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Resumen. En este trabajo se propone un sistema sensor para la deter-
minación de glucosa en jugos de fruta utilizando un reactor enzimáti-
co empacado con la enzima glucosa oxidasa inmovilizada. La deter-
minación se basa en una serie de reacciones que ocurren en diferentes
zonas de la configuración secuencialmente: 1) oxidación de la gluco-
sa, por medio de la enzima glucosa oxidasa inmovilizada, para formar
H2O2, 2) reacción del H2O2 con el ion yoduro para formar yodo y, 3)
formación del ion triyoduro que se mide a 353 nm. El intervalo lineal
encontrado fue 0.038 -6.66 mM, el límite de detección 0.014 mM y la
precisión 1.4 %. El método se aplicó a jugos de fruta donde el pretra-
tamiento fue una dilución 1:100 y la adición de KIO3 para eliminar la
interferencia de ácido ascórbico.
Palabras claves: Sistema sensor; glucosa; glucosa oxidasa inmovili-
zada; jugos de fruta.

Abstract. A sensor system for the determination of glucose in fruit
juices using an enzymatic reactor packed with the immobilized gluco-
se oxidase enzyme is proposed. The determination is based in a series
of reactions, which area carried out sequentially in different places of
the manifold: 1) oxidation of the glucose, by means of immobilized
glucose oxidase, to form H2O2, 2) reaction between H2O2 and the
iodide ion to form iodine and 3) development of the triiodide which is
measured at 353 nm. The lineal range was 0.038-6.66 mM, detection
limit 0.014 mM and the precision 1.4 %. The method was applied to
fruit juices where the pretreatment of the samples was a 1:100 dilu-
tion and the addition of KIO3 to eliminate the ascorbic acid interfe-
rence.
Keywords: Sensor system; glucose; immobilized glucose oxidase;
fruit juices.

Introducción

En la actualidad la tendencia de la Química Analítica va enca-
minada al desarrollo de sistemas que permitan análisis rápidos
y económicos pero sin disminuir la precisión. Para lograr estos
objetivos los métodos continuos son una magnífica opción ya
que permite miniaturizar y automatizar muchos de los análisis
que actualmente se llevan a cabo en la industria alimentaría.
Entre estos métodos se encuentra el Análisis por Inyección en
Flujo (FIA). Los sistemas analíticos de flujo continuo también
se les conoce como sistemas sensores y se diferencian de los
sensores en flujo en que en estos últimos las etapas de separa-
ción, reacción y detección ocurren en el mismo tiempo y espa-
cio mientras que en los sistemas sensores se llevan a cabo en
diferentes zonas pero son secuenciales [1]. Los sistemas sen-
sores permiten que se puedan realizar determinaciones en con-
tinuo acoplando diferentes dispositivos a lo largo de la confi-
guración tales como: cámaras de pervaporación [2], celdas de
difusión [3,4] y de diálisis [5] reactores empacados con resinas
que permitan la preconcentración de los analitos [6], cámaras
especiales para la extracción líquido-líquido [7] o la incorpo-
ración de reactores enzimáticos donde la enzima se encuentra
inmovilizada en diferentes soportes [8,9].

En los laboratorios de análisis de alimentos el método
más común para cuantificar glucosa se basa en el poder reduc-
tor de ésta: utilizando el reactivo de Fehling la glucosa reduce
el Cu(II) del tartrato cúprico en Cu(I) que se convierte a óxido
cuproso insoluble al calentarse a ebullición con una disolución
del azúcar reductor [10]. Esta metodología es poco precisa ya

que se trata de una titulación donde el punto de equivalencia
se observa con el precipitado formado y reaccionan todos los
azúcares reductores.

