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Abstract

Una de las estrategias més utilizadas para la cuantificacion del acido galacturénico en la
hidrolisis de la pectina es el método colorimétrico utilizando como reactivo el m-hidroxifenil,
que fue desarrollado por Blumenkrantz y Asboe—Hansen en el afio 1973. Sin embargo, 1a
falta de eliminacion de subproductos remanentes, es un factor que afecta significativamente
la medicion de la cantidad del mondmero liberado durante la reaccion enzimética, pues, por
la poca especificidad que presenta el reactivo puede ocasionar su sobreestimacion. Ademas,
el uso de &cidos fuertes como acido sulfurico concentrado, y temperaturas de reaccién
elevadas, provocan que la pectina presente en la muestra sufra degradacion térmica y
quimica. Por este motivo, se desarroll6 una investigacion experimental con la finalidad de
eliminar las posibles interferencias presentes en los medios enzimaticos, el cual consiste en
tratar la muestra a procesar con una relacion de etanol 1:2 v/v, adiccién de sulfato de aluminio
al 2,2% pl/p, filtracion de la solucién con 0,2 um, y por Gltimo evaporacion total del volumen
que posteriormente sera restituido al volumen original con agua tipo I. Encontrando que, esta
metodologia posee alta eficiencia en la remocion de interferencia de pectina, y para la
medicion de acidos urénicos como el acido galacturénico, resulta especifica, sensible y
precisa para concentraciones entre 5-60 pg/mL.
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1. Introduccién

El desarrollo de la biotecnologia ha propuesto el uso de biocatalizadores proteicos en los
procesos industriales, pues estos agentes enzimaticos ofrecen ventajas significativas en
comparacion con los procesos quimicos tradicionales. La catalisis basada en enzimas
satisface las demandas de productos altamente selectivos, seguros y sostenibles. Ademas,
funcionan a temperaturas bajas con un rango de opercion de 25- 60°C, presiones
atmosféricas, condiciones de pH en un rango de 4-8 y medios acuosos (Dominguez De Maria
P., 2021; De la Mata, I. et al, 2014) lo que los convierte en procesos potencialmente
escalables, pues ayudan a ahorrar costos y a lograr una mayor sostenibilidad.

Un ejemplo del uso que se le puede brindar a las enzimas en procesos industriales es la
obtencion de acido galacturonico. Este monomero es el principal constituyente de la pectina
y se distingue por tener diversas aplicaciones como agente bioactivo en la fabricacion de



productos farmacéuticos, cosméticos e ingredientes alimentarios (Baciu and Jordening,
2004). Los coctéles enzimaticos mas utilizados en estudios para mediar la hidrdlisis de la
pectina son Viscoenzyme L9, Naturalzyme 40XL, Pectinase-831L (Ghorbanpour et al, 2013;
Bélafi-Bako et al, 2007; Haikel et al, 2006; Kiss et al, 2009) y estan conformados por
biocatalizadores que se clasifican en tres grupos principales dependiendo de sus mecanismos
de accion: enzimas des-esterificantes, enzimas despolimerizantes y liasas (Bélafi-Bako K, et
al, 2007).

Autores como, Schimid A. et al, 2001; Santacoloma P. et al, 2011; Truppo M., 2017; Zaks,
A., 2001, proponen hacer uso del ciclo de la biocatalisis que consiste en la investigacion y
seleccion de los agentes de biotransformacion que tienen las mejores cualidades para obtener
un proceso productivo econdémico y viable. no obstante, esta seleccion debe realizarse de
manera sistematica, es por esto que se debe estudiar la cinética, las condiciones de reaccion,
la informacion estructural de las enzimas (Mettler-Toledo International, 2021) y reconocer
el comportamiento que presenta el coctel enzimatico que se esta analizando.

El estudio de la cinética se basa en la cuantificacion de la liberacion de metabolitos como en
este caso lo es el acido galacturdnico a través del tiempo, por lo cual, se debe utilizar métodos
que permitan monitorear el avance de la reaccion y metodologias colorimétricas
estandarizadas como la del carbazol, m-hidroxifenil o la combinacion de ambas son (tiles
para cuantificar este monomero, donde la coloracién obtenida es proporcional a su
concentracion. Sin embargo, los reactivos son propensos a presentar interferencia por la poca
especificidad y formar complejos colorados con los carbohidratos neutros que conforman la
estructura de la pectina, generando dificultades al obtener mediciones fiables por la
sobreestimacion del producto de interés (Garna H. et al, 2006). Ademas, es importante
mencionar que si la muestra a la que se le realizard la medicion presenta pectina en su
composicion, es probable que esta se hidrolice por la exposicidn prolongada a temperatura
alta y el uso de acido concentrado, por lo que es necesario remover esta macromolécula y
asegurar una medicién precisa.

