipos de sustratos evaluados fueron el papel 1CHR y Grado 1 mediante el estudio de la intensidad y uniformidad
del color desarrollado por una disolucion de colorante vegetal. Ademas, se construy6 la grafica de distancia (mm) en
funcion de la raiz cuadrada del tiempo (s) con el protocolo reportado en la literatura [22], empleando la configuracion

JLTOO1.

Figura 4. Adquisicion y analisis de las imagenes. (a) La imagen fue tomada en el escaner. (b) Se ajusta la imagen en el software Photoshop. (c)
Imagen ajustada en brillo y contraste. (d) Se delimita la zona de deteccion y se elimina el resto de la imagen. (e) La imagen es invertida. (f)

Seleccion de la escala de analisis.



5.3.3. Estudio de las cinéticas de reaccion.

Las cinéticas para las reacciones involucradas en los métodos colorimétricos se llevaron a cabo mediante la medicioén
de la intensidad del color, en la escala azul, durante 60 min cada 5 min por triplicado. Las condiciones de reaccion
empleadas para el método ABTS fueron: ABTS 70 mmol L' y K»>S,0s 40 mmol L', mientras que para el método FC se
emplearon el reactivo FC 2 mol L' y Na,COs 20 % (m/v); ademas, se evaluaron los estiandares trolox, acido galico y

vainillina para seleccionar el antioxidante a emplear durante el desarrollo experimental.

5.3.4. Influencia de las concentraciones de los reactivos.

La concentracion del reactivo ABTS fue evaluada en un intervalo de concentraciones de 7 a 120 mmol L y la
concentracion del reactivo K>S>Os fue evaluada en un intervalo de concentraciones de 10 a 40 mmol L' mediante el
desarrollo de la reaccion de formacion del radical ABTS**, se realizaron mediciones de la intensidad del color de todas
las combinaciones posibles, por triplicado, empleando la escala azul. La concentracion del reactivo FC fue evaluada en
un intervalo de concentraciones de 0.5 a 2 mol L' mediante el desarrollo de la reaccion con el estandar, se realizaron

mediciones de la intensidad del color en todo el intervalo, por triplicado.

5.3.5. Evaluacion de los sistemas de deteccion.

La escala de grises, el sistema RGB y cada componente, y el sistema CIE L*a*b* fueron evaluados mediante un
analisis de regresion lineal por minimos cuadrados de la intensidad del color desarrollado en funcion de la concentracion
de 4cido galico en un intervalo de 1 a 5 mmol L'!. La pendiente (m), el coeficiente de determinaciéon (R?) y el porcentaje
de desviacion estandar relativa (%DER) de cada nivel de concentracidon fueron calculados y utilizados para la seleccion

del sistema.

5.4. Acoplamiento de una zona de pretratamiento con reactivo de Carrez al pPAD.

Las configuraciones JLT02 y JLT03 (Figura 3) fueron evaluadas para el acoplamiento de la zona de deteccion con
el reactivo de Carrez. El reactivo de Carrez fue utilizado para el pretratamiento de las muestras en el puPAD, preparado
bajo las condiciones antes empleadas en el grupo de trabajo [23]. Brevemente, se preparo el reactivo de Carrez [ pesando
24 g de ZnC4He04.2H>0, agregando 3 mL de acido acético y aforando a 50 mL con agua destilada; después de eso, se
preparo el reactivo de Carrez Il pesando CsFeK4Ng y aforando a 100 mL con agua destilada. En la configuracion JLTO02,
la zona de pretratamiento (circulos azules) se disefi6 en linea dentro del uPAD, posterior a la zona de inyeccion, y solo
se afiadio el reactivo de Carrez I (1 pL) y el reactivo de Carrez II (1 pL), dejando secar entre cada adicion. En la
configuracion JLTO3, la zona de pretratamiento fue construida, aparte del uPAD, con un circulo recortado de 5 mm de
diametro, el cual fue impregnado con el reactivo de Carrez I (1 pL) y reactivo de Carrez II (1 pL), dejando secar entre
cada adicién; en seguida, se fijé al nPAD utilizando cinta adhesiva (circulo azul en la figura 3). Las muestras de vinos

fueron colocadas en las zonas de inyeccion para reaccionar en las zonas de deteccion.



5.5. Establecimiento de las condiciones de reaccion de los métodos colorimétricos.

Los disefios de experimentos y el tratamiento de los datos se realizaron con el software Statgraphics Centurion XVI.I
(Statpoint Inc.). La seleccion de los factores con mayor influencia en el método FC se realiz6é con un disefio factorial
completo 22, sin bloques, aleatorizado y con una réplica. La seleccion de los factores con mayor influencia en el método
ABTS se realizd con un disefio factorial completo 24, sin bloques, aleatorizado y con una réplica. Ocho experimentos
fueron conducidos para el método FC y 32 para el método ABTS. La variable de respuesta para ambos métodos fue
diferencia de intensidad (Ai) calculada a partir de la Formula 1:

Ai =g — iy 6))