Es así, que se han desarrollado metodologías más precisas
que permiten determinar glucosa en alimentos pero donde la
preparación de la muestra requiere de varias etapas: a) croma-
tografía de líquidos de alta eficiencia (HPLC) [11], b) detec-
ción por infrarrojo [12], c) fluorimetría [13] y d) determina-
ción enzimática con detección colorimétrica [14,15]. Las ven-
tajas de los métodos enzimáticos sobre los demás es la gran
selectividad por la glucosa cuando se utiliza la enzima glucosa
oxidasa, aunque se debe resaltar el aumento de costos en la
determinación cuando el análisis se realiza con la enzima en
disolución. Para bajar estos costos y poder reutilizar la enzima
durante varios análisis se han desarrollado varios métodos de
inmovilización (en vidrio de poro controlado y unión covalen-
te con glutaraldehído, enlace iónico en resinas intercambiado-
ras como la carboximetil o enlace con metales para la forma-
ción de quelatos [16]. La enzima inmovilizada en un soporte
sólido permite la fabricación de microcolumas que se pueden
acoplar a sistemas de flujo continuo disminuyendo aun más
los costos sin pérdida de la selectividad y de la precisión.

Considerando la especificidad que brindan las enzimas y
las ventajas que presenta un sistema en continuo como es el
Análisis por Inyección en Flujo, se han realizado trabajos
adaptando a este sistema diferentes tipos de detectores y dife-
rentes métodos de inmovilización de la enzima glucosa oxida-
sa [17]. Todos estos métodos han demostrado su magnífica
precisión, cercana al 2 %, pero requieren de: reactivos más
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caros como la o-dianisidina y una segunda enzima como la
peroxidasa [18], dispositivos especiales como biosensores
[19], fibras ópticas [20] o cámaras de diálisis [21].

En este trabajo se propone un método rápido y preciso
para determinar glucosa en jugos de fruta acoplando un reac-
tor enzimático, empacado con la enzima glucosa oxidasa, al
sistema sensor y donde, posterior a la reacción enzimática,
solo es necesario el KI para la reacción de cuantificación.

Parte Experimental

Reactivos y disoluciones. Todos los reactivos utilizados para
este trabajo fueron grado analítico. Se utilizó la enzima
Glucosa Oxidasa, G.O., (EC 1.1.3.4; 6000 u/g sólido de
Aspergillus níger) de Sigma y vidrio de poro controlado (CP
240-200, malla 120-200, diámetro de poro 242 Å, también de
Sigma.

Para la inmovilización de la enzima en el vidrio de poro
controlado (CPG) se prepararon las siguientes disoluciones:
a) Disolución silanizante: 5 mL de 3-aminopropilsilano

(Aldrich 99 %) se disolvieron en 45 mL de una disolución
amortiguadora de acetatos pH 5 y 0.05 M. 

b) Disolución de glutaraldehido: se preparó tomando una alí-
cuota de 25 mL de glutaraldehído grado II al 25 % (Sigma)
y diluyendo con 50 mL de una disolución amortiguadora de
fosfatos pH 8.5, 0.1 M.

Para preparar la disolución del portador se pesó 0.8306 g
de yoduro de potasio (Baker) y 0.0125 g de molibdato de
amonio (Sigma) disolviéndolos en 250 mL de una disolución
amortiguadora de fosfatos pH 6 y 0.1 M. La disolución madre
de glucosa (11.11 mM) se preparó disolviendo 0.2 g de D-
glucosa (Baker) en 100 mL de agua destilada. De esta disolu-
ción de glucosa se prepararon los estándares para la curva
patrón.

Instrumentos. Se utilizó una bomba peristáltica con cabezal
de cuatro canales, Gilson Minipuls 3, una válvula de inyec-
ción, Rheodine, y tubos de teflón de 0.8 mm de d.i para armar
el sistema sensor. Para la detección se utilizó un espectrofotó-
metro UV-VIS Cary 3, Varian. También se utilizó un poten-
ciómetro para medir pH, Oakton, y una balanza analítica con
precisión de ± 0.1 mg marca Ohaus. 

Metodología

Fundamento de la reacción para determinar glucosa

La glucosa se oxida por medio de la enzima glucosa oxidasa
para formar ácido glucónico y peróxido de hidrógeno. El
peróxido de hidrógeno formado reacciona con el ion yoduro
que forma yodo. El yoduro, que se encuentra en exceso, forma
junto con el I2 el ion triyoduro cuya señal es proporcional a la
concentración de peróxido de hidrógeno y que se mide espec-
trofotométricamente a 353 nm. La concentración de peróxido

de hidrógeno corresponde a la concentración de glucosa pre-
sente en la muestra.

La secuencia de las reacciones es la siguiente:

1) Glucosa + O2            ácido glucónico + H2O2
2) H2O2 + I- I2
3) I2 + I- I3

-

Inmovilización de la enzima G.O. en CPG

La inmovilización de la enzima se realizó utilizando el méto-
do propuesto por Masoom y Townshend [22, 23]:

A) Limpieza del vidrio: Se pesaron 2.0002 g de CPG y se le
adicionaron 50 mL de HNO3 al 5 %. Se calentó a ebullición
por 30 min. Transcurrido este tiempo se filtró, se lavó y se
secó a 95 °C.

B) Activación del vidrio: B.1. Se adicionó la disolución silani-
zante al CPG y se calentó a 90 °C con agitación constante
durante 2 horas. Al terminar el tiempo se filtró, se lavó con
agua destilada y se secó a 95 °C. B.2. Se tomó una alícuota
de 15 mL de la disolución de glutaraldehido y se agregaron
al vidrio silanizado. Se agitó esta mezcla durante una hora
a temperatura ambiente. Finalmente se lavó con agua desti-
lada y se filtró.

C) Inmovilización de la enzima: Se pesaron 0.5000 g de CPG
preparado y se le adicionaron 6 mL de disolución amorti-
guadora de fosfatos (0.1 M, pH 7.0). Se mezclaron con
0.2494 g de la enzima G.O y se colocó en un baño de hielo
con agitación eventual por dos días. Al final de este tiempo
se lavó con el amortiguador de fosfatos y se almacenó a 4 °C
en disolución amortiguadora de fosfatos 100 mM de pH 7.0.

Sistema sensor

En la figura 1 se muestra la configuración de flujo continuo
para obtener el sistema sensor y determinar la glucosa. La
muestra con la glucosa se inyecta por medio de la válvula VI
dentro del portador. A lo largo del reactor enzimático, RE, se
lleva a cabo la reacción enzimática y al mismo tiempo la oxi-
dación del I- a I2 por el H2O2 que se formó de la reacción de la
G.O. con glucosa. A lo largo del reactor r1 se termina de for-
mar el ion I3

- que se mide a 353 nm y cuya señal es proporcio-

Fig. 1. Sistema sensor utilizado para determinar glucosa en jugos de
fruta. VI, válvula de inyección; B, bomba peristáltica; RE, reactor
enzimático; r1, reactor; d, desecho.
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nal a la concentración de glucosa en la muestra. El reactor
enzimático se mantiene dentro de un baño de agua a 40 °C.
Las reacciones y la detección ocurren en diferentes etapas y
por lo tanto secuencialmente a lo largo del sistema.

La configuración de flujo continuo utilizada favorece la
formación del ion I3

- ya que la reacción enzimática ocurre al
mismo tiempo que la del H2O2 con el I- que se encuentra en
disolución. Además, el producto de esta reacción, I2, reacciona
con el I- en exceso ocasionando que el equilibrio se desplace
hacia la formación de productos en todas las reacciones que se
llevan a cabo a lo largo del sistema. Así, es posible que la
determinación de glucosa sea más sensible y en menor tiempo.

Resultados y discusión

Estudio de optimización

La optimización del sistema sensor abarcó el estudio de una
serie de variables agrupadas en aquellas características del
reactor enzimático y las químicas, físicas y propias del siste-
ma dinámico. Para este estudio se utilizó una concentración de
glucosa 4 mM.

Optimización de las variables del reactor enzimático. La
concentración y el pH del amortiguador en el portador tuvie-
ron gran influencia tanto en la estabilidad de la enzima como
en su actividad. Se estudiaron varias concentraciones de diso-
lución amortiguadora de fosfatos de 0.01 a 0.3 M y diferente
pH cuyos valores fueron entre 4.0 y 7.0. Por debajo de 0.1 M
las señales analíticas eran más bajas que a concentraciones
más altas, pero a concentraciones mayores de 0.1 M la señal
obtenida no tenía cambios significativos por lo que se eligió
esta concentración como óptima. Con respecto al pH, la figura
2 muestra los resultados obtenidos para cada valor estudiado.
Se puede observar que a un pH de 6.0 la señal analítica es la
más alta y por lo tanto el pH óptimo. A pH’s menores y mayo-
res la enzima tiene menor actividad.

La temperatura también es un factor muy importante en la
actividad de la enzima G.O. El incremento en la temperatura

tuvo un efecto favorable en la señal analítica, pero por encima
de 40 °C la señal no aumentó y a 60 °C la señal se vio drásti-
camente disminuida quizás por la desnaturalización del bioca-
talizador. Por lo que se eligió 40 °C como óptima.

La longitud del reactor enzimático se seleccionó de acuer-
do a la cantidad de enzima empacada. Se observó que con tan
solo 17.3 mg de enzima inmovilizada las señales obtenidas
eran igual que si se empacaba mayor cantidad de enzima. La
longitud del reactor, elaborado con tubo de teflón, fue de 1cm
con 2 mm de d.i. con lo que se disminuye la dispersión de las
muestras.

Optimización de las variables, químicas, físicas y del sis-
tema dinámico. Para la selección de la longitud de onda se
corrió el espectro de absorción del ion triyoduro teniendo dos
máximos de absorción a 286 y 353 nm. Aunque la señal a 286
nm es mucho mayor que a 353 nm se seleccionó esta última
debido a que las muestras de jugos presentan interferencias a
286 nm. Como la señal obtenida a 353 nm era muy pequeña se
decidió utilizar molibdato de amonio debido a que éste es un
catalizador en la formación del triyoduro en presencia de
H2O2. Se estudiaron varias concentraciones de molibdato de
amonio (entre 0.001 y 0.05 %) en la disolución portadora. La
señal analítica aumentaba conforme aumentaba la concentra-
ción de molibdato de amonio pero después de 0.005 % la
señal obtenida se mantenía constante, por lo que se seleccionó
este valor como óptimo. La sensibilidad de la determinación
utilizando molibdato de amonio con una concentración de tan
solo el 0.005 % aumentó 5 veces.

La concentración del KI en el portador se eligió para ase-
gurar la reacción con el H2O2 y la formación del I3

-. El H2O2,
formado de la reacción enzimática, oxida al I- presente en el
portador, y para formar el ion I3

- es necesario un exceso de I-

en la disolución. Para asegurar esto se eligió una concentra-
ción de 0.1 M de KI en el portador. 

La longitud del reactor r1 se optimizó con la finalidad de
aumentar el tiempo de reacción y favorecer la formación de I3

-

pero que la dispersión física fuera lo menor posible. Se realizó
un estudio entre 100 y 400 cm, siendo el óptimo 200 cm. A
longitudes mayores la señal analítica no aumentaba considera-
blemente y el tiempo de análisis era mucho más largo. 

Para el volumen de inyección se estableció el del bucle de
la válvula de inyección que fue de 100 µL ya que a volúmenes
mayores se obtenían picos dobles.

Características del método

Una serie de disoluciones patrón cuyo intervalo de concentra-
ciones se encontraba entre 0.02 a 10.0 mM se inyectaron por
triplicado dentro del sistema sensor. La ecuación del intervalo
lineal, entre 0.038 y 6.66 mM, fue Y = 0.0573X + 0.0065 (r =
0.9997), donde Y es la absorbancia y X es la concentración de
glucosa en mM. Las señales obtenidas para cada estándar se
muestran en la figura 3, donde cada pico corresponde a una
concentración de glucosa inyectada. La precisión que propor-
ciona el método se estudio utilizando 7 muestras de con una
concentración 2.22 mM inyectadas por triplicado. Este pará-

Fig. 2. Estudio para la optimización de pH del reactor enzimático en
el sistema sensor.
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metro expresado como por ciento de desviación estándar rela-
tiva fue de 1.4 %. El límite de detección fue de 0.014 mM y la
frecuencia de muestreo de 14 determinaciones por hora. 

Aplicación del método propuesto 

El método se aplicó a la determinación de glucosa en jugos de
fruta y bebidas refrescantes.

En este tipo de muestras existe una concentración aprecia-
ble de ácido ascórbico que se les añade como conservante o
que por naturaleza ya tiene la muestra, como es el caso de los
jugos. El ácido ascórbico es un interferente en este tipo de
análisis ya que tiene un potencial de reducción muy pequeño
por lo que reacciona con el H2O2 antes de que el I- provocando
que la señal analítica disminuya. Para eliminar esta interferen-
cia se utilizó KIO3 que es capaz de oxidar al ácido ascórbico al
pH en la que ocurre la reacción enzimática (pH 6) produciendo
yoduro que se encuentra en el portador. La concentración de
KIO3 que se utilizó fue de 0.0283 M y se adicionó a las mues-
tras diluidas 15 minutos antes de su análisis para asegurar que

todo el ácido ascórbico había sido oxidado. Las muestras se
diluyeron en la misma disolución amortiguadora de fosfatos pH
6 que se utiliza para el portador. La dilución fue 1:100.

Las muestras se inyectaron por triplicado y se calculó la
media y la desviación estándar relativa para cada una de ellas.
La concentración de glucosa se expresó en g/100 g de mues-
tra. La recuperación, expresada como porcentaje, para dos
concentraciones de glucosa (0.99 mM y 2.35 mM), se encon-
tró en el intervalo entre 95.4 y 104.2 %, la cual acredita el
excelente funcionamiento del reactor enzimático y del sistema
sensor. En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos.

Conclusiones

Se ha desarrollado un sistema sensor para determinar glucosa
basado en la reacción simultánea de la enzima glucosa oxidasa
con la glucosa y el KI con el producto de la reacción enzimática.

El método propuesto permite determinar glucosa en
muestras complejas como los jugos sin que se necesite un pre-
tratamiento de la muestra largo y laborioso, disminuyendo de
este modo los errores. Otra gran ventaja de este método es que
tampoco se requiere filtrar la muestra como ocurre en otros
métodos de flujo continuo.

La acción enzimática dota al método con la característica
de selectividad de las reacciones biocatalizadas además de que
al estar inmovilizada la enzima es posible realizar varios análi-
sis con el mismo reactor. El número de determinaciones que
se realizaron con el mismo reactor fue de 120 determinaciones
continuas sin pérdida de la actividad. Por otra parte, un mismo
reactor enzimático, una vez optimizada todas las variables del
método, se utilizó en los análisis posteriores por lo que se
puede estimar una vida útil de por lo menos 4 meses.

El sistema sensor propuesto puede ser aplicado, en princi-
pio, a otro tipo de muestras donde se requiera analizar glucosa
(muestras farmacéuticas, de alimentos y clínicas).

Fig. 3. Señales obtenidas de diferentes estándares de glucosa utilizan-
do la configuración mostrada en la figura 1.

Tabla 1. Concentraciones y recuperaciones de glucosa obtenidas por el método propuesto en diferentes muestras de jugos y de bebidas refres-
cantes.

Muestras comerciales Cantidad de Glucosa % Recuperación
muestra pesada encontrada

(g)* (g / 100 g 0.94 mM 2.36 mM
muestra)

Frutsi (limón) 1.0310 3.79 105.50 99.50
Frutsi (mora azul) 1.0381 5.06 105.10 104.20
Jugo de manzana (Jumex) 1.0460 3.40 100.20 103.55
Néctar de manzana (Herdez) 1.0313 2.90 105.30 97.40
Jugo de mango (Herdez) 1.0382 4.60 96.08 96.40
Jugo de naranja (Herdez) 1.0185 2.05 95.39 98.55
Jugo de uva (Jumex) 1.0523 4.70 98.90 95.67
Jugo de guayaba (Jumex) 1.0235 3.25 96.55 98.65

* Peso de 1 mL de muestra
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