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Resumen

En este trabajo, se desarrollaron biosensores voltamétricos nanoestructurados
siguiendo la técnica Layer by Layer mediante combinacion electrostatica de materiales
sensibles con cargas opuestas, sobre sustrato de ITO, modificados con las enzimas
glucosa-oxidasa (GOD) y galactosa- oxidasa (GAO).

Para evaluar el comportamiento de los biosensores enzimaticos y analizar los
mecanismos redox de glucosa y galactosa en un medio complejo, se aplicaron técnicas
electroquimicas en medios basados en dichos azucares y sobre leche.

Estos sensores se caracterizaron mediante espectroscopia FTIR y UV-Vis, evaluando su
respuesta y reproducibilidad en funcién del pH, asi como la sensibilidad mediante
cronoamperometria, consiguiéndose LODs de drdenes entre 10° y 10,

Finalmente se realizaron estudios estadisticos sobre los datos obtenidos con el sistema
multisensor, destacando el analisis PCA para discriminar la leche en funcién de su
contenido en lactosa y degradacion temporal y el analisis PLS-1 para establecer
correlaciones entre los resultados del analisis quimico y los experimentales.

Palabras clave

Biosensor enzimdtico, Layer by Layer (LbL), glucosa-oxidasa (GOD), galactosa-oxidasa
(GAO), electroquimica.
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Abstract

In this project, nanostructured voltammetric biosensors were developed following the
Layer by Layer method by electrostatic combination of sensitive materials with
opposite charges, on ITO substrate, modified with the enzymes glucose-oxidase (GOD)
and galactose oxidase (GAO).

In order to evaluate the bionsensor’s enzymatic behavior and analyze the redox
mechanisms of glucose and galactose in a complex medium, electrochemical
techniques were applied in medium based on both sugars and on milk samples.

These sensors were characterized through FTIR and UV-Vis spectroscopy, evaluating
their response and reproducibility as a function of pH and sensitivity by
chronoamperometry, obtaining LODs orders in the range of 10° and 10™M.

Finally, statistical studies were conducted on the data obtained with the multisensor
system, highlighting the PCA analysis to discriminate the milk according to its lactose
content and temporal degradation and the PLS-1 analysis to get correlations between
the results of the chemical analysis and the experimental ones.

Keywords

Enzymatic biosensor, Layer by Layer, glucose-oxidase (GOD), galactose-oxidase (GAO),
electrochemistry.
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1.1. Introduccion

La industria alimentaria es el sector que engloba las actividades relacionadas con la
elaboracién, conservacion, transformacién o manipulacion de productos agrarios
destinados a la alimentacidn. Esta industria tiene un papel imprescindible en la
sociedad porque aporta valor afiadido a las materias primas del sector primario y
genera empleo en las zonas rurales, mejorando su nivel de riqueza y bienestar [1].

En la Unidn Europea, el sector agroalimentario factura en torno a 1.098.000 millones
de euros y esta representado por mas de 4 millones de personas. Francia (16,4%),
Alemania (15,4%), Italia (12%) y el Reino Unido (11,9%) son los lideres en produccién,
ocupando Espafia el quinto puesto con un 9,5% [1].

La industria alimentaria desempeifia un rol fundamental en el sector econédmico
nacional y representa el 21,7% de las ventas de productos totales, con unas 28.400
empresas y facturando alrededor de 98.163 millones de euros [1].

Castilla y Ledn, es el motor de la industria agroalimentaria nacional en cuanto a
produccién y esta encabezada por el cereal, el aztcar, con la mitad de la produccién
nacional, la patata o el vino [2]. En términos de ventas, destacan las industrias carnicas
(2.604 millones), pan, pastas y pasteleria (1.088 millones), industrias lacteas (1.442
millones) y vinicola (612 millones) [1].

En cuanto al sector lacteo, ocupa la segunda posicion dentro de la industria alimentaria
regional con una produccion de 1.425 millones de litros y un valor de 1.100 millones de
euros. Es la primera Comunidad Auténoma en producciéon de leche de oveja, la
segunda en leche de vaca y la quinta en leche de cabra [2].

La industria agroalimentaria se esta renovando y reinventando permanentemente para
poder adaptarse a las nuevas tecnologias y exigencias de los consumidores, asi como a
la férrea legislacion del sector [1]. Debido a estos obstaculos, surge la necesidad de
llevar a cabo una gran labor cientifica y el estudio de posibles mejoras en este campo,
surgiendo asi equipos de investigacion como el grupo UvaSens.

El grupo UvaSens, nacido en el afio 1992 y afincado en la Escuela de Ingenierias
Industriales de la Universidad de Valladolid, es un equipo de investigacién dirigido por
la Prof. Maria Luz Rodriguez Méndez del Departamento de Quimica Fisica y Quimica
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Inorgdnica, surge con el objetivo de desarrollar nuevos métodos de analisis a partir de
sensores fiables, precisos, reproducibles y selectivos que optimicen tiempo y costes,
gue permitan adaptarse a los nuevos cambios y con aplicaciones en la industria
agroalimentaria. Este equipo trabaja principalmente en dos lineas de investigacion [3]:

Una primera linea basica de investigacion, en la que se desarrollan y caracterizan
peliculas nanoestructuradas mediante diferentes técnicas como Layer by Layer, Spin
Coating o Langmuir-Blodgett.

Y una segunda linea de investigacién, centrada en el disefio de redes de sensores
voltamperimétricos llamadas lenguas y narices electrdnicas que simulan los receptores
de los sistemas gustativo y olfativo respectivamente, con aplicacion en el analisis de
alimentos [3]. Este grupo de investigacién es especialista en el estudio de vinos y
mostos y se estd abriendo paso en la investigacion de leches y zumos.

En la actualidad, se estdn desarrollando sensores electroquimicos a partir de
diferentes técnicas de preparaciéon, mejorando asi la funcionalidad de los sensores y
obteniéndose buenos resultados en la deteccidn de los analitos de interés.

En concreto, este trabajo se ha enfocado en el desarrollo de biosensores
electroquimicos, basados en la formacién de peliculas nanoestructuradas con distintos
materiales sensibles mediante la técnica Layer by Layer, sobre los que se inmovilizaron
diferentes enzimas que mejorasen la transferencia electrénica. Ademads, estos
biosensores se agruparon formando una red que unido a un software de
reconocimiento de patrones se conoce como lengua electronica, y que se utilizé para
analizar y discriminar muestras de leche con distinta composicion y monitorizar la
evolucion temporal de esas muestras.

1.2. Objetivos

El objetivo fundamental del presente trabajo fue el disefio de biosensores
nanoestructurados electroquimicos mediante la técnica de autoensamblado multicapa
Layer by Layer (LbL) capaces de detectar la glucosa y galactosa en muestras basadas en
dichos azucares (muestras patrén) y en el principal producto lacteo: la leche, a partir
de las enzimas oxidorreductasas, Glucosa-oxidasa (GOD) y Galactosa-oxidasa (GAO).
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Para alcanzar el objetivo principal, se plantearon una serie de objetivos
complementarios, que se mencionan a continuacion:

1. Desarrollo de peliculas nanoestructuradas mediante la técnica Layer by
Layer con materiales que pueden actuar como mediadores electrénicos,
alternando capas de materiales cargados positivamente: chitosdn (CHI), un
poliaminosacarido natural biocompatible, y/o 1-butyl-3-methylimidazolium
tetrafluoroborato, un liquido ionico (LI) que favorece la conductividad, con
materiales cargados negativamente: la ftalocianina de cobre tetrasulfonada
(CuPc®®).

2. Caracterizacidon estructural de los sensores mediante distintas técnicas
espectroscopicas tradicionales como la Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR), la Espectroscopia Ultravioleta- Visible (UV-
Vis).

3. Desarrollo de biosensores electroquimicos, depositando Glucosa-oxidasa
(GOD) o Galactosa-oxidasa (GAQ) sobre las peliculas LbL.

4. Estudio del comportamiento de los biosensores mediante técnicas
electroquimicas representativas como la voltametria ciclica y la
cronoamperometria en muestras patron.

