ENZIMATICO vs FTNIR: COMPARACION

Los sisternas de analisis mas extendidos en enologia son ciertamente el
enzimatico y el NIR (o mejor, FTNIR). Hay muchos partidarios de uno u
otro sistema, que ciertamente tienen pros y contras, pero para
compararlos es necesario saber como funcionan evaluando sus
caracteristicas y limitaciones.

Principio de funcionamiento de los sistemas enzimaticos.

Los sistemas enzimaticos basan su funcionamiento en la Ley de
Lambert-Beer (la absorbancia (A) medida en una longitud de onda dada
(A es linealmente proporcional a la concentracion (C) de la sustancia y
en la longitud del camino optico (a) a través de una constante de
proporcionalidad especifica para cada sustancia llamada coeficiente de
extincion molar (gx): A = C - en + &J. Si tuviéramos una solucion pura de
una sustancia con &, conocida, seria suficiente medir la absorbancia de la solucion para determinar la concentracion de
la sustancia. Sin embargo, todas las muestras que se analizan, tanto en el campo enolégico como en ofras areas, son
soluciones muy complejas y la absorbancia es la suma de todas las contribuciones de las sustancias presentes en la
muestra.

Sin embargo, hay sustancias que reaccionan especificamente con moléculas individuales, y solo con ellas (como sucede,
por ejemplo, en una reaccion enzimatica, donde la enzima es un catalizador especifico para una reaccion dadal. Incluso,
a través de una 0 mas reacciones quimicas conectadas en cascada, pueden surgir nuevas moléculas que se distinguen
del resto de la muestra por su alta absorcion a longitudes de onda especificas. Por lo tanto, sera posible a través de estas
reacciones obtener una solucion en la cual medir la absorbancia (o la variacion de absorbancia frente al tiempo) que sera
proporcional exclusivamente al analito buscado.

Los sistemas enzimaticos, como DIONYSOS, estan compuestos por un fotémetro, que mide las absorbancias, y de
reactivos especificos para cada analito. Basta anadir la muestra a los reactivos para obtener un compuesto cuya
absorbancia medida en una longitud de onda dada es proporcional a la concentracion de analito bajo consideracion. Esta
proporcionalidad le permite construir rectas de calibracion a partir de materiales de referencia de concentracion
conocida (calibrador), que pueden usarse mas tarde para deducir la concentracion del analito en la muestra.

Principio de funcionamiento de los sistemas FT-NIR

La interaccion de la materia de luz también es la base de estos sistemas, pero se utilizan longitudes de onda menos
energéticas (infrarrojas) en comparacion con los métodos enzimaticos (UV-Visible).

La radiacion electromagnética infrarroja hace vibrar los enlaces de las moléculas organicas, de forma que los diferentes
grupos funcionales dentro de la molécula individual (por ejemplo -NH2 o -COOH) son excitados por diferentes
frecuencias. Si obtenemos la absorbancia de una sustancia pura en todas las longitudes de onda incluidas en un rango
dado, obtendremos un grafico caracteristico de la sustancia (espectrol. Si comparamos el espectro de una muestra que
contiene multiples sustancias, es posible identificarlos comparando el espectro obtenido con los correspondientes a las
sustancias puras y, nuevamente a través de la comparacion, determinar su concentracion.

Sin embargo, los espectros obtenidos con los espectrofotometros IR clasicos, no ofrecen suficientes caracteristicas
técnicas para poder realizar un anlisis cuantitativo. Una técnica mas moderna, llamada Transformada de Fourier en el
infrarrojo cercano (FT-NIR), resuelve muchos de los problemas de la espectrofotometria IR clasica: tiene tiempos
extremadamente rapidos, una alta relacion sefal/ruido y una resolucion mucho mas alta, lo que permite una mejor
distincion de los diversos grupos funcionales organicos.




Los espectrometros FT-NIR producen una sefal, llamada interferograma, que contiene las absorbancias en todas las
frecuencias analizadas codificadas dentro de él. Se produce a través de una sefal luminosa que se divide en dos mitades
y en la cual una mitad tendra una longitud fija, mientras que la otra variara su longitud gracias a un espejo movil. Cuando
las dos sefales se recombinan, produciran interferencias positivas o negativas de acuerdo con las diferentes longitudes.
Esta nueva senal se pasa a través de la muestra y luego a un detector. La senal se puede medir muy rapidamente,
realizando varias exploraciones por segundo. El interferograma se procesa luego a través de un proceso matematico
llamado Transformada de Fourier, que da lugar al espectro de la muestra bajo examen. En este punto, el espectro de la
muestra se analiza comparandolo con una base de datos de cientos de espectros diferentes de varias muestras en las
que se han determinado los componentes de interés. La concentracion de la muestra problema se estima
estadisticamente mediante la comparacion con la base de datos. Es decir, los resultados obtenidos no se miden
realmente, sino que se obtienen a través de un analisis estadistico.

Pros y contras

Muchos de los métodos enzimaticos se han incluido entre los métodos oficiales de la OIV, mientras que el FT-NIR, que
no puede calibrarse con estandares de referencia como es el caso de los sistemas enzimaticos, no redne los requisitos
para poder convertirse en método de referencia al no ser propiamente un método de medida. Eso no quiere decir que
los métodos FT-NIR no sean validos, sino que no podran utilizarse para emitir valores certificados.

Los sisternas FT-NIR son extrernadamente mas rapidos y ofrecen un conjunto de resultados en solo unos segundos. Los
sistemas enzimaticos son mas lentos y requieren tiempos de incubacion del orden de 5-10 minutos para completar las
reacciones y proceder con las mediciones.