De esta manera, el tratamiento de las muestras es un paso crucial en la estimacion correcta
del cambio de la concentracion del acido galacturénico y se debe garantizar la eliminacion
de las posibles fuentes de interferencias que afecten significativamente la medicion. Por esta
razén, el objetivo del presente trabajo consiste en desarrollar una metodologia reproducible
para la cuantificacion precisa del acido galacturonico, que posibiliten la eliminacion de
moléculas como la pectina remanente y las enzimas utilizadas durante la hidrolisis.

2. Materiales

El D-acido galacturonico se compro en Sigma Aldrich ® con una pureza de 98,5%, La
pectina citrica fue obtenida por Farmacia Drogueria San Jorge ®, con un porcentaje de acido
galacturonico de aproximadamente de 74% y grupos metoxilos del 6,7%. Los quimicos
como: &cido sulfarico concentrado al 96%, tetraborato de sodio, acido sulfamico, agua
destilada, m-hidroxidifenol, NaOH y KOH, se caracterizan por ser de grado analitico y el
coctel enzimatico NaturalEnzyme 40XL fue comprado en Proenzymas S.A.S donde las
enzimas son provenientes del hongo Aspergillus sp.



2.1 Preparacion de los reactivos
Soluciones para medicion de acido galacturonico

Solucion de m-hidroxifenol: En un recipiente &ambar se adiciond 150 mg de m-hidroxidifenol
en 100 ml de NaOH 0,125 N. La solucion se refrigeré a 4 °C.

Solucién de acido sulfamico-sulfamato: se disolvié 3,9 mg de &cido sulfamico en 7 ml de
agua y luego se le adiciond6 KOH saturado para ajustar pH a 1,6. Finalmente se diluyé la
solucién en 10 ml de agua para obtener una concentracion final de 4 M.

Solucién de tetraborato de sodio-acido sulfurico: Se mezcl6 1,501 g de tetraborato de sodio
con 90 ml de &cido sulfarico concentrado. Una vez homogénea la solucion, se refrigerd a
4°C,

2.2 Soluciones stock

Solucién madre de acido galacturdnico: Se agreg6 4 mg de acido galacturdénico en 40 mL
de solucion tampdn citrato-fosfato 0,1 M pH 5, se refrigerd a 4 °C. Adicionalmente, se realizo
el mismo procedimiento utilizando como solvente agua tipo I.

Solucion tampon Mcllvaine: Se mezcl6 1030ml de solucion 0.2M de fosfato disddico con
970ml de la solucion de 0.1M de &cido citrico y se ajusto el pH a 5 con la adicion de acido
citrico.

Preparacion del solvente eutéctico profundo y medio de la curva de calibracion: En un
frasco Schott se agregaron cloruro de colina con glicerol hasta alcanzar una relacion molar
1:2. El recipiente se agitd constantemente a 375rpm a una temperatura de 70°C hasta obtener
un liquido transldcido. Este se llevé a un calentamiento en horno vacio a 65 °C y 0,08 MPa
por 2 horas. Finalmente, la mezcla se enfri6 en desecador a temperatura ambiente. Para el
medio de la curva de calibracion, se disolvié 1mL de solvente colina-glicerol en 9mL de
solucion tampon Mcllvaine y se refrigerd a 4 °C.

2.3 Curvas de calibracion para acido galacturoénico
Para desarrollar las curvas de calibracion a estudiar en los solventes: buffer citrato fosfato,
agua tipo 1y solucion al 10% v/v de colina-glicerol, en diez tubos Eppendorf de 2 mL, se

mezclaron alicuotas de solucion madre de &cido galacturénico con una concentracion de 100
mg/mL, para conseguir las concentraciones establecidas en la Tabla 1.

Tabla 1. Preparacion de diluciones para los puntos de concentracion de la curva de calibracion.