Donde A representa la intensidad en la escala azul (B) del sistema RGB, obtenida por el blanco y B representa la
intensidad en escala azul obtenida en presencia del antioxidante (estandar o muestra). Los factores involucrados en la
optimizacion de los métodos colorimétricos son resumidos en la Tabla 1. Las concentraciones de los reactivos evaluadas
se eligieron a partir de los ensayos previos basados en experimentos de una variable a la vez; por su parte, los valores de
pH se seleccionaron realizando una revision bibliografica. El pH en el método FC fue evaluado empleando una disolucion
amortiguadora de carbonatos (0.75 mol L, pH 10.6) y una disoluciéon de NaOH (0.5 mol L.;, pH 13.6); mientras que
para el método ABTS se utilizaron una disolucion amortiguadora de acetatos (0.1 mol L™, pH 4.5) y una disolucion
amortiguadora de fosfatos (0.05 mol L™, pH 7). Todos los experimentos se realizaron empleando una disolucion estandar
de acido galico 2.93 mmol/L y la configuracion JLTO03. El analisis de residuales permitid conocer la validez de los
modelos, mientras que los diagramas de Pareto y superficie de respuesta estimada fueron utilizados para simplificar el

analisis del efecto causado por cada factor sobre la respuesta del sistema analitico.

Tabla 1. Valores empleados en los diseflos de experimentos para el establecimiento de las condiciones de reaccion de los métodos colorimétricos.

METODO FOLIN-CIOCALTEU METODO ABTS
Nivel Nivel
Factor - + Factor - +
Reactivo FC (mol/L) 1.25 2 Reactivo ABTS (mmol/L) 70 90
pH 10.6 13.6 Reactivo K2S20s (mmol/L) 36 40
pH 45 7.0
Incubaciéon Oscuridad Luz

5.6. Evaluacion del desempeiio analitico de los métodos colorimétricos.

Los parametros evaluados fueron el intervalo lineal, limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC), precision
(repetibilidad y precision intermedia) y veracidad (recuperacidon), bajo las recomendaciones de la Guia para la
Adecuaciéon de Métodos Analiticos de la EURACHEM [24] y Guia para la Validacién Interna de Métodos
Fisicoquimicos de COFEPRIS [25]. Para la evaluacién se prepard una disolucion madre de acido galico 9 999.65 mg L~

!'(58.78 mmol L") en una mezcla agua-metanol (20:80 v/v); a partir de ella, se prepararon las disoluciones de trabajo en



un intervalo de 98.66 a 1 998.91 mg L' (0.58 a 11.75 mmol L!) en agua destilada y analizadas bajo el método establecido.

El software Statgraphics Centurion XVLI y Microsoft Excel 2016 fueron utilizados para el tratamiento de los datos.

5.6.1. Intervalo lineal.

Las curvas de calibracion por estandar externo fueron construidas en un intervalo de 149.71 a 1 998.91 mg L' (0.88
a11.75 mmol L") para el método FC y 98.66 a 998.60 mg L' (0.58 a 5.87 mmol L) para el método ABTS, por triplicado,
durante 5 dias mediante un analisis de regresion lineal por minimos cuadrados. Se realizo la inspeccion visual de la curva

de calibracion, asi como la estimacion de la ecuacion de la recta, el R? y el analisis de residuales del modelo.

5.6.2. Limites de deteccion y cuantificacion.
El LD se determiné mediante 3 veces la desviacion estandar estimada (S ) y el LC mediante 10 veces la S, obtenidas

de la medicion de 10 blancos, para lo cual se utilizé la Férmula 2:
Sy =3 @)

Donde Sy es la desviacion estandar de las repeticiones y z es el nimero de repeticiones de los blancos.

5.6.3. Precision.

La precision de los métodos se evalud en términos de repetibilidad y precisién intermedia, para lo cual se prepararon
disoluciones de muestras de vino (4 % v/v) adicionadas con estandar de acido galico 149.71, 998.60 y 1 998.91 mg L-!
para el método FC, y 98.66, 248.37 y 998.60 mg L™! para el método ABTS, por triplicado, durante 5 dias. A partir de una
prueba de andlisis de varianza (ANOVA) de un factor, se determinaron los %DER de la repetibilidad y precision

intermedia.

5.6.4. Veracidad.

La veracidad de los métodos se evaluo calculando los porcentajes de recuperacion de disoluciones de muestras de
vino (4 % v/v) adicionadas con estandar de acido galico 149.71, 998.60 y 1 998.91 mg L™! para el método FC, y 98.66,
248.37 y 998.60 mg L' para el método ABTS, por triplicado, durante 5 dias, aplicando la Férmula 3:

%Recuperacion = g—(’: x 100 3)

Donde Cy es la concentracion recuperada y C, es la concentracion adicionada. La Cy fue calculada a partir de la

ecuacion de regresion de la curva de calibracion.