5. Desarrollo de un sistema multisensor para el andlisis estadistico de la
evolucién temporal de las diferentes muestras de leche entera con lactosa 'y
semidesnatada sin lactosa a temperatura ambiente en muestras con
diferentes caracteristicas.

-Discriminacion de las muestras complejas en funcion de su contenido
en lactosa y su estado de frescura mediante el Andlisis de los
Componentes Principales (PCA).

-Obtencién de correlaciones para los parametros analizados de las
diferentes muestras a partir de la Regresion por Minimos Cuadrados
Parciales (PLS-1).
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2.1. Fundamento tedrico

2.1.1. Industria lactea. Producto principal: leche

2.1.1.1. Nociones basicas: Definicion y Caracteristicas. Derivados

El término “leche” hace referencia al producto integro y fresco procedente de la
secrecién mamaria de animales lecheros en reposo y bien alimentados, exento de
calostro (leche secretada por la mama los 7 primeros dias) [4], obtenido tras el ordefio
sin adiciones, dedicado al consumo [5] y que cumple con las caracteristicas fisicas y
microbioldgica legales [6].

La leche presenta una serie de caracteristicas esenciales las cuales se comentan a
continuacion:

-Heterogénea y compleja:

La leche es un liquido blanco y opaco, de olor caracteristico, de sabor dulce por su
contenido en lactosa y pH ligeramente acido. Se trata de una disolucion de materia
grasa globular, con proteinas en suspension en el suero, que esta formada por un 80%
de agua y un 12% de sdlidos o materia seca total (mayoritariamente lactosa y sales
minerales) [6].

Se dice que es heterogénea porque estd formada por proteinas (caseinas, albuminas y
globulinas), grasas en forma de triglicéridos (palmitico, miristico y estearico), glucidos
(lactosa), vitaminas (B12 (riboflavina), B1 (tiamina), y las vitaminas A, D, E y K
liposolubles), minerales (calcio y fésforo) y enzimas, en menor proporcién, pero
fundamentales por su actividad bioldgica.

Su complejidad se debe a la posible presencia de sustancias sin valor nutritivo y que,
por tanto, deben ser eliminadas [4].

-Facilmente alterable y de composicidn variable:

La leche es un producto alterable por cambios fisicos (por la entrada de aire a la mama
durante el ordefio y, por tanto, oxigeno y nitrégeno durante el ordefio), quimicos
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(originando la oxidacién de algunos componentes como consecuencia del oxigeno
presente, donde la luz actia como catalizador provocando aromas indeseables),
bioguimicos, microbiolégicos, por tratamientos térmicos o la presencia de
microorganismos que puedan sintetizar, por ejemplo, la lactosa a acido [6].

En cuanto a su composicién, se ve alterada a lo largo del ciclo de lactacién, siendo el
calostro mas rico en contenido proteico y sales que la leche en su fase final. Otros
factores que también influyen son el estado de salud del animal, la especie animal de
origen o las condiciones ambientales, por lo que se hace necesario su defensa frente a
la proliferacion de microorganismos y la actividad enzimdtica para su consumo y
transformaciones industriales [4].

El procesamiento vy fermentacion de la leche da lugar a una amplia variedad de
productos derivados de ésta, conocidos como productos lacteos, los cuales se exponen
a continuacion [5]:

1. Leches desecadas: (leche en polvo) y concentradas (evaporadas o condensadas)
como consecuencia del calentamiento.

2. Leches de consumo: no modificadas, salvo por tratamiento térmico y/o
desnatado parcial.

3. Leches modificadas: esterilizadas, fermentadas (yogurt o kéfir) o aromatizadas.

4. Queso: producto de la coagulacion de la leche, donde el coagulo se separa del
suero. Contiene principalmente caseina y grasa.

5. Nata: fraccion de leche con elevado contenido en materia grasa, la cual es
separada de la leche desnatada por centrifugacion.

6. Mantequilla: producto fruto de la agitacion o batido de la nata tras la
separacion de la materia grasa y el suero.

2.1.1.2. Propiedades fisico-quimicas y organolépticas de la leche

En este apartado se exponen, considerando la leche en su conjunto, sus propiedades
fisicas (no alteran la composicion o naturaleza quimica de la materia y se pueden
medir u observar), quimicas (varian la composicion de la materia y estan relacionadas

10
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con la reactividad de las sustancias quimicas) y organolépticas (si pueden ser
percibidas por los sentidos, como, por ejemplo, el color, sabor, olor o textura), por ser
parametros importantes en el tratamiento estadistico multivariante de datos.

Entre las propiedades mas interesantes destacan:

e Densidad: depende de la concentracion de los sélidos grasos, la proporcion de
materia grasa, la cantidad de agua o la temperatura. Su valor medio a
temperatura ambiente se encuentra entre 1,03-1,033 g/|, siendo elevada en el
caso de leches enteras (1,035 g/l) desnatadas (1,029 g/I) y disminuyendo en el
caso de leches con excesivo contenido en agua.

e Viscosidad: variable que hace referencia a la resistencia que poseen las
moléculas del liquido a la deformacion vy fluidez. Este parametro disminuye al
aumentar la temperatura y aumenta si se trabaja a pH inferior a 6 o préoximo a
12, siendo mas viscosas las leches enteras, que las desnatadas y estas a su vez
gue el lactosuero [6].

e Calor especifico: este pardmetro indica las calorias necesarias para elevar en
un grado centigrado la temperatura de un gramo de leche [6]. Su valor es
ligeramente inferior al del agua y varia ligeramente de leches enteras a
desnatadas, no viéndose afectado en gran medida por la temperatura [4].

e Extracto seco: hace referencia a la materia seca; al conjunto de sustancias que
forman la leche a excepcion del agua y tiene un valor de 12,5 g por cada 100 g
en la leche bovina. Se obtiene de forma directa conocidas la materia grasa por
kg de leche (G) y la densidad a 20°C (D) a partir de las formulas:

ES%=1,2 G + l:llilﬂﬂiﬂ-l]

) +1,4

Ecuacion 1. Formula de Richmond.

ES%=1,2G + 2665 ?

Ecuacion 2. Formula de Fleischman.

11
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Punto de congelacidn y de ebullicién: son caracteristicas importantes porque
permiten detectar la adicion de agua en la leche y dependen del contenido en
lactosa y sales [6]. Sus valores, en torno a -0,55°Cy 100,15°C respectivamente,
permanecen constantes en la leche bovina [4].

Conductividad eléctrica: la presencia de electrolitos minerales en la leche
restringe el paso de la corriente. Su valor medio es 4510 Sm™ disminuyendo
con el contenido de agua en la leche y aumentando con la acidez [4].

Acidez y pH: el pH de la leche de vaca se situa entre 6,6-6,8 por la presencia de
caseina, sustancias minerales y las reacciones secundarias de los grupos
fosfato, siendo mas bajo en el calostro por su elevada proporcién en proteinas

[6].

Potencial oxido-reduccion (redox): mide las propiedades oxidantes (valores
positivos) o reductoras (valores negativos) de una disolucion en la corriente
eléctrica entre dos electrodos sumergidos.

El potencial en muestras de leche se debe en gran medida al contenido de:
oxigeno disuelto, sustancias reductoras naturales (xantana-oxidasa, acido
ascorbico), tratamientos térmicos y tecnoldgicos [6], la presencia de cobre o el
pH [4], adquiriendo normalmente un valor entre 0,2-0,3V [6].

Esta propiedad se ha descrito con mayor exactitud, en el estudio para cada
componente de la leche en el siguiente apartado.

Propiedades organolépticas: la leche presenta un olor caracteristico y sabor
ligeramente dulce debido a su contenido en lactosa. De aspecto blanco por la
dispersion de la luz de las micelas de fosforo, caseina y calcio, estd compuesta
por sustancias organicas que originan bandas de absorcién por debajo de la
zona ultravioleta (300 nm) y por encima de la region infrarroja (750 nm), siendo
su indice de refraccion medio 1,35 [4].