Concentracién SIn madre de  Solvente
final (ug/mL) acido abye
galacturonico (uL)
(uL)




0 0 1000

5 50 950
16,625 156 844
26,25 263 738
36,875 369 631
47,5 475 525
58,125 581 419
68,75 688 313
79,375 794 206
90 900 100

«buffer citrato fosfato, ® agua tipo I y ¢ solucién al 10% v/v de colina-glicerol

Adicionalmente, con el fin de conocer el efecto en la reproducibilidad del método de
medicion al agregar sustancias como la acetona y etanol, se desarrollaron 1 curvas de
calibracién con 2 réplicas para cada solvente evaluado, manteniendo relaciones de 1:1 v/v
acetona y 1:2 v/v etanol, esto se realiz6 con el fin de asegurar que las muestras presentase el
mismo pretratamiento que se le realiza a las alicuotas tomadas de reacciones enzimatica.tica.
En la elaboracion de una de las curvas de calibracion, el conjunto de alicuotas fue sometido
a un proceso de evaporacion total y se restituy6 el volumen correspondiente a la muestra. Por
ultimo, las muestras fueron cuantificadas con el método establecido por Laurence D. Melton
y Bronwen G. Smith en 1998.

2.4 Tratamiento de las muestras

Para eliminar las interferencias de las muestras del medio de reaccién, se tomaron 500 pL
del medio de reaccion y se adicion6 2,2% p/p de sulfato de aluminio, una vez se disolvieron
los cristales, se agregd 1 mL de etanol al 96% y se procedié a filtrar con jeringa de 2 mL y
filtro Agilent Nylon de 0,22 um. La solucion filtrada fue sometida a un proceso de
evaporacion en un rotaevaporador eppendorf Vacufuge 5305 Plus Concentrator Complete
System a una temperatura de 60°C y la configuracion V-HV hasta obtener los cristales de
acido galacturénico. Después, se restituy6 al volumen original, con 500 pL de agua tipo | 'y
se mezcld hasta obtener una solucion homogénea.

2.5 Medicion de la concentracion de acido galacturoénico

En microplato de fondo plano se deposité 20 pL de las muestras tratadas, se adicion6 2 pL
de &cido sulfdmico-sulfamato y se realizo reflujo con la micropipeta. Una vez obtenida una
solucion homogénea se afiadieron 240 uL de tetraborato de sodio-acido sulfurico y se mezclo
por reflujo. Posteriormente, la muestra se llevo a bafio Maria a 95°C durante 20 min, pasado
el tiempo, se incubd en hielo durante 10 min. Finalmente, se adicion6 40uL de m-hidroxifenil
agente que genera la coloracion. Por Gltimo, se realizo la lectura por espectrofotometria con
ayuda del Thermo Scientific™ Varioskan™ LUX multimode microplate reader a una
longitud de onda de 525 nm (Melton L. & Bronwen G, 2001). El blanco fue procesado de la
misma manera que las muestras mencionadas anteriormente, con la diferencia que la solucion
problema fue agua tipo 1y se reemplazé el m-hidroxifenil por hidréxido de sodio.



2.6 Reaccion enzimatica

Para la hidrdlisis de la pectina, se tomaron dos muestras de dos reacciones enzimaticas. En
ambas reacciones se utilizaron 10 pL de Naturalzyme 40XL, 10 mL de solucion de pectina,
manteniendo una relacion v/v de 0,012 enzima sustrato y se completd con buffer hasta
alcanzar un volumen de 30 mL. Los montajes se realizaron con pH 4,8, tiempo de reaccion
de 90 minutos y temperatura de 50°C, metodologia establecida por Ghitis B. y Sichel S en
2021. Durante la reaccion se tomaron diversas muestras que posteriormente fueron
analizadas a traves de una cromatografia de HPLC.

2.7 Preparacion de las muestras para HPLC

La muestra se mezcld con agua tipo | y se pasé por un filtro de 0,2 um y se llevd
aproximadamente 2 ml a viales de vidrio. Posteriormente, se analizé6 con UHPLC (Thermo
Scientific Ultimate 3000) en una columna de resina Aminex® HPX-87-H (300 mm x 7.8
mm), horno a 60°C, empleando &cido sulfdrico 5 mM como fase movil con un flujo de 0,6
ml/min. Se inyectd 20 pL de muestra, con un tiempo de 16 min en cada corrida. Se utilizé
un detector de indice de refraccion (RI refractomax 520, Japdn) a 55°C. El estandar preparado
corresponde a acido galacturonico (Ghitis B. y Sichel S., 2021).