5.7. Analisis de muestras reales.
5.7.1. Muestras reales.

Cuatro muestras de vino tinto, producidas por diferentes variedades de uva, fueron adquiridas en centros comerciales
de la Ciudad de México, con un grado de alcohol entre 13 y 15 %, y contenidas en botellas de vidrio opacas con una
capacidad entre 250 y 1000 mL. Las muestras fueron almacenadas en refrigeracion (4 °C) hasta su analisis. Una vez

atemperadas, todas las muestras fueron diluidas adecuadamente en agua destilada.
9



5.7.2. Analisis en el uPAD.

El analisis de las muestras de vino se realizé empleando la configuracion JLT03m, con el acoplamiento de una zona
de pretratamiento con reactivo de Carrez, previa a las zonas de deteccion para los métodos FC y ABTS. Primeramente,
las zonas de deteccion fueron impregnadas con agente silanizante (1 pL, 5 % v/v), permitiendo secar completamente,
antes de la adicion de los reactivos de los métodos colorimétricos. En seguida, en la zona amarilla, se agregaron el
reactivo FC (1 uL, 2 mol L") y la disolucion amortiguadora de carbonatos (1 pL, 0.1 mol L™ pH 6), permitiendo secar
completamente entre cada adicion. Por su parte, en la zona verde, se agregaron el reactivo ABTS (1 uL, 90 mmol L) y
reactivo K>S:0s (1 pl, 36 mmol L), permitiendo secar completamente entre cada adicion. Los reactivos del método
ABTS se dejaron reaccionar durante 5 min para maximizar la formacion del radical cationico. Una vez formado el radical
y acoplada la zona de pretratamiento (circulos en azul y morado en la Figura 3), el uPAD estaba listo para usarse. Diez
microlitros de muestra fueron anadidos en la zona de pretratamiento y se permitieron fluir hasta las zonas de deteccion,
donde las zonas fueron impregnadas completamente con las muestras; se dejaron transcurrir 5 min para realizar la
medicion de la formacion del color azul en el método FC, y la decoloracion del verde-azulado en el método ABTS. El
agua destilada fue empleada como blanco. Los resultados fueron expresados en mg Equivalentes de Acido Galico por

litro de muestra (mgEAG L). Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

5.7.3. Analisis por métodos en lote.

Los métodos en lote empleados fueron los reportados por Paixao y cols. [26]. Brevemente, para el método FC 1 mL
de muestra o estandar de acido galico fueron mezclados con 0.025 mL de reactivo FC (2 mol L) y 0.25 mL de una
disolucion de carbonatos-tartratos; se dejaron reposar por 30 min y las mediciones se hicieron a 700 nm. Para el método
ABTS se formo el radical mezclando el reactivo ABTS (2 mmol L) y K»S,0s (70 mmol L) en disolucion amortiguadora
de fosfatos (0.05 mol L™ pH 7) y se dejo reposar la reaccion entre 12-16 h a temperatura ambiente en oscuridad; después,
se ajusto la absorbancia de la disolucion a 0.800 a 734 nm, y se mezclaron 12 pL. de muestras o estandares con 3 mL de
radical catidnico, dejando reposar por 20 min y las mediciones se realizaron a 734 nm. Tanto el contenido de polifenoles

totales como la capacidad antioxidante fueron expresados como mg EAG L.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Fabricacion y caracterizacion de los pnPADs.

Tres procesos basados en técnicas de corte y grabado fueron evaluados para establecer el procedimiento de fabricacion
de los uPADs (Tabla 2). La comparacién de los procesos de fabricacion se realizé mediante la evaluacion de parametros
de produccion (simplicidad, tiempo, eficiencia, costo y equipamiento) y de desempefio (precision y compatibilidad

quimica).
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Tabla 2. Comparacion de los pardmetros de produccion y desempefio de las técnicas de fabricacion de uPADs.

Parametro Corte Grabado con cera Grabado con corrector
Simplicidad -+ + 4+
Tiempo ++ et e
Eficiencia 45 uPAD/h 10 uPAD/h 18 uPAD/h
Costo* $1.65 $1.50 $1.45
Equipamiento ++++ ++ ++
Precision e ++ ++
Compatibilidad quimica -+ + +++
+: Muy bajo, ++: Bajo; +++: Medio; ++++: Alto; +++++: Muy alto. *Costo en pesos mexicanos.

El proceso de corte involucr6 solamente tres pasos (disefio de la configuracion, corte del uPAD y soporte del mismo);
en cambio los procesos de grabado requirieron el disefio de la configuracion, corte del pPAD, delimitacion de las
barreras, formacion de las barreras a condiciones de temperatura controlada y soporte. Claramente, los procesos de
grabado estuvieron compuestos de una mayor cantidad de pasos donde el analista intervino activamente y el tiempo de
fabricacion fue mayor, asi como una disminucion en la eficiencia terminal debido a la fabricacién de un menor ntimero
de uPADs por h. La intervencion activa del analista, sobre todo en la delimitacion de las barreras, provocé que las zonas
de trabajo en el proceso de corte (Figura 5a) fueran mas precisas que en los procesos de grabado con cera (Figura 5b)
y corrector (Figura 5¢). Los %DER fueron calculados durante la medicion del didmetro de las zonas de trabajo,
obteniéndose 3.4, 8.0 y 12.6 % para los procesos de corte, grabado con cera y grabado con corrector, respectivamente.
El costo final de los pPADs por las técnicas fue similar; sin embargo, la inversion inicial para el proceso de corte fue alta

por la adquisicion del plotter.