Los dos componentes que originan su color caracteristico son el caroteno que
colorea con una tonalidad amarillenta la materia grasa y la riboflavina presente
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en el lactosuero [6]. Si disminuye la proporcidon de caseina, como es el caso de
la leche desnatada, adquiere una tonalidad azulada-grisacea [4].

2.1.1.3. Composicion bioquimica de la leche

La leche es una mezcla acuosa compleja de materia grasa, glucidos, proteinas y otros
componentes minoritarios como minerales, enzimas y vitaminas presentes en el medio
en forma de emulsidn, dispersién o suspension [5].

A continuacion, se describen en profundidad cada uno de sus componentes:

e Agua:

Es el nutriente mayoritario y estd presente en torno a un 80-90% en la leche bovina
[6]. Su cantidad es regulada a partir del contenido en lactosa y sales disueltos en ella y
ejerce como enlace de compuestos no solubles. Este componente, se encuentra como:

-Agua libre: el agua aparece principalmente de esta forma, se volatiliza con
facilidad y es la responsable de la actividad del agua.

-Agua ligada o de absorcion: es la proporcién de agua que no se congela a -20°C,
su densidad es mayor que la del agua libre y no estd libre para actuar como
solvente de azlcares y sales. Estd asociada a las proteinas y su determinacién se
realiza mediante el analisis térmico-diferencial o por resonancia magnética
nuclear, proporcionando diferentes valores en funcion del método empleado [4].

e Lipidos y sustancias asociadas a la materia grasa
Los acidos grasos que forman los triglicéridos de la materia grasa se encuentran
dispersos en forma globular en la sangre, se originan a partir de la extraccién con

disolventes liposolubles, tras la ruptura de la emulsién y se distinguen tres tipos [4]:

1. Lipidos Polares: son fosfolipidos que constituyen el 1 % de los lipidos que estan
en forma ligada. Se encuentran junto a la membrana de los glébulos grasos.

13
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2. Lipidos Neutros: hacen referencia a la materia grasa en estado sélido a 20°C,

constituida por glicéridos que suponen el 80% de los lipidos totales.
3. Lipidos Insaponificables: son aquellos lipidos insolubles en agua, presentes en

la leche en una proporcion inferior a 1%.

La materia grasa es uno de los componentes mas inestables de la leche tanto en
propiedades como en composicidn. Se altera de manera mas gradual que la lactosa, sin
causar cambios en la estructura fisico-quimica, pero provocando un sabor poco
agradable [4].

Una de las propiedades mas interesantes de los lipidos, es su capacidad para oxidarse
(lipdlisis) [7] en la interfase grasa-agua. La oxidacidn de la materia grasa es un proceso
guimico que se lleva a cabo en dos fases, la oxidacidon inicial de los acidos grasos
insaturados de las lecitinas seguida de la oxidacién de los triglicéridos, en el que actuan
enzimas como las lipooxidasas y que provocan la aparicion de anomalias en la leche,
alterando el color, textura o sabor [8].

Estas reacciones en cadena dan lugar a dos fendmenos caracteristicos en la leche:

-El “sabor a cartén” en la leche desnatada, al incidir sobre ella la luz que provoca la
oxidacion de la materia grasa.

-El “sabor a pescado” caracteristico de la mantequilla y las leches en polvo, como
consecuencia de la alimentacién de rumiantes a base de productos con exceso de
remolacha [4].

La lipdlisis se ve limitada por factores como el ciclo de lactacidon (siendo mas sensible a
la oxidacidn al inicio), las condiciones ambientales (siendo mas susceptible a la
oxidacion en invierno por la baja proporcién de dacidos grasos insaturados) y la
alimentacion bovina. Otros aspectos que favorecen la oxidacién son la acidez, el efecto
de la luz solar o la presencia de metales pesados como cobre y hierro [4].

Ademas, la leche contiene elementos reductores que se oxidan con un potencial redox
bajo, por lo que estos agentes actuan como antioxidantes protectores de los alimentos
y que previenen su deterioro [8]. El reductor caracteristico de la leche es el acido
ascorbico, que protege a las grasas de la oxidacion.

14
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HO OH

Figura 1. Estructura quimica: Acido ascorbico.

Otro fendmeno importante en el tratamiento de la materia grasa de la leche es el
desnatado, que consiste en la separacion de los glébulos grasos de menor densidad
respecto del suero en el que estan en forma de emulsién, formandose la nata que
posteriormente se extrae tras el reposo durante cierto tiempo (desnatado
espontdneo) o por aplicacidon de fuerza mecénica (desnatado centrifugo) [4].

La proporcion de 4cidos grasos se determina a partir de métodos analiticos
convencionales como la cromatografia en fase gaseosa (método analitico mas
habitual), la espectrofotometria ultravioleta (permite determinar de forma cuantitativa
los iones metdlicos y compuestos orgdnicos presentes en una solucion), la
espectrofotometria infrarroja (método empleado para la discriminacion de los
isomeros CIS y TRANS en acidos insaturados) y la espectrofotometria de masa (para
estudiar la estructura de los polienos) [4].

e Glucidos (lactosa)

La leche estd compuesta por azucares o glucidos libres dializables (hexosas) y glucidos
combinados (glicoproteinas) no dializables. Se distinguen tres clases de gltcidos [4]:

1. Neutros: lactosa y polisacaridos. Pueden aparecer de forma libre o combinados.
2. Nitrogenados: glucosamina y galactosamina, van adheridos a glucidos neutros.
3. Acidos: siempre ligados a gltcidos neutros o nitrogenados.

La presencia de glucidos es relativamente baja en la leche, a excepcion de la lactosa,

cuya concentracion estd inversamente relacionada con la concentracion de lipidos y
caseina [9].

15
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La lactosa es un disacarido formado por un enlace glucosidico 1-4 [9] que se sintetiza
en las glandulas mamarias a partir de glucosa sanguinea y acidos grasos volatiles, y se
isomeriza en galactosa y glucosa, en una reaccion catalizada por la enzima lactosa-
sintetasa, mas conocida como lactasa [4].

CH,OH CH,OH

LACTOSA GALACTOSA
| GLUCOSA  OH

Figura 2. Sintesis de la lactosa.

Dicho glucido es el principal carbohidrato en la leche [9], un azucar energético, poco
soluble y con un leve sabor dulce. Ademds, es la Unica fuente de galactosa,
componente fundamental de los tejidos nerviosos. En la industria se obtiene por
cristalizacidon a temperaturas inferiores a 100°C [4].

Tiene un gran poder reductor, aunque menor que el de la glucosa. Este pardmetro se
determina por métodos colorimétricos (a partir de la degradacion de azucares por el
método Folin), por cromatografia en fase gaseosa o cromatografia HPLC [4].

La lactosa también puede reaccionar con las caseinas y las proteinas del suero de la
leche con amoniaco, aminas o aminoacidos a través de las reacciones complejas no
enzimaticas conocidas como “Pardeamiento Maillard”, que provoca el oscurecimiento
de los alimentos o compuestos volatiles y, por tanto, su pérdida de funcionalidad y
valor nutritivo [9].
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e Proteinas (caseina, albuminas y globulinas) y sustancias nitrogenadas

Las proteinas son el componente mas importante de la leche desde el punto de vista
nutricional [6] y se sintetizan en las glandulas mamarias a partir de los aminoacidos
libres, representando la parte mas compleja de la leche.

Una propiedad caracteristica de las proteinas es la desnaturalizacion, que consiste en
la modificacién sin ruptura de los enlaces covalentes que forman sus estructuras
secundaria y terciaria, seguida de un reagrupamiento que origina una nueva
conformacion [10].

Otro fendmeno caracteristico de las proteinas es la coagulacion [11]. Se produce en
dos fases: una reaccidn primaria enzimatica en la cual la quimiosina (enzima proteasa
contenida en el cuajo) ataca a la caseina y la solubiliza parcialmente, seguida de la
precipitacion completa de la caseina en presencia de calcio [4].