3. Resultados
3.1 Curvas de calibracion para acido galacturonico

En la grafica 1 se observa la absorbancia de la curva de calibracion de 9 puntos donde se
empled la metodologia de medicién sin hacerle tratamiento a las muestras, esta curva de
calibracion se realizé empleando la solucion tampon Mcllvaine, los valores corresponden a
las mediciones de absorbancia antes y después de agregar el reactivo colorante m-
hidroxifenil.

En la grafica 2 se observa el comportamiento de la absorbancia de la curva de calibracion de
9 puntos donde se empled la metodologia de medicién y de tratamiento a las muestras, los
valores corresponden a la medicién final con m-hidroxifenil a los tratamientos de muestra
empleando acetona y etanol con solucién tampdn Mcllvaine.
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Gréfica 1y 2. 1) Curva de calibracion para las diferentes concentraciones de acido galacturénico en solucién
tampon Mcllvaine, antes y después de afiadir m-hidroxifenil. 2) Curva de calibracion para las diferentes



concentraciones de acido galacturénico con tratamiento de muestras empleando de acetona y etanol con
solucién tampdn Mcllvaine.

En la gréfica 3 se observa el promedio del duplicado de la curva de 9y 7 puntos, corridas A
y B, respectivamente, empleando tratamiento con etanol en agua. Adicionalmente, se obtuvo
la ecuacion de regresion lineal pasando por cero para el promedio de cada corrida, con los
respectivos coeficientes de regresion. Se graficaron las desviaciones para cada punto del
gréfico.
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Grafica 3. Curvas de calibracion para las diferentes concentraciones de &cido galacturdnico en agua tipo I, con
tratamiento de muestras empleando etanol.

Para la curva con ChCI-Glicerol (DES) al 10% v/v con solucion tampon Mcllavaine, se
graficd la absorbancia antes y después de agregar el reactivo colorante m-hidroxifenil. Se
calculd la diferencia entre estos dos valores y se grafico como la absorbancia sin interferencia
(S/Interferencia). Asi mismo, se obtuvo la ecuacion de regresion lineal para cada uno de los
conjuntos de datos, como se observa en la grafica 4.
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Gréfica 4. Curvas de calibracién para acido galacturénico en ChCI-Gli 10% v/v en solucién tampon Mcllvaine
teniendo en cuenta la interferencia antes de agregar m-hidroxifenil.

El resumen de las ecuaciones de regresion lineal de los graficos 1 al 4 se encuentran en la
tabla 2 con caracteristicas de calidad asociadas como coeficiente de correlacion, coeficiente
de correlacion lineal y desviacion estandar del conjunto de datos empleados para la
generacion de las mismas.

Tabla 2. Resumen de las ecuaciones de regresién lineal y caracteristicas de calidad asociadas de las graficas 1,
2,3y4.

Coeficiente - o
o _ de Coeflc_le,)nte'de DeS\{lacmn
Curva Descripcion  Pendiente Intercepto .. correlacion lineal  estandar
correlacién .
R? R promedio S
En solucion
Mcllvaine
A sin 0,0013 0 0,9559 0,9777
tratamiento
de muestras
En agua
tratamiento
B con etanol 0,0024 0 0,9609 0,9803 0,0264
(Promedio
corrida A)
En agua
tratamiento
C con etanol 0,0013 0 0,9472 0,9732 0,0086
(Promedio
corrida B)
En solucién
D Mcllvaine 5 5, 0,0274 0,0082 0,953

tratamiento
con acetona



En solucién
Mcllvaine
tratamiento
con etanol

0,0024 0,0188 0,9899

En solucion
Mcllvaine
con ChCl-

Glic 10% v/iv

0,0035 0 0,9181

En solucion
Mcllvaine
con ChCl-
Glic 10% v/v
sin
interferencia

0,0025 0 0,8908

0,9949

0,9582

0,9438

3.2 Reaccion enzimética

Se emplearon las curvas A, B y C para la cuantificacion por espectrofotometria de acido
galacturonico de la reaccion enzimatica a 30 y 90 minutos por duplicado, ademas, se empleo
como referencia la medicion por cromatografia liquida de alta afinidad (HPLC) para la
concentracion de acido galacturonico previamente inactivada a 4 °C, los valores se observan
en latabla 3, de esta forma, se calculé el error porcentual y la diferencia mésica absoluta para
cado con la referencia (HPLC) correspondiente, como se evidencia en la tabla 4.