La compatibilidad quimica de los uPADs fue evaluada, en primer lugar, con disoluciones acuosas de colorante. Los
nPADs fabricados con el proceso de corte lograron retener la disolucion (Figura Sd), los fabricados por el proceso de
grabado con cera no retuvieron las disoluciones (Figura 5e) y los fabricados por el proceso de grabado con corrector
retuvieron exitosamente las disoluciones (Figura 5f). En seguida, se descart6 el proceso de grabado con cera'y los uPADs
de proceso de corte (Figura 5g) y grabado con corrector (Figura 5h) fueron sometidos a mezclas de agua-etanol en
diferentes proporciones. Los pPADs fabricados por el proceso de grabado con corrector no retuvieron mezclas con etanol
iguales o superiores al 50 % (v/v), tal como lo reporta Mani y cols [27]. Finalmente, se selecciono el procedimiento de
corte un equipo plotter con navaja por resultar un proceso de manufactura a gran escala, sencillo, rapido, automatico,
preciso, altamente eficiente y de bajo costo, tal como es indicado en reportes anteriores [28], [29]. La Figura 5i muestra

un uPAD fabricado por el proceso de corte montado en el soporte.
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Figura 5. Comparacion de las técnicas de corte y grabado para la fabricacion de los pnPADs. (a) Técnica de corte. (b) Técnica de grabado con
cera. (c) Técnica de grabado con corrector. (d) Disolucion acuosa de colorante en la técnica de corte. (e) Disolucion acuosa de colorante en la
técnica de grabado con cera (vista inferior). (f) Disolucioén acuosa de colorante en la técnica de grabado con corrector. (g) Mezcla con etanol (50
% v/v) en técnica de corte. (h) Mezcla con etanol (50 % v/v) en técnica de grabado con corrector. (i) pPADs fabricados con la técnica de corte

montados en soporte.

Las configuraciones fueron disefiadas contemplando la necesidad de una zona de inyecciéon de muestras y estandares
(circulos naranjas), una zona para la deteccion del método FC (circulos amarillos), una zona para la deteccion del método
ABTS (circulos verdes) y una zona de pretratamiento (circulos azules), tal como se observa en la Figura 3. El menor
volumen que pudo ser inyectado con pipeta volumétrica del laboratorio con el que contamos fue de 1 pL; los didmetros
iguales o menores a 4 mm difundieron las disoluciones més alla de la zona de trabajo llegando hasta los canales, por lo
que fue seleccionado un diametro de 5 mm como medida estdndar de las zonas de trabajo. La anchura de los canales fue
determinada utilizando 1 y 2 mm como medida; con ambas medidas fue posible construir eficientemente los uPADs. La
longitud fue determinada utilizando de 2 a 7 mm como medidas. Con el equipo utilizado no fue posible cortar canales de
2 mm de largo, y canales superiores a 5 mm de longitud requerian volimenes que superaban los 10 uL, por lo que con
la finalidad de utilizar la menor cantidad de volumen se decidi6 emplear longitudes entre 3 y 5 mm. Después, las
dimensiones de las zonas de trabajo y canales en las configuraciones fueron determinadas (Tabla 3) por microscopia
optica digital. Como puede apreciarse, la variacion en las dimensiones tanto de las zonas de trabajo como de los canales
de cada configuracion fue baja; la Figura 6 muestra un acercamiento a un pPAD y es visible la precision del corte.
Finalmente, la capacidad total de volumen por cada configuracion fue determinada mediante el método descrito por
Dungchai y cols [30], donde diferentes volimenes de disoluciones de colorante fueron inyectados; el volumen

seleccionado fue aquel donde el pPAD fuera totalmente coloreado.

Tabla 3. Caracterizacion de las configuraciones propuestas para la fabricacion de los pnPADs durante el desarrollo experimental. (n = 20)

Configuracion Zona de trabajo Anchura Longitud Capacidad total
(mm) (mm) (mm) (uL)

JLTO1 5.00 +0.02 2.03 £0.05 20.06 +0.04 20

JLTO02 5.02 +£0.05 1.03 £0.04 3.05+0.02 20

JLTO3 5.03 +£0.05 2.04 +£0.03 5.01 +£0.05 15
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Figura 6. Microscopia optica digital de las zonas de trabajo y canales de un uPAD. (a) Acercamiento para la medicion del didmetro de la zona de

trabajo. (b) Acercamiento para la medicion de la anchura y longitud de los canales.

6.2. Estudios preliminares.

6.2.1. Evaluacion y seleccion del tipo de sustrato.

La intensidad y uniformidad del color influye en la sensibilidad analitica del método, por lo que es necesario la

seleccion de un sustrato que propicie un adecuado desarrollo del color. El papel 1 CHR y Grado 1 fueron evaluados para

seleccionar el sustrato utilizado en la fabricacion del uPAD. El papel 1 CHR present6 intensidades de color superiores

al papel Grado 1 cuando se analizaron diferentes diluciones de un colorante vegetal (Figura 7a), asi como la uniformidad

del color. La menor resistencia al flujo y la elevada velocidad de flujo para la transferencia de las disoluciones por parte

del papel 1 CHR tienen una mejor calidad en el desarrollo del color para su aplicacion en los métodos colorimétricos

[31].
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Figura 7. Comparacion de los papeles 1 CHR y Grado 1. (a) Intensidades de color en los papeles (n = 3). (b) Grafico para evaluar el

comportamiento de las disoluciones en los diferentes tipos de papel de acuerdo con la ecuacion de Washburn (Formula 10). (n = 3).