En funcion de su estructura, se distinguen tres grandes grupos de proteinas:

1. Caseina:

Es la proteina exclusiva de la leche y que contiene mayor fraccién nitrogenada (en
torno al 80% del total nitrogenado en la leche bovina). Estd formada por proteinas
fosforadas insolubles y precipita cuando se acidifica la leche por encima de pH 4,6 [4].

La caseina, proteina mayoritaria de la leche bovina, tiene mucha importancia en
investigacion principalmente por dos razones: por su facilidad de preparacién y por su
sencillez en la determinacién de su proporcién por medios analiticos [5].

Esta proteina se encuentra en forma micelar y se comporta como una sustancia
homogénea en medio liquido durante la electroforesis [12] (método industrial para
identificar y separar las proteinas que se basa en la movilidad bajo un campo eléctrico,
de las proteinas a través de una matriz porosa en funcién de su tamano y carga
eléctrica), a partir de la cual, se separan las fosfoproteinas de la leche bovina con
conformacion a, B (constituyen el 70% del conjunto) y k (constituye el 13%) que tienen
una estructura peptidica donde se fijan el fosfato de calcio y otros iones [13].
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H,N NH

NH

OH

Figura 3. Estructura quimica de la caseina.

2. Proteinas del lactosuero [4]:

Son proteinas solubles, no dializables que se insolubilizan con el calor. La albumina (de
bajo peso molecular) y la globulina (de elevado peso molecular y abundante en el
calostro) pertenecen a este grupo. Su gran valor nutritivo se debe al elevado contenido
en acidos sulfurados, lisina y triptéfano.

Las proteinas del lactosuero (lactalbiumina vy lactoglobulina), se desnaturalizan
facilmente con el calor, con el pH o con la polaridad del disolvente empleado
provocando la pérdida de solubilidad y actividad de manera irreversible; esta
caracteristica no afecta a la caseina.

3. Proteosas-peptonas [4]:

Son poco abundantes en la leche bovina y estdan formadas por glicoproteinas y
metaloproteinas encargadas del transporte de cobre y hierro presentes en el
organismo.

e Sales y minerales [4]:
Son componentes esenciales de la leche a pesar de encontrarse en proporciones entre

3-12 g/l, por la actividad bioldgica de algunas sales como el calcio, el potasio, los acidos
fosférico y citrico y el magnesio.
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Su composicion depende en gran medida de la alimentacidn, la raza (el contenido de
sales crece con el contenido proteico) o el ciclo de lactacion (con mayor proporcidn en
la fase final).

Entre los métodos industriales para determinar los minerales presentes en la leche,
destacan los métodos gravimétricos (por pesada de un compuesto insoluble),
volumétricos (valoraciones acido-base), fotométricos (para la determinacion de fésforo
y yodo), espectrométricos de emision y absorcion atomica (para la determinacion de
metales alcalinos y calcio) o los métodos electrométricos (utiles en la deteccién de
elementos minerales menos comunes).

El contenido de algunos minerales como el calcio, en mayor proporcién en la sangre, o
el fésforo, estd relacionado con el contenido de proteina y materia grasa y tiene
cardacter hereditario.

Cabe sefialar que los oligoelementos como (Fe, Pb, F, Zn, |, Cr, Cu, Se, Mn, Si, Br, As,
Cd, Hg o Mo) son fundamentales para el organismo por su valor nutritivo, pero pueden
volverse téxicos o incluso mortales a determinadas concentraciones, [4] por lo que se
hace necesario llevar a cabo un control rutinario en los laboratorios de los minerales
presentes en los alimentos.

e Enzimas y vitaminas

La leche contiene enzimas relacionadas con el grupo de proteinas no dializables de las
albiminas. Algunas de estas enzimas se encuentran junto a la membrana de los
glébulos grasos y otras en cambio, precipitan con la caseina [4].

Las enzimas tienen gran importancia en la leche bovina por su funcién bioquimica,
pese a no ser componentes mayoritarios. Para muchas de ellas no se conocen
sustratos ni medios sobre los que desarrollar su actividad, la cual esta directamente
relacionada con el pH y la temperatura [4].

En cuanto a su estabilidad térmica, las enzimas son sensibles a los cambios de
temperatura, alterando sus propiedades y disminuyendo su actividad catalitica cuando
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se emplean a temperaturas lejanas a su valor 6ptimo, por lo que su sensibilidad al
calor permite un mejor control del calentamiento a temperaturas elevadas donde se
producen la pasteurizacion y esterilizacion [14], procesos necesarios para garantizar la
seguridad del producto y ampliar su vida util.

En funcidn de su actividad, las enzimas se clasifican en oxidorreductasas, transferasas e
hidrolasas:

-Enzimas Oxidorreductasas

Son enzimas que catalizan la transferencia de electrones desde una molécula
donadora (agente reductor) a otra aceptora (agente oxidante) y tienen importancia
por su influencia en el sabor.

Entre ellas destacan la lactoperoxidasa [15] [16], primera enzima descubierta en la
leche bovina, que cataliza de forma indirecta la oxidacidn de tiocianato y nitritos a
compuestos toxicos y actia como mecanismo de defensa frente a la invasidon de
algunas bacterias lacticas, la xantina-oxidasa [17], una flavoproteina que cataliza la
oxidacién de la xantina a acido urico originando como producto secundario agua
oxigenada, e interviene provocando un sabor ligeramente oxidado, o la enzima
catalasa [18], encargada de descomponer el agua oxigenada y que es capaz de oxidar
los acidos grasos insaturados gracias a su actividad no-enzimatica.

Otras oxidorreductasas son la sulfhidriloxidasa [19] (enriquece el sabor de la leche
UHT) v la superoxido de dismutasa (reacciona con Zn o Cu catalizando la reaccion del
anién superdéxido) [4].

Para la elaboracidon de este trabajo, se han desarrollado biosensores basados en las
enzimas oxidorreductasas glucosa-oxidasa (GOD) y galactosa-oxidasa (GAQO) de las
cuales se habla con mas detalle en el apartado 2.1.2.1.1. “Biosensores enzimdticos”,
para la determinacion de sus azlcares correspondientes.
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-Enzimas transferasas

Son enzimas que catalizan la transferencia de al menos un grupo funcional y destacan
la ribonucleasa [4], que se encuentra en el lactosuero con una composicion de 25 mg/L
y es responsable de la hidrdlisis de los acidos ribonucleicos y la lactosa-sintetasa [7],
una glicosiltransferasa que cataliza la biosintesis de la lactosa.

-Enzimas hidrolasas

Son enzimas que aceleran la reaccién de una sustancia con moléculas de agua
provocando su ruptura y dando lugar a componentes mas sencillos.

Las enzimas caracteristicas son la lipoproteina lipasa [20], que hidroliza los glicéridos
insolubles a glicerol y acidos grasos, favorece el transporte de los acidos grasos y su
adhesién a los triglicéridos y es causante de la rancidez y la proteasa [21], que provoca
la hidrélisis de la caseina. Esta constituida por la proteasa alcalina (con un 80% de la
actividad total) y la proteasa acida.

Otras enzimas importantes en la leche bovina son la amilasa, que sacarifica el almidén
dando lugar a azlcares mas simples, y precipita con la caseina y la lisozima, que se
encuentra en el lactosuero provocando la hidrélisis del polisacarido de algunas
bacterias [4].

En cuanto a las vitaminas, son necesarias para el funcionamiento del organismo a
pesar de no ser capaz de sintetizarlas. La mayoria actlan como coenzimas y se pueden

distinguir dos tipos [4]:

e Vitaminas liposolubles: se encuentran Unicamente en la materia grasa, por lo

que en leches desnatadas y en el lactosuero no aparecen. Destacan el retinol
(A), el factor de retencion de calcio y fésforo (D) y los tocoferoles (E).

e Vitaminas hidrosolubles: estan disueltas en la fase acuosa, manifestandose en

la leche desnatada y en el lactosuero. Las vitaminas del grupo B, se encuentran
exclusivamente en los rumiantes pues provienen de la alimentacidén a base de
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forraje. Predominan la tiamina (B1), la riboflavina (B2), la piridoxina (B6), la
cobalamina (B12), el 4cido ascorbico (C) o la biotina (H).

2.1.1.4. Clasificacion de la leche

Existen multiples clasificaciones para los distintos tipos de leche, en funcién de su
aspecto bioldgico, composicion nutricional (contenido en grasas) y contenido en agua.

Atendiendo a su aspecto bioldgico y composicion, se distinguen dos tipos de leche que
dependen de la especie mamifera que la produce [4]:

-Leches caseinosas: caracteristica de los rumiantes (vaca, cabra, oveja, bufala o reno) y
con un contenido equilibrado de proteinas (mayor fraccion de caseina que de
albdminay globulina), grasa y lactosa.

-Leches albuminosas: representativo de la mujer y los équidos (yegua o burra), con
elevada proporcién en lactosa y con un contenido similar en caseina, albumina y
globulina, pero con escaso valor nutritivo.

Atendiendo al contenido nutricional, se pueden distinguir [22]:

-Leche Entera: contiene todos los nutrientes presentes en la leche.

-Leche Semidesnatada: con menor proporcidn de grasas y sustancias solubles en grasas
como vitaminas A, Dy E.

-Leche Desnatada: no tiene grasas ni nutrientes solubles en ella.

-Leche Modificada: aquella a la que se le adicionan grasas y aceites vegetales para
mejorar su perfil graso.

-Leche Enriquecida: con una adicion rica en nutrientes. Destacan las leches desnatadas
enriquecidas en vitaminas A, D y E, y las leches enriquecidas con calcio.

Otra clasificaciéon hace referencia a su contenido en agua, pues el estado fisico de la
leche depende de ese pardmetro, diferencidndose cuatro grupos [22]:

-Leche en polvo o deshidratada: se obtiene por evaporacion total, eliminando el agua y
la humedad.
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-Leche condensada: adquirida tras la evaporacién del agua y la posterior adicién de
sacarosa en alta proporcidn, para asegurar su conservacion, reduciendo las pérdidas
nutricionales.

-Leche evaporada o concentrada: obtenida al eliminar parte del agua de la leche
esterilizada por evaporacién al vacio.

Una ultima clasificacion discrimina la leche en funcién del sistema de higienizacién,
distinguiéndose [22]:

1. Pasteurizada o leche fresca: se obtiene calentando la leche a temperaturas en
torno a 702C, durante 15-20 segundos. Esta leche debe conservarse en frio.

2. Esterilizada: es obtenida al tratar la leche a 120°C durante 15— 20 segundos,

tras el tratamiento previo de preesterilizacion a 140 — 150°C entre 2 -5
segundos.
Ademads, se somete a un proceso de homogeneizacién que provoca mayor
pérdida de vitaminas que en la leche pasteurizada, pero que permite una
conservacion mas duradera. Una vez abierta, debe conservarse en frio y
consumirse antes de los tres dias.

3. Leche UHT: se obtiene sometiendo la leche a una temperatura entre 140- 150°C
durante 2-5 segundos. La principal ventaja de esta leche es la permanencia de
vitaminas tras el tratamiento térmico, aunque durante menor tiempo que en la
leche esterilizada. Una vez abierta, debe conservarse en frio y consumirse en
un plazo maximo de tres dias.

2.1.2. Sensores utilizados en el analisis de leche

Los sensores desempefian un papel fundamental en la actualidad mejorando la calidad
de vida, en la deteccién de enfermedades [23], en la monitorizacion ambiental, en el
descubrimiento de farmacos, en el tratamiento de aguas y efluentes [24], en la
industria textil [25] y en la industria alimentaria y bebidas para la deteccién y medida
de ciertas sustancias o aditivos a partir de las cuales poder reconocer olores o sabores
determinados llevando asi un control exhaustivo de la calidad y seguridad de los
productos.
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Un sensor es un dispositivo cuya funcidon es transformar informacion (sefales) de
caracter fisico, quimico o bioldgico en una sefial medible, generalmente eléctrica.
Consta de dos elementos bdsicos: un receptor [23] que interactla con el analito
(sustancia de interés a detectar) [26] y genera una sefial primaria que es enviada a un
transductor [23], dispositivo de medida que serda el encargado de traducir la
informacién que recibe de la sefial primaria y convertirla en una sefial secundaria
(generalmente Optica, eléctrica [26], térmica o electrénica [23]) proporcional al
numero de interacciones analito-receptor, procesable y, por tanto, medible. Este
proceso de conversion de energia se conoce como sefializacion [26].

La sefial obtenida por el transductor, frecuentemente es amplificada por su baja
intensidad y finalmente enviada a algun sistema de registro y monitorizacion de datos,
gue procese y/o presente la sefial de salida [24] en forma numérica, grafica, tabulada o

como imagen [26].

Procesador

Receptor
Transductor

Senal primaria o .
P Senal secundaria

Figura 4. Estructura de un sensor.

En funcion de la naturaleza de la sefial primaria, fruto de la interaccién analito-
receptor, los sensores pueden ser dpticos (si transforman una sefal éptica en una
sefal eléctrica), magnéticos (si transforma sefiales magnéticas), resistivos (si
transforman la variacién de la conductividad en una seial eléctrica), gravimétricos (si
transforman la variacion de masa en una seial eléctrica), térmicos (si transforman la
variacion de temperatura en una sefial eléctrica) o electroquimicos (si transforman una
senal electroquimica en una senal eléctrica).
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Los sensores electroquimicos, se clasifican en funcidon de la variable de medida en
sensores potenciométricos [27] cuyo pardmetro medido es la diferencia de potencial
entre dos electrodos, el de trabajo y el de referencia, sensores amperométricos [28]
[29][30][31][32], que miden la intensidad de corriente que penetra en el electrodo a
un potencial fijo y los sensores voltamétricos [33], que registran la intensidad de
corriente a través del electrodo al aplicar un potencial variable en el tiempo. Esta
intensidad se ve influenciada por la relacion de concentraciones entre reactivo y
producto al oxidarse/reducirse.

A lo largo de esta investigacion, se han empleado diferentes sensores electroquimicos
voltamperométricos por su versatilidad, estabilidad, simplicidad, selectividad,
sensibilidad y reproducibilidad [23], y porque son una alternativa econdmica, rapida
[34] y fiable [33] frente a las técnicas de andlisis convencionales. Ademas, la
introduccion de nuevos nanomateriales funcionales, técnicas de microfabricacién, y
tecnologias analiticas con propiedades unicas ofrecen una gran posibilidad para
aumentar sus capacidades electroanaliticas [35].

2.1.2.1. Desarrollo de sensores. Técnica Layer by Layer (LbL)

En la actualidad, la técnica Layer by Layer ha despertado atencion porque permite
formar peliculas delgadas nanoestructuradas, interesantes en biomedicina, medio
ambiente o alimentacion.

Este método utiliza diferentes materiales sensibles, como polimeros conductores,
membranas, nanoparticulas o enzimas para mejorar el rendimiento y las propiedades
de los sensores electroquimicos, consiguiendo mejorar las capacidades
electrocataliticas de los sustratos y aumentando su reproducibilidad y estabilidad [36],
siendo util en el desarrollo de sensores, en modificacién de superficies, en membranas
de separacion o dialisis, debido a su sencillez, versatilidad [37], robustez y por ser
econdmico [29].

El autoensamblado LbL se basa en la adsorcién alterna de iones de carga contraria,
(aniones y cationes), de forma secuencial con el fin de construir las peliculas delgadas
con multiples capas sobre el sustrato conductor [37].
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Este método presenta algunas ventajas frente a otras técnicas de preparacion de
biosensores como la pequeiia cantidad de materiales usados [28] y su eficiencia, ya
que la desnaturalizacion de proteinas se minimiza por la formacion de las peliculas en
condiciones suaves [38]. Ademas, su ilimitacion de sustratos hace factible utilizarlos
para revestir objetos y modificar las superficies de los sensores de cualquier forma y
tamafio, a partir de sustratos sencillos para obtener geometrias 3D [38].

Durante esta investigacion se ha trabajado con sensores basados en el sustrato
conductor de ITO (6xido de indio y estafio), cuya superficie se ha recubierto con
peliculas de diferentes materiales segln una secuencia de bicapas, en las que las
moléculas de signos contrarios se atraen entre si. Se combind una mezcla de chitosan,
poliaminosacarido natural biocompatible, y liquido idnico mezcla de aniones organicos
e inorgdnicos, (con carga positiva) y ftalocianina de cobre tetrasulfonada, colorante
semiconductor, fotoconductor y con actividad quimica, (con carga negativa) siguiendo
la secuencia (CHI+LI/CuPc®®*) por fuerzas de tipo electrostaticas para la deteccién de
compuestos electroactivos que pueden ser catalizados por algunas enzimas
oxidorreductasas, que combinadas con algunos mediadores electrénicos idoneos son
capaces de mejorar la transferencia electrénica.

CH;OH CH20OH CH20H
o} (0] (e}
(o]
OH O f\ oH O f\ oH
NH; NH2 NH;

Figura 5. Chitosdn (CHI).

AN~ -BF¢

Figura 6. 1-Butyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborato (Ll).

26



CAPITULO II:
Desarrollo del TFG

2.1 Fundamento teorico EoUeL A DE BRI
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

SO,

Figura 7. Ftalocianina de cobre tetrasulfonada (CuPC>°%).

2.1.2.1.1. Biosensores enzimaticos

Segun la OMS algunas enfermedades como la diabetes se duplicard en el afio 2030, por
lo que es urgente realizar una fuerte inversién en la investigacion para la deteccién y
medida de glucosa [29] y otros azlcares en alimentos y medicamentos.

La galactosa esta presente normalmente en una concentracion maxima de 0,28 mM en
el cuerpo humano. La ausencia de alguna de las enzimas involucradas en el mecanismo
de la galactosa o su nivel elevado (> 1.1 mM) en neonatos, se puede convertir en
galactosemia (enfermedad metabdlica basada en la incapacidad para degradar la
galactosa), por lo que se hace necesario desarrollar métodos eficientes y convenientes
para medir y controlar el nivel de galactosa en el cuerpo humano [39] [40] con
importancia en campos como la medicina, fermentacidn, nutricion humana [41] o en
nuestro caso en particular, en la leche a ingestar.

Hasta ahora, estos azucares se determinaban mediante técnicas convencionales como
la cromatografia liquida de alta resolucién o cromatografia gaseosa combinadas con
espectrometria de masas (HPLC-MS y GC-MS respectivamente), determinaciones
colorimétricas, potenciométricas, quimiométricas [33], analisis gravimétrico y
polarimetria [34] entre otras. Sin embargo, estos métodos requieren tiempo [34],
grandes inversiones y operarios cualificados, por lo que los biosensores son una
alternativa econdmica, rapida [34], fiable [33] y la herramienta de trabajo en este
proyecto.
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Los biosensores son sensores quimicos que contienen agentes bioldgicos, en este caso
enzimas, con los que se consigue una buena especificidad funcional enzima-sustrato,
con elevada sensibilidad de la reaccion bioldgica, estabilidad de la enzima atrapada
[36] y selectividad [33]. El material bioldgico que lo compone interactia con el analito,
asociado a un transductor que procesa esa sefial bioquimica y la convierte en una
senal eléctrica y medible [36].

Estos biosensores enzimaticos pueden ser de primera generacion si se basan en la
deteccién del producto H,O0, o en la disminucidon de la concentracion de O,, de
segunda generacion si utilizan mediadores artificiales redox para reemplazar el O,y de
tercera generacion donde la enzima esta inmovilizada en un polimero redox con una
via conductora para los electrones oxidados/reducidos en la reaccion enzimatica,
sistema que se conoce como “wired” [24].

La enzima GOD (B-D-glucosa: oxigeno 1-oxidorreductasa [4]), es una flavoproteina [42],
gue se obtiene a partir de hongos, en especial de Aspergillus niger [24] y Penicillium
notatum [42], cataliza la oxidacién de B-D- glucosa a acido glucénico, usando oxigeno
molecular como un aceptor de electrones y produciendo a su vez perdxido de
hidrégeno que se descompone por la catalasa (CAT) produciendo agua y oxigeno [25]
siguiendo el siguiente esquema de reaccion:

COOH + H,0,

B-D-Glucosa

Acido glucdnico

.’//_“_\‘u
| |

GOD-FADH, GOD-FAD
{

N /’T

0; H:0;

Figura 8. Mecanismo de reaccion de la enzima glucosa-oxidasa (GOD).

28



CAPITULO II:
Desarrollo del TFG

2.1 Fundamento teorico EoUeL A DE BRI
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

Su masa molecular se encuentra entre 130-175 kDa [29]. La enzima GOD se caracteriza
por su elevada especifidad para el andmero B-D-glucosa, frente al andmero a que no
es un sustrato adecuado [25] porque la glucosa-oxidasa cataliza la oxidacién de D-
glucosa a acido glucdnico, pero no oxida L-glucosa y la velocidad de oxidacién del
anomero D-glucosa es 157 mayor que la de oxidacién de a-L-glucosa [43].

La actividad de la enzima depende del estado de ionizacion de los aminoacidos en el
sitio activo, por lo que el pH tiene un papel vital en el mantenimiento de la
conformacion adecuada de una enzima [25], tiene su punto isoeléctrico a pH entre
4,2-4,5 y su actividad éptima se da a pH entre 3,5-6,5. Algunos compuestos como p-
cloromecuribenzoato, , hidroxilamina, Ag *, hidrazina, fenilhidrazina, Hg 2+, dimedona,
Cu?, y bisulfato de sodio actian como inhibidores de esta enzima.

La enzima GAO por otro lado, es otra enzima oxidorreductasa [4], de gran interés en
los lacteos; una metaloenzima que tiene un atomo de cobre [39] y que proviene de los
hongos Polyporus circinatus [44] y del Dactylium dendroides [39]. La presencia de
cobre le proporciona algunas funciones fisiolégicas como el transporte de oxigeno, el
almacenamiento de cobre, la liberacion de electrones o actuando como agente
oxidante en algunos alimentos [39][45].

Tyr 495

Tyr 272

His 581 -
Trp 290
\ he

His 495 / 0/

Cys 228

N
H

Figura 9. Estructura quimica del centro activo de la enzima galactosa-oxidasa (GAO).

GAO es capaz de oxidar la galactosa a dihidroxiacetona de forma eficiente [39]. Es
responsable de la oxidacién de la D-galactosa dando el aldehido correspondiente (D-
galactohexodialdosa) acompafiado de la reduccién de O, a H,0, [44] como se muestra
a continuacion:
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Figura 10. Mecanismo de reaccion de la enzima galactosa-oxidasa (GAO).

GAO consiste en un polipéptido con masa molecular de 68,5 kDa (639 aminodcidos)
que se emplea en la preparacién de biosensores por su buena estabilidad,
reproducibilidad y capacidad anti-interferencia [39]. Su pH dptimo tiene valor 7. Su
actividad enzimatica es inhibida de manera instantanea con dietilditiocarbamato y de
forma mas lenta por el anién cianuro, con aminas o con algunos carboxilatos [44].

2.1.2.1.1.1. Inmovilizacion de enzimas

El empleo de enzimas no se ha generalizado en los procesos quimicos industriales
porque no son reutilizables ni estables en las condiciones de trabajo, pero con su
inmovilizacion se pueden solventar estos inconvenientes, permitiendo que el proceso
biotecnoldgico sea econdmicamente rentable y los sensores sean estables [29].

Las enzimas se unen covalentemente al soporte a través de los grupos funcionales
enzimaticos [25], sin embargo, la inmovilizacién de enzimas conduce a una pérdida de
actividad y a la heterogeneidad del sistema soporte-enzima [29] debido al bloqueo del
sitio activo o por cambios en la geometria de la enzima al final del procedimiento de
acoplamiento [25].
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Con la adicién de un sustrato o un inhibidor competitivo a la mezcla de acoplamiento,
que protege el sitio activo de la enzima contra la pérdida de actividad [25], se consigue
una correcta inmovilizacidon de la enzima y la conservacion de la actividad biocatalitica
en el reconocimiento especifico de los elementos durante la transferencia de
electrones del proceso redox que envuelve al analito [29].

Una combinacién de la enzima inmovilizada tratada con métodos electroquimicos
proporciona una técnica rapida y fiable para estudiar la cinética de reaccion catalizada
por las enzimas y determinar la concentracion de sustrato [39].

Entre los métodos de inmovilizacion de enzimas se distinguen dos grandes grupos [46]:

e Retencion fisica o atrapamiento:

Se trata de un método sencillo basado en la localizacién de la enzima dentro de una
matriz polimérica o membrana evitando la liberacidn de proteina y permitiendo la
penetracién de substrato. Requiere poca cantidad de enzima y la estructura no se ve
alterada.

Se emplean para atrapamientos en matrices (geles o polimeros y micelas) y en
membranas (fibras), siendo estas Ultimas las mas resistentes.

e Retencion quimica:

1. Unidn a soportes:

Es el método de inmovilizacion mas utilizado para unir una enzima a un soporte.

Pueden ser soportes organicos (polimeros naturales como polisacaridos y proteinas
fibrosas o polimeros sintéticos como los polimeros acrilicos y poliamidas) o inorganicos
(naturales o materiales manufacturados).

Esta unién puede llevarse a cabo mediante:

-Unidén covalente: basada en la activacion de grupos idnicos, metalicos o
covalentes del soporte que reaccionan con los grupos nucledfilos de las
proteinas.
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Su manipulacién es sencilla, y su resistencia a la desactivacion por el efecto de
la temperatura o el pH es elevada, aunque requiere la presencia de un inhibidor
para bloquear el centro activo.

-Adsorcion: para enlaces no covalentes si la enzima se une por interacciones
débiles como fuerzas de van der Waals o por puentes de hidrégeno.

Su preparacion es sencilla y de bajo coste, pero presenta una unién débil con el
soporte. Se deben controlar el pH del medio, la fuerza idnica y el diametro del
poro.

-Reticulado, entrecruzamiento o  cross-linking: emplea reactivos
multifuncionales que originan uniones intermoleculares irreversibles entre los
grupos funcionales moleculares presentes en la enzima, provocando
entrecruzamientos tridimensionales.

Es un método sencillo con elevada reproducibilidad, estabilidad y resistencia a
condiciones extremas de pH y temperatura.

En este proyecto se inmovilizaron las enzimas GOD y GAO a partir de la retencién
guimica mediante cross-linking con vapores de glutaraldheido, por su elevada
reproducibilidad y estabilidad a pesar de la disminucién de la actividad catalitica como
consecuencia de su inmovilizacidn [25].

2.1.2.1.2. Sistema multisensor: lengua electrénica

El aumento de exigencias en algunos pardmetros como la calidad e inocuidad de los
alimentos, asi como la necesidad de mantener la uniformidad, garantizar la frescura y
evitar alteraciones en los productos lacteos, ha dado como resultado la aparicidn de
nuevas técnicas para su control mas exhaustivo. Sin embargo, estas técnicas requieren
equipos sofisticados y personal cualificado. Debido a estas limitaciones, se han
desarrollado métodos alternativos basados en sistemas multisensoriales, como las
lenguas electrdnicas, que imitan el funcionamiento del sistema gustativo humano [47].

Las lenguas electrdnicas, sistemas de deteccion artificial, son capaces de determinar la
composicion cuantitativa y reconocer (identificar, clasificar y discriminar) los

32



CAPITULO II:
Desarrollo del TFG

2.1 Fundamento teorico EoUeL A DE BRI
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

diferentes matices en los sabores de los alimentos, a través del analisis electroquimico
de las muestras de interés, ofreciendo informaciéon caracteristica que se utiliza para
obtener una percepcién global de las propiedades gustativas del producto [47].

Estas medidas electroquimicas realizadas con lenguas electrénicas generan un amplio
volumen de datos; que se tratan mediante técnicas quimiométricas (transforman
sefiales analiticas y datos mds o menos complejos en informacion mediante métodos
matemadticos y estadisticos) como el Andlisis de Componentes Principales (PCA) y la
Regresion por Minimos Cuadrados Parciales (PLS) [47] y se emplean para discriminar
muestras y establecer correlaciones entre las medidas experimentales y los analisis
guimicos.

En este proyecto se construyd una lengua electrdnica a partir de la red de sensores
formados por las  secuencias CHI+IL/CuPc>®, CHI+IL/CuPc*®/GOD y
CHI+IL/CuPc*?®/GAO para discriminar entre diferentes variedades de leche enteras con
lactosa (CLU y PENA) y semidesnatadas sin lactosa (COVA y PONFE).

2.1.2.2. Caracterizacion de sensores

La caracterizacion de sensores es una herramienta fundamental para estudiar la
influencia de las capas nanoestructuradas sobre las que se depositd la enzima en el
electrodo, asi como su funcionalidad [20]. Las técnicas mas habituales en nuestro
laboratorio son la Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) o la
Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis).

2.1.2.2.1. Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier (FTIR)

La regién del infrarrojo comprende la radiacién con longitudes de onda entre 0,78 y
1000 um [48] distinguiéndose tres regiones caracteristicas, infrarrojo lejano (entre 50 y
1000 pum), medio (de 2,5 a 50 um) y cercano (entre 0,78 y 2,5 um). Este parametro
depende de la identidad de los atomos de la molécula, la estructura molecular y el
enlace entre atomos [49] y, por tanto, condiciona el espectro final obtenido.
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Esta técnica se basa en el estudio de las vibraciones caracteristicas de los enlaces
moleculares [49] y genera sefiales (espectros) que representan la “huella” molecular
de la muestra en funcion de la relacion de radiacion absorbida/atravesada del haz de
luz que incide sobre la muestra de interés. Se puede medir sobre un cristal de
diamante, ZnS o ZnSe entre otros.

Este método tiene las ventajas de no ser destructivo, ser selectivo, la sencilla
preparacion de muestras para analizar y la rapidez del procedimiento, su accesibilidad,
pero también presenta las desventajas de que sus mediciones se ven influencias por la
presencia de agua, incrementando su sensibilidad.

Sus aplicaciones difieren en funcién de la regidn espectral de trabajo, permitiendo en
nuestro caso, caracterizar las peliculas sensibles.

2.1.2.2.2. Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Visible)

La espectroscopia de absorcidén de la radiacion electromagnética que comprende una
region de longitudes de onda entre 160 y 780 nm recibe el nombre de espectroscopia
UV-Vis [48].

Este método se basa en la absorcién de un haz de radiacion monocromatica
ultravioleta y visible cuando atraviesa el analito presente en una disolucion, originando
la absorcién de fotones por parte de los electrones de la molécula, que provocan su
paso a niveles excitados de mayor energia que elimina su exceso de energia en forma
de calor [48].

Sus parametros caracteristicos son la transmitancia (fraccién de radiacion incidente
gue atraviesa la muestra) y la absorbancia (fraccion de radiacion incidente absorbida
por el analito) y la concentracion de analito absorbente de interés esta relacionada
linealmente con la absorbancia segun la Ley de Beer-Lamber [48]:

Fo ..
4= —10gT=lch=EI:-C

Ecuacion 3. Ecuacion de Beer-Lamber.
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Donde:

A: Absorbancia.

T: Transmitancia.

Po: Potencia del haz incidente.
P: Potencia del haz en la salida.
€: Absortividad molar.

b: Camino dptico

Es una de las técnicas de analisis cuantitativo mas comunes empleada para la
identificacidon y determinacion de multiples especies inorganicas y organicas por su
gran aplicabilidad, sensibilidad y selectividad caracteristicas, asi como buena precision,
pero sus aplicaciones estan limitadas porque no proporciona informacion totalmente
fiable para un Unico compuesto organico pese a su capacidad para detectar ciertos
grupos funcionales cromoforos [48].

Para llevar a cabo la espectroscopia UV-visible se suelen utilizar celdas o cubetas que
colocan la muestra en el haz del espectrdmetro. Estos recipientes utilizados para
depositar las muestras deben ser de un material que permita el paso de radiacion de la
region espectral de interés, empleandose cuarzo o silice fundida en la regién
ultravioleta y plastico o vidrio para longitudes de onda visibles [49].

2.1.2.3. Electroquimica

La quimica electroanalitica engloba el conjunto de métodos analiticos cuantitativos
basados en las propiedades eléctricas del analito en una disoluciéon [48], segun la
ecuacidn de Nerst [49], cuando forma parte de una celda electroquimica:
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E=E" —Eln}f
n'F

Ecuacion 4. Ecuacion de Nerst.
Donde:
E: Potencial electroquimico.

E%: Potencial estandar. Potencial electroquimico cuando tanto productos como
reactivos se encuentran en condiciones estandar.

R: Constante de los gases ideales.

T: Temperatura.

n: Numero de electrones transferidos por cada mol en la reaccion.
F: Constante de Faraday.

K: Constante de equilibrio termodinamica.

Los métodos electroquimicos son Utiles para el control continuo de un proceso,
proporcionando medidas especificas para un determinado estado de oxidacién y
aportando ademas informacién sobre la concentracién de las especies Requiere
instrumentacién sencilla y econdmica [48] aunque presentan el gran inconveniente de
poseer muchas interferencias que afectan a la medida.

Las reacciones electroquimicas de oxidacién y reduccién que sufre el analito bajo la
accion de una fuente eléctrica, se conocen como reacciones redox y tienen lugar en
una celda electroquimica donde se aplica un potencial o corriente eléctrica cuya
variacion es lineal con el tiempo, entre un electrodo de trabajo y otro de referencia.

Una celda electroquimica esta formada por dos electrodos (electrodo de trabajo y otro
de referencia) o de tres electrodos (si ademas incluye un electrodo auxiliar), que se
encuentran inmersos en la disolucién electrolitica, conectados externamente a un
potenciostato, en la que tiene lugar la reaccién de transferencia de electrones entre
los electrodos [48], siendo mas habituales los sistemas de tres electrodos por su
capacidad de correccion de la caida de resistencia eléctrica derivada del montaje de la
célula. Los instrumentos necesarios para la obtencion de medidas potenciométricas
gue componen una celda electroquimica son:
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Electrodo indicador o de trabajo (ET): sobre el cual se aplica un potencial o intensidad

de corriente variable.

Electrodo auxiliar o contraelectrodo (EA): hace referencia al electrodo por el que

circula toda la corriente eléctrica necesaria para equilibrar el flujo de corriente
presente en el electrodo de trabajo, es decir, su cometido consiste en cerrar el circuito
de la celda electroquimica y suele ser un electrodo de platino [48].

Electrodo de referencia (ER): mide el potencial del electrodo de trabajo, siendo el valor

gue se le aplica constante durante la medida. El electrodo de referencia por excelencia
es el de hidrégeno (SHE), pero su preparacion y control de la actividad de los reactivos
son complicadas por lo que no son muy utilizados en la practica [48]. En cambio, los
mas habituales por su facil uso, preparacion y robustez [48] son electrodos de
calomelanos (ECS) o electrodos de plata-cloruro de plata (Ag/AgCl).

El mas comun, el electrodo de plata-cloruro de plata, estd formado por un hilo de plata
sumergido en una disolucion de cloruro de potasio y saturada con cloruro de plata
[48],y aunque es estable a los cambios de temperatura, presenta el inconveniente de
gue es muy sensible a la luz [49].

Potenciostato

E. Referencia

E. Trabajo Contraelectrodo

Figura 11. Célula electroquimica de tres electrodos.

En funcién de la variable de medida en el proceso electroquimico (potencial,
intensidad de corriente, carga y tiempo), se distinguen los métodos potenciométricos,
gue miden
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el potencial, los métodos conductimétricos, que determinan la conductancia (inversa
de la resistencia) siguiendo la ley de Ohm, los métodos culombimétricos, que
relacionan los moles oxidados/reducidos del analito con su carga, los métodos
electrogravimétricos, responsables de la cuantificacion en la variacion de masa y los
métodos voltamperimétricos, que combinan la medida de intensidad y potencial de
manera simultanea en el tiempo. Con estos métodos se observan los cambios de
intensidad en el tiempo con funcidn del potencial aplicado en la célula electroquimica
[49].

A continuacidn, se describen las técnicas de interés empleadas en este trabajo de
investigacion [48]:

2.1.2.3.1. Voltamperometria

La voltamperometria se basa en la medida de la intensidad de corriente que tiene
lugar en una célula electroquimica en funcidn del potencial aplicado, en condiciones
que favorecen la polarizacion del electrodo de trabajo [48].

Esta técnica es muy utilizada en el estudio bdsico de procesos de oxidacidn y reduccién
en diferentes medios, procesos de absorcidon sobre superficies y mecanismos de
transferencia de electrones en superficies de electrodos quimicamente modificados
[48].

En funcion de la relacién voltaje-tiempo (sefial de excitacién), que provoca una
respuesta de intensidad de corriente y origina un voltamograma caracteristico, se
distinguen la voltamperometria de barrido lineal (cuando el potencial cambia
linealmente en el electrodo de trabajo), la voltamperometria de impulso diferencial (en
la cual la sefal de barrido varia en forma de escalones y la amplitud se conserva
constante), la voltamperometria de onda cuadrada (si sobre el electrodo de trabajo se
aplica un potencial constante en el tiempo) y la voltametria cicilica, la cual se detalla a
continuacion [48].
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2.1.2.3.1.1. Voltametria Ciclica

Es un método electroquimico donde la variacion de corriente en el electrodo de
trabajo esta provocada por una senal de potencial de forma triangular [48].

Esta técnica ha sido empleada en este trabajo de investigacion, por su rapidez en el
estudio del comportamiento redox de los analitos de interés, con los limites fijados por
la electrdlisis del disolvente y la descomposicion del electrodo [49].

Oxidacion

Reduccion

Corriente (A)

Epc

Potencial (V)

Figura 12. \Voltamograma ciclico curva intensidad-voltaje de la especie de interés.

Los parametros de interés en un voltamograma son el potencial de pico catddico Ep, el
potencial de pico anddico E,, la intensidad de corriente del pico catoddico iy y la
intensidad de corriente del pico anddico i,, como se muestran en la figura 12.

El barrido ciclico de un voltamograma comienza a un cierto potencial (normalmente
cero) y se dirige a potenciales mas positivos (barrido positivo) provocando la oxidacién
del analito y alcanzando el pico anddico Ep,, después, el barrido se invierte (barrido
negativo) produciéndose un pico catddico E,. que se origina por la reduccién de la
especie oxidada. La magnitud de la intensidad de los picos esta directamente
relacionada con la concentracion de las especies electroactivas presentes [49]. La
existencia de mas de un pico en alguna de las zonas es indicativa de la presencia de
compuestos intermedios capaces de oxidarse y reducirse [48].
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Para una reaccion reversible, las corrientes de pico catddica y anddica tienen el mismo
valor con sentidos contrarios (las concentraciones de las distintas especies en la
superficie del electrodo cumplen la ley de Nernst) y la diferencia entre los potenciales
de pico es 0,0592/n siendo n el nimero de electrones en juego en la reaccion, [48]
mientras que si la reaccion es irreversible, el potencial de pico es funcién de la
velocidad de barrido y los picos se encuentran mas separados [49]. A partir de la
ecuacion de Randles-Sevcik se obtiene informacidn cuantitativa sobre la concentracion
y el coeficiente de difusion del analito:

Sistema reversible (a 252C):

i, = (2,69 -14:-5}-:u°35 ‘A CDv

Ecuacion 5. Ecuacion de Randles-Sevcik para procesos reversibles.
Donde:
i,: Intensidad de corriente del pico.
n: Numero de electrones transferidos entre