Tabla 3. Valores de concentracion de &cido galacturonico de la muestra enzimatica a 30 y 90 minutos
por cromatografia liquida de alta afinidad y empleando la curva de calibracién A, By C.

Concentracion [ug/mL]

Tiempo Muestra HPLC Espectrofotometria (curva de calibracion)
[min] ABS A B C
Replica 1 0,0147 11,2981 6,1198 11,2981
30 Replica 2 3,7799 0,0137 10,5288 5,7031 10,5288
Promedio 0,0142 10,9135 5,9115 10,9135
Replica 1 0,0188 14,4904 7,8490 14,4904
90 Replica 2 4,1677 0,0132 10,1827 5,5156 10,1827
Promedio 0,0160 12,3365 6,66823 12,3365

Tabla 4. Desviacion porcentual, estdndar y diferencia masica del método de medicién por
espectrofotometria con la curva A, B y C con referencia al valor medido por cromatografia liquida de alta

afinidad de la tabla 1.

Tiempo

Desviacion porcentual

Diferencia masica [pg]

[min] Muestra A B C A B C
Replica 1 199% 62% 199% 225,55 70,2 225,55
30 Replica 2 179% 51% 179% 202,47 57,7 202,47
Promedio 189% 56% 189% 214,01 63,95 214,01
Replica 1 248% 88% 248% 309,68 110,44 309,68
90 Replica 2 144% 32% 144% 180,45 40,44 180,45
Promedio 196% 60% 196% 245,07 75,44 245,07




4. Analisis de resultados
4.1 Curvas de calibracion

El efecto que tiene la metodologia de tratamiento de muestras puede evidenciarse
comparando las graficas 1y 2, las cuales estan en un medio de reaccidén convencional como
la soluciéon tampdén Mcllvaine especificamente para reacciones enzimaticas con pectina
(Ghorbanpour, Miccio, y Ferrari, 2013). Puede notarse que el rango de absorcion de luz a
525 nm es mayor para la curva con tratamiento de muestras, esto se corrobora por la magnitud
de las pendientes de las ecuaciones de regresion de la tabla 2. Por otra parte, la curva sin
tratamiento de muestras (A), tiene un coeficiente de regresion correlacion de 0,95<0,98,
referente a la curva con tratamiento de etanol (E). Esta diferencia en la absorbancia puede
deberse a la presencia de sales como el sulfato de aluminio, que tiene rendimientos cercanos
al maximo (=99%) en precipitar la pectina (Murizia, et al, 2009), pero que en ausencia de
pectina es capaz de solubilizarse y no retenerse en el filtrado. No obstante, la curva de
calibracion B y C muestran un comportamiento variado a pesar de tratarse de las mismas
condiciones de medio y de tratamiento de muestras.

Estas diferencias significativas entre las curvas B y C se hacen notorias a medida que aumenta
la concentracion de acido galacturonico, esto ha sido explorado por Pérez y colaboradores en
2015, quienes proponen el uso de un rango de 2-20 pg/mL de acido galacturénico para la
medicion por espectrofotometria empleando el método de m-hidroxifenil. Ademas,
encontraron que el reactivo tetraborato de sodio en acido sulfdrico presenta inestabilidad en
la reactividad con el m-hidroxifenil posterior a un dia de preparacion. Lo anterior podria
explicar la variabilidad en el comportamiento de lectura en la corrida A y B de la gréfica
3. Cabe destacar que para la curva B que tiene mejor coeficiente de correlacién, presenta
mayores desviaciones en comparacion con C.

Por otra parte, para las curvas A 'y C, sin y con tratamiento de muestras, respectivamente,
presentan la misma ecuacion de correlacién lineal entre los datos a pesar de que tienen
diferentes coeficientes de correlacion. Esto podria indicar que el tratamiento de muestras no
tiene efectos de interferencia en el aumento de absorcion de luz a 525 nm para la metodologia
de m-hidroxifenil, para la cuantificacion de acido galacturdnico. Esto teniendo en cuenta que
la curva C present6 menores desviaciones en comparacion con su réplica (curva B).