La informacién anterior se corrobor6 construyendo una grafica de distancia (mm) en funcién de la raiz cuadrada del

tiempo (Vt) (Figura 7b), donde también se realizé el andlisis para saber si modela con la ecuacién de Washburn

(Férmula 4 [32]) para superficies secas:

L2 _ ybt
4u

C))

Donde L (m) es la distancia recorrida por una disolucion, ¥ (N / m) es la tension superficial activa, ¢ (s) es el tiempo,

D (m) es la porosidad media y p (Pa s) es la viscosidad. La ecuacion de Washburn indica que la distancia recorrida por
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la disolucion es directamente proporcional a la raiz cuadrada del tiempo, por lo que la distancia disminuye en funcion
del tiempo hasta formar una sigmoide cuando la disolucién ya no presenta avance. Como se puede apreciar, la cantidad
de disolucion total agregada al sistema fluyd mas rapido, debido a que en un menor tiempo se alcanzo la sigmoide de la

grafica.

6.2.2. Cinéticas de reaccion.

El método FC contempla la reaccion entre el reactivo FC y el antioxidante en medio basico, cambiando de color
amarillo a azul, y el método ABTS comprende la formacion del radical cationico ABTS*" de color verde azulado, y la
reaccion entre el radical catidnico y el antioxidante, disminuyendo la intensidad del color. Para el método ABTS, la
intensidad del color desarrollado por el radical catidonico alcanzé su maxima intensidad a los 60 min en el papel 1 CHR.
El tiempo de formacion del radical cationico fue inferior en el uPAD que en los métodos en lote, donde la formacion del
radical dura hasta 16 h [9], [33], [34], debido a la inmovilizacion de los reactivos en el papel (Figura 8, rombos azules).
APTES y PEG fueron utilizados para disminuir atin mas el tiempo de reaccion e incrementar la intensidad del color por
sus reportes anteriores[21]. La intensidad méxima se alcanzé a los 5 min con ambos modificadores; sin embargo, la
intensidad del color con el APTES (Figura 8, cuadrados naranjas) fue superior a la obtenida con PEG (Figura 8,
tridangulos verdes). El agente silanizante APTES disminuye el tiempo de reaccidon para la formacién del radical e
incrementa la intensidad y uniformidad del color debido a que los grupos sulfonatos del radical interaccionan fuertemente
con los grupos amino cargados positivamente del agente silanizante a pH < 7, evitando de esta manera la alta movilidad
del radical en el papel por la baja adsorcion generada por fuerzas de repulsion electrostaticas [35]. Aunque el PEG tiene
un mecanismo similar para la inmovilizacién de las moléculas, su elevada masa molecular, viscosidad y rigidez
disminuyen la movilidad de las moléculas en comparacién con APTES, lo que propicioé que el desarrollo del color sea
menor. Por lo anterior, se selecciono al agente silanizante APTES como modificador de sustrato para la fabricacion de
los uPADs. La intensidad relativa maxima en los métodos ABTS (Figura 9) y FC (Figura 9b) en presencia de
antioxidantes fue alcanzada a los 5 min y se mantuvo por 60 min (p > 0.05). En este caso, también se acortd el tiempo
de reaccion de 30 a 5 min en comparacion con los métodos en lote [5], [26]. En ambos métodos, el acido galico y el
trolox obtuvieron mayor intensidad en comparacion con la vainillina, pero se selecciond el acido galico como estandar

debido a que present6 intensidades elevadas, pero con costo mas bajo que el trolox.
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Figura 8. Cinéticas de reaccion de la formacion del radical cationico ABTS en presencia y ausencia de modificadores de sustrato. (n = 3)
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Figura 9. Cinéticas de reaccion de los métodos colorimétricos. (a) Reaccion del método ABTS. (b) Reaccion del método FC. (n = 3)

6.2.3. Influencia de las concentraciones de los reactivos.

En el método ABTS (Figura 10), se observo una tendencia de aumento de la intensidad del color en funcion del
incremento de la concentracion del reactivo K,S>Os en concentraciones de ABTS superiores a 50 mmol L. En
concentraciones de ABTS inferiores a 50 mmol L™! se present6 la formacion de un color amarillo atribuido a la oxidacion
del papel, que present6 interferencia generando intensidades de color superiores. Esto debido al uso del K»S,Og como
reactivo en exceso, estequiometria ABTS-Oxidante 1:0.5 [9], el cual es un oxidante fuerte y reacciona con la celulosa
del papel. Por lo anterior, se decidio emplear las combinaciones donde el reactivo ABTS fuera el reactivo en exceso. Por
su parte, concentraciones de ABTS superiores a 90 mmol L' desarrollan un color poco uniforme, lo que provoco una

disminucion en la intensidad del color.
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Figura 10. Influencia de las concentraciones de los reactivos en la formacion del radical cationico ABTS®*. (n = 3)

En el método FC (Figura 11), la concentracion del reactivo FC mas alta que puede ser utilizada fue 2 mol L', debido
a que es la forma en que es vendida, y se analizaron diluciones de ella. El uso de concentraciones inferiores a 1.25 mol
L no presento diferencia con el blanco, por lo que fueron descartadas. Las concentraciones de los reactivos ABTS 70 y
90 mmol L, K,S,05 36 y 40 mmol L™, y reactivo FC 1.25 y 2 mol L™! fueron seleccionadas para ser sometidas al disefio

de experimentos y evaluar su interaccion con otras condiciones de reaccion.
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Figura 11. Influencia de la concentracion del reactivo FC en el método FC. (n = 3)

6.2.4. Seleccion del sistema de deteccion colorimétrico.
El analisis de regresion lineal (Tabla 4) de las intensidades relativas de cada escala evaluada en funcion de la
concentracion de acido galico determind que la mayor sensibilidad, dada por el valor de la pendiente, con mayor

coeficiente de determinacion y precision del sistema, bajos %DER, fue la escala azul.

Tabla 4. Evaluacion de los sistemas de deteccion colorimétricos. (n = 3)

Pariametro Escala de grises RGB R G B CIE L*a*b*
m 10.326 17.143 10.244 9.9176 16.581 8.7039

R? 0.9878 0.978 0.9724 0.9866 0.9936 0.9462
%DER 19.60 15.40 36.02 19.75 9.16 12.73

6.3. Acoplamiento de una zona de pretratamiento con el reactivo de Carrez.

El anélisis de vinos requiere la clarificacion de las muestras para evitar la interferencia de compuestos coloridos en la
deteccion colorimétrica. El reactivo de Carrez sirve para precipitar proteinas, eliminar turbidez, destruir emulsiones y
clarificar muestras, mediante la formacion de precipitados poco solubles de Zn,[Fe(CN)s], con los cuales las sustancias
de alta masa molar se adsorben [36]. Los reactivos Carrez I y II fueron afiadidos en la zona de pretratamiento de la
configuracion JLTO2 (Figura 3, azul), dejando secar entre cada adicidn; por otra parte, un circulo de 5 mm de didmetro
fue impregnado con ambos reactivos, dejado secar, y fijado en la zona de inyeccion de la configuracion JLT03. En ambas
configuraciones se observo la presencia de un color negro intenso en la zona de deteccidén del método FC (Figura 12a).
Ademas, el tiempo que tardo la muestra para llegar a las zonas de deteccidn en la configuracion JLTO03 increment6 por
la resistencia al flujo que oponen los precipitados. Después de eso, se planted la posibilidad de acoplar dos zonas de
pretratamiento a la zona de inyeccion del uPAD de configuracion JLTO3m (Figura 3), donde el circulo mas externo
estaba impregnado con el reactivo de Carrez | y el circulo interno (azul) con el reactivo de Carrez II. En dicha estrategia,
las muestras lograron ser clarificadas y no se presentaron interferencias (Figura 12¢), y el tiempo en que las muestras
llegaron a las zonas de deteccion fue de aproximadamente 60 s, por lo que se seleccioné para el desarrollo del uPAD.
Una dilucion 2:1 agua destilada-muestra logro ser clarificada por la zona de pretratamiento acoplada en comparacion con
la muestra sin diluir (Figura 12d). Finalmente, se realiz6 la comparacion de la intensidad de la sefial del blanco en la

configuracion sin la zona de pretratamiento y con la zona de pretratamiento acoplada, y los resultados no presentaron
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diferencias significativas; por lo anterior, los reactivos de Carrez no interfirieron con el desarrollo del color en las zonas

de deteccion.

Figura 12. Acoplamiento de la zona de pretratamiento al uPAD. (a) Interferencia en la zona de deteccion del método FC en la configuracion

JLTO3. (b) Muestra diluida 2:1. (c) Muestra no diluida.

6.4. Establecimiento de las condiciones de reaccion de los métodos colorimétricos.

Los disefios factoriales realizados ayudaron a establecer las condiciones de reaccidén de cada método colorimétrico.
Los modelos obtenidos para los métodos FC (Ecuacion 5) y ABTS (Ecuacién 6) fueron validados mediante el analisis
de residuales en funcion del nimero de ejecucion, sin encontrarse tendencias en la distribucidon de los datos que sean

atribuibles a errores sistematicos.

Y =169.281 + 13.9104*A (5

Donde A es la concentracién del reactivo FC.

Y =7.07 + 7.32*%A - 3.61*B - 5.31*C - 7.88*D - 3.31*AB - 6.36*AC + 8.26*BD + 4.99* ABC
+5.55*ACD - 4.72*ABCD (6)

Donde A es la concentracion del reactivo ABTS, B es la concentracion del reactivo K»S,Os, C es el valor del pH y D

es el modo de incubacion, y las interacciones secundarias y tercearias se representan con la combinacion de las letras.

@ °F (b) =

residuo
| NI I A AN AN SRR T A IO N AR |
residuo

-25
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namero de ejecucion nimero de ejecucién

Figura 13. Analisis de residuales de los disefios factoriales. (a) Método FC. (b) Método ABTS.

Para el método FC, la concentracion del reactivo FC fue el tnico factor que mostr6 influencia significativa en la
prueba de ANOVA, lo cual se representa en el diagrama de Pareto estandarizado (Figura 14a) como la barra que

sobrepasa la linea vertical al efecto, con un intervalo de confianza del 95 %. En dicho método, el pH no mostré diferencia
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significativa. Por su parte, en el diagrama de Pareto estandarizado para el método ABTS (Figura 14 b) se observé que
todos los factores presentaron influencia significativa como efectos principales en un intervalo de confianza del 95 %,
asi como las interacciones secundarias y tercearias . En seguida, se obtuvieron los diagramas de superficie de respuesta
estimada (Figura 15) para determinar los valores predichos en los cuales se obtendrian las intensidades mas elevadas en
cada método. En el método FC, la intensidad mas elevada se predijo con el nivel alto de la concentracidén de FC y el nivel
bajo del pH, por lo que las condiciones de reaccion seleccionadas fueron 2 mol L! del reactivo FC y una disolucion
amortiguadora de carbonatos (0.75 mol L', pH 10.6), éste ultimo establecido de forma arbitraria. Lo anterior se atribuye
a que es necesario un medio de reaccion con pH superior a 10 para propiciar la formacion de los iones fenolato [37] y la
reaccion con las sales del reactivo FC, y la preparacion de disoluciones con valores de pH superiores a 13 son dificiles
de preparar, por lo que la disolucion amortiguadora de carbonatos (-) fue la opcion ideal. En el caso del método ABTS,
todos los factores mostraron influencia significativa en el método, esto es, entre mayor fue la concentracion del reactivo
ABTS, menor la concentracion del oxidante y el valor del pH, con incubacion en oscuridad, la respuesta incremento; sin
embargo, como muestran los estudios preliminares de un factor a la vez, cuando la concentracion de ABTS super6 90
mmol L, la uniformidad e intensidad del color desarrollado disminuy6. Por tal motivo, se emple6 90 mmol L' como
concentracion del reactivo ABTS. Para este trabajo, la concentracion del oxidante y el valor del pH fueron establecidos
en 36 mmol L' y 4.5; el uso de condiciones de pH 4.5 en el método ABTS cuando se empled acido galico como estandar

ha reportado la mejora de la respuesta analitica debido a las interacciones con el resto de las variables [7].
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Figura 14. Diagramas de Pareto estandarizados. (a) Método FC. (b) Método ABTS.
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Figura 15. Superficies de respuesta estimadas. (a) Método FC. (b) Método ABTS: Influencia de la interaccion ABTS-K2S20s. (¢) Método ABTS:

Influencia de la interaccion ABTS-pH.

6.5. Evaluacion del desempeiio de los métodos colorimétricos.
El intervalo lineal, los LD y LC, la precision y la veracidad del método fueron evaluados para determinar el desempefio

analitico de los métodos. Los intervalos lineales de los métodos fueron utilizados para la construccion de las curvas de
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calibracion (Figura 16), por triplicado, durante 5 dias, y el analisis de residuales en funcion de la concentracion de acido
galico (Figura 17) no mostraron tendencias atribuibles a errores sistematicos. Los intervalos lineales empleados tanto
en el método FC (0.5-6 mmol L) como en el método ABTS (3-13 mmol L) fueron cercanos a lo reportado en la
literatura [21]. Los coeficientes de las rectas de regresion (Tabla 7) corroboran la linealidad de los datos con R? superiores

a 0.99, y errores bajos de las ordenadas e interceptos.
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Figura 16. Curvas de calibracion para los métodos colorimétricos. (a) Método ABTS. (b) Método FC.
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Figura 17. Analisis de residuales de las curvas de calibracion. (a) Método FC. (b) Método ABTS.

Tabla 5. Coeficientes de las rectas de regresion de los métodos FC y ABTS en el uPAD. (n =5)

Método m Error de m b Error deb R?
FC 0.0371 0.0016 22.3783 2.0648 0.990
ABTS 0.1048 0.0026 1.4481 1.3326 0.997

Los LD resultaron inferiores a los presentados en la literatura[21] y los LC (no reportados en la literatura) resultaron
cercanos al nivel bajo de la curva de calibracién (Tabla 8). La precision fue evaluada en términos de repetibilidad y
precision intermedia calculando los %DER a 3 niveles de concentracion, por triplicado, durante 5 dias (Tabla 9); para
el método FC, los %DER 0.81-12.44 % para la repetibilidad fueron similares a los reportados en la literatura (2.3-8.6 %
[21]), mientras que para la precision intermedia resultaron entre 0.91-13.37 %. En el método ABTS, los %DER de la
repetibilidad fueron cercanos a los calculados en estudios previos (1.4-4.9 % [21]), y los de la precision intermedia fueron
obtenidos entre 2.83 y 8.67 %. Las guias oficiales mexicanas indican los %DER para métodos fisicoquimicos deben ser
menores al 15% [25], por lo que presenta buena repetibilidad y precision intermedia. La veracidad fue evaluada mediante

el porcentaje de recuperacion a 3 niveles de concentracion, por triplicado, durante 5 dias (Tabla 10), donde la variacion
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encontrada mas grande fue en el nivel bajo (82.27 a 114.60 %) para ambos métodos, superando el 15% indicado por las
guias oficiales mexicanas, en el caso del método FC. En nuestro conocimiento, no existen reportes donde se determine
la precision intermedia y la recuperacion del método FC en pPADs. El uPAD resulté lineal, preciso y veraz para realizar

la determinacion del contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante en muestras de vino.

Tabla 6. Limites de deteccion y cuantificacion calculados para los métodos FC y ABTS en el uPAD. (n = 10)

Método FC Método ABTS
LD (mg L) LC (mg L) LD (mg L) LC (mg L)
3247 135.93 17.31 81.15

Tabla 7. Porcentajes de desviacion estandar relativa calculados para los métodos FC y ABTS en el uPAD. (n =5)

Método Repetibilidad (%) Precision intermedia (%)

Bajo Medio Alto Bajo Medio Alto
FC 12.44 2.54 0.81 13.47 2.65 0.91
ABTS 6.83 7.31 2.46 8.67 8.14 2.83

Tabla 8. Porcentajes de recuperacion calculados para los métodos FC y ABTS en el uPAD. (n=5)

Método FC Método ABTS
Bajo Medio Alto Bajo Medio Alto
82.27-114.60 99.09-111.10 90.3 -98.23 82.72-110.47 90.47 - 107.66 94.57 - 105.05

6.6. Aplicacion del uPAD al analisis de muestras reales.

Un total de 4 muestras de vino pertenecientes a diferentes familias de uva (Syrah, Merlot y Cabernet, variedades
Sauvignon y Carmenere) fueron analizadas tanto el pnPAD propuesto como por el método en lote (Figura 18). La
preparacion de las muestras para el analisis en pPAD consistio en la dilucion 2:1 agua destilada-muestra; por su parte,
para el método en lote, la preparacion de muestra requirio la desgasificacion de la muestra mediante ultrasonidos y
dilucion 1000:1 agua destilada-muestra. Tanto el contenido de polifenoles totales como la capacidad antioxidante,
expresados en mg EAG L', obtenidos en el uPAD presentaron una variacion aceptable, aunque resulté superior a los
métodos en lote, por lo que las pruebas de F-Fisher y t-student fueron realizadas con los datos de la Tabla 11. La prueba
F-Fisher mostré que no existen diferencias significativas entre las varianzas para ninguna de muestras; por lo tanto, la
prueba t-student fue calculada tomando en cuenta varianzas homocedasticas. Los resultados indicaron que no existe
diferencia significativa entre las medias de los métodos durante el analisis de todas las muestras. Para una mejor
visualizacion de lo anterior, se presentan los diagramas de medias de las muestras analizadas en la Figura 19. La muestra
de vino Cabernet Carmenere presentd el mayor contenido de polifenoles totales, y la muestra de vino Merlot present6 la
mayor capacidad antioxidante en cada método. Por lo que el uso del uPAD resultd ser una alternativa para la

determinacion del contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante mas barata y sencilla.
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Figura 18. Analisis de muestras de vino en uPAD. (a) Blanco. (b) Muestra.

Tabla 9. Contenido total de polifenoles y capacidad antioxidante obtenidos en las muestras de vino mediante el analisis por uPAD y métodos en
lote. (n=3)

Muestra Contenido de polifenoles totales Capacidad antioxidante
(mgEAG L)* (mgEAG L)
uPAD Lote uPAD Lote
Syrah 158224+ 171.37 1565.56 + 136.33 1420.59 +12.87 1700.31 £ 3.66
Merlot 211644+ 111.16 2 089.62 + 97.65 1914.47 +5.87 2 15542+ 4.06
Cabernet Sauvignon 821.68 +56.20 874.68 + 81.52 1090.94 + 6.34 1259.51 £3.36
Cabernet Carmenere 3002.35+129.73 2 877.98 + 61.86 1 697.65 + 13.46 1781.62 +4.67

*Miligramos Equivalentes de Acido Galico por litro de muestra.
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Figura 19. Diagrama de medias para la comparacion de los métodos en lote y pPAD. (n = 3)

7. CONCLUSIONES

Un pPAD fue desarrollado para la determinacion simultanea del contenido de polifenoles totales y la capacidad
antioxidante en muestras de 4 variedades de vino tinto. El proceso de fabricacion implementado fue simple, sencillo,
automatico, de bajo costo y eficiente para manufactura a gran escala. El uso del papel 1 CHR maximiza la intensidad del
color en un tiempo mas corto que el papel Grado 1. El tiempo total del analisis por muestras fue de 10 min en el uPAD,
contemplando 5 min para la formacion de radical catidnico y 5 min para la reaccion entre los reactivos y los antioxidantes.
La escala azul del sistema RGB propicié una correlacion directamente proporcional entre la intensidad del color y la

concentracion de acido galico. El acoplamiento de una zona de pretratamiento de muestras con el reactivo de Carrez fue
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posible para la clarificacién de las muestras diluidas 2:1 agua-muestra. Las condiciones de reaccion fueron optimizadas
y los métodos tuvieron un buen desempefio analitico para llevar a cabo las determinaciones, sin necesidad de un

pretratamiento de muestra exhaustivo, un volumen elevado de muestra o equipamiento costoso.

8. PERSPECTIVAS

Para asegurar completamente la confiabilidad de los resultados experimentales, se propone continuar con una
optimizacion y validacion mas exhaustiva de los métodos que, a su vez, permita disminuir los LD y LC, e incrementar
la precision y veracidad. El uso de modificadores de superficie, el control de los flujos y un estudio mas profundo de los
sistemas de deteccion puede permitir mejorar la sefal analitica y contribuir al desarrollo de los métodos colorimétricos.

Ademas, se pretende aplicar el uPAD al analisis de otros tipos de muestras.
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