Los sisternas enzimaticos son de naturaleza "abierta”y todo el proceso de medicion es visible y monitoreado: los diversos
métodos deben ser calibrados y controlados, lo que requiere una cierta participacion del operador que puede intervenir
en cualquier momento para corregir problemas (turbidez de las muestras, por ejemplo). En cambio, los sistemas FT-NIR
son “cajas negras cerradas” en los que no es posible intervenir en la medicion, corregir la calibracion o detectar
interferencias que modifique la senal optica. El procesamiento de la senal y el calculo de los resultados se confia al
software, que a su vez se apoya en una base de datos que es Util solo en la medida en la que la muestra este
perfectamente representada en el conjunto de datos utilizados.

Los sistemas enzimaticos tienen rangos de medicion mucho mas amplios que FT-NIR, y son mucho mas sensibles. De
hecho, el FT-NIR es incapaz de determinar adecuadamente concentraciones por debajo de los 0.2 g/L,
aproximadamente ya que la relacion sefial/ruido es muy baja. Una sensibilidad adecuada es relevante para el endlogo
en ciertos procesos, como el final de la fermentacion alcohélica o el comienzo de la fermentacion malolactica, en la que
es necesario reconocer cantidades extremadamente pequefias de analito e identificar el momento adecuado para
actuar.

Los reactivos enzimaticos son altamente especificos, de manera que solo reconocen la molécula de interés, siendo
capaces de distinguir entre moléculas quirales. Por ejemplo, es posible distinguir en D-y L-, mientras que con FT-NIR
siempre obtendra solo la suma de los dos ya que ambas moléculas tienen idéntica estructura quimica y disposicion de
enlaces.

Otra diferencia importante entre los dos sistemas es su escalabilidad: un sistema FT-NIR ofrece resultados simultaneos
para un conjunto definido de analitos. Aunque los FT-NIR no necesitan consumibles ni reactivos, este conjunto de
analitos no puede modificarse ni reducirse, pero tampoco ampliarse, puesto que el resultado se genera a partir de una
funcion matematica que los incorpora como parametros; por tanto, si el analito no esta incluido en la definicion de dicha
funcion (que a su vez viene generada por la base de datos utilizada) no podra agregarse posteriormente.
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Con los sistemas enzimaticos, por otro lado, al estar compuestos por un instrumento (fotémetro manual o automatico)
y reactivos (cada reactivo es especifico para un solo analito), es posible elegir qué analitos para dosificar y no
necesariamente todos deben dosificarse juntos. Esto conduce a una libertad total en el uso del sistema enzimatico, que
es mucho mas flexible para las necesidades especificas y estacionales de la bodega.

Los sistemas FT-NIR explotan tecnologias muy avanzadas y software muy potente, que determinan un costo muy alto
para la instrumentacion vy, aunque se requiere poco del operador en términos de mantenimiento diario, requieren
mantenimiento periodico por parte de personal especializado con altos costos. Por otro lado, los sistemas enzimaticos,
incluso los automaticos, aprovechan la tecnologia consolidada que tiene menores costos, tanto iniciales como de
mantenimiento.

FT-NIR
Estimacion estadistica de la
concentracion frente a una base de
datos
Sélo es posible ajustar el resultado
mediante la comparacién con otros
métodos de analisis

Enzimatico
Medida cuantitativa de los analitos
mediante reacciones enzimaticas
especificas

Carateristica

Calibracion Calibraciéon con material de referencia

Muy facil de usar: basta con apretar un
botén

Son ‘cajas negras’ cerradas que no

Monitoreo iR e
permiten intervencion

Muy costosos, pero no requieren

Coste . -
consumibles o reactivos

Resultados en menos de un minuto

Tiempo de respuesta

Poco, pero soélo lo puede realizar el
fabricante por su complejidad (coste

Requiere cierta formacion por parte del
usuario

Son sistemas abiertos que permiten
actuacion

Econdmicos, pero requieren
consumibles y reactivos

Resultados entre 5 y 10 minutos

Mantenimiento diario y sencillo por el
usuario, y periodico por el fabricante,

alto) de baja complejidad (coste bajo)
S o Métodos muy sensibles y
Sensibilidad y precision Escasa reproducibles
Escalabilidad No es posible Total

Bastantes métodos oficiales OIV (no

Reconocimiento OIV / AOAC
todos)

No son reconocidos

Conclusiones

Los sistemas enzimaticos y el FT-NIR son sistemas totalmente diferentes y no es posible una comparacion directa entre
ellos, excepto cuando nos referimos a necesidades especificas de proceso. Muy a menudo, los dos sistemas se usan
juntos, amplificando las ventajas y eliminando las desventajas. En muchas bodegas, durante los periodos de trabajo
intenso, como la cosecha, los FT-NIR se utilizan para procesar numerosas muestras en poco tiempo, obteniendo
resultados iniciales suficientes para tal fin. Mas tarde, sin embargo, el uso de sistemas enzimaticos permite verificar los
resultados con mayor precision y exactitud y una mayor garantia de seguridad de los datos. Ademas, los sistemas
enzimaticos se pueden usar como un método simple, economico y seguro para verificar y calibrar los sistemas FT-NIR.

Desde hace mas de 10 arios, el compromiso de Sinatech con el endlogo ha sido el trabajar codo con codo para proporcionarle las soluciones analiticas mas adecuadas
al control y seguimiento del proceso de viniticacion. Métodos automatizados facilmente adaplables a cualquier rutina de trabajo, con un equipo de asesoria
personalizada para ayudarle a una implementacion rapida y sin problemas.
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