En la eleccidn del solvente mas adecuado para el tratamiento de muestras se propone el uso
de etanol, dado que este presenta mejor linealidad en comparacién con la acetona, lo cual se
refleja en el coeficiente de correlacion, segun la tabla 2. Estos solventes polares cumplen la
funcion de precipitar las enzimas generando cambios estructurales en la morfologia de la
proteina, sin embargo, es necesario tener en cuenta que a mayor concentracion de sales en el
medio puede provocar que la estabilidad de la enzima sea menor y pierda actividad
hidrolitica, imposibilitando asi, la recuperacion de las proteinas (Bauer, y Avigad, 1967).
Cabe resaltar que el tratamiento de muestras con etanol toma mayor tiempo de evaporacion,
alrededor de 6 horas, esto debido a que el punto de ebullicion de la mezcla es mayor, y por
tener una relacion volumen:volumen del doble en comparacion con la acetona.



En orden de determinar si la eleccion de solvente para la reaccion enzimatica afecta la
precision y reproducibilidad del método se empled ChCI-Gli al 10% con soluciéon Mcllvaine,
mostrando un rango de absorcién de luz de 0-0.35 como se observa en la gréfica 4. Cabe
destacar que present6 coloracion mas pronunciada y amarilla para las muestras con menor
cantidad de acido galacturonico, esto puede deberse a la presencia de glicerol en la reaccion
de hidrolisis acida con &cido sulfurico a 95 °C, ocasionando un oscurecimiento de la solucion
y, por ende, alterando la lectura colorimétrica (LoOpez, et al, 2017), es por esto que se
implementa la medicion de absorbancia antes de agregar el reactivo colorante m-hidroxifenil
como lo propone Amador en el 2005. En cambio, como se observa en la gréfica 1, teniendo
en cuenta esta medicidn generaria valores negativos para una curva sin interferencia.

4.2 Reaccion enzimética

Para validar si el método de tratamiento de muestras y su posterior metodologia de medicion
posee exactitud y practicidad en reacciones enzimaticas, se cuantifico la concentracion de
acido galacturonico pasados 30 y 90 minutos de reaccion mediante HPLC. Para comparar se
empled lacurva A, By C, las cuales tienen afinidad a la lectura por la composicion del medio.
La curva Ay C poseen la misma pendiente y, por tanto, no presentan diferencia significativa
en los valores de comparacion. Es necesario precisar que la curva A es la mas afin a las
muestras, esto debido a que cuenta con el mismo solvente que se emple6 para la reaccion
enzimatica. No obstante, pese a que la curva B es la que tiene menor error porcentual con un
valor promedio del 60%, la metodologia tiene un alto grado de sensibilidad y precision,
puesto que la diferencia masica es en promedio 70 pg. Esta diferencia entre el valor obtenido
por la curva de calibracién B y la lectura por HPLC puede deberse a la no retencion de la
proteina precipitada en el filtrado, repercutiendo en una variable de interferencia en las
lecturas de absorbancia por no estar incluida en la curva de calibracion teniendo en cuenta la
solucién estandar/blanco.

5. Conclusiones

El etanol como solvente para la detencidn de la reaccion enzimatica junto con la precipitacion
parcial de la pectina posee mejores coeficientes de correlacion en la generacion de la
ecuacion lineal para la curva de calibracion, siendo acorde con la Ley de Beer-Lambert, en
comparacion con la acetona.

El uso de la metodologia de m-hidroxifenil para la medicién de &cidos urénicos como el
acido galacturdnico, resulta especifica, sensible y precisa para concentraciones entre 5-
60 pg/mL.

La metodologia propuesta en este articulo para la separacion del &cido galacturénico de la
pectina resulta precisa, y con menores costos asociados en comparacion con HPLC.

La combinacion de la metodologia de separacion de acido galacturonico de pectina aqui
propuesta, junto con la metodologia de m-hidroxifenil para la cuantificacién del mismo tiene
potencial para escala laboratorio y se recomienda la implementacion de una prueba de
analisis estadisticos para validar reproducibilidad del método para futuras aplicaciones a
escala industrial.

La metodologia de m-hidroxifenil para la cuantificacion de acidos urdnicos se ve limitada
por los tipos de solventes empleados, solventes alternativos con alta presencia de compuestos



hidrocarbonados presentan alta interferencia por reacciones de oscurecimiento con el
acido sulfurico a 95 °C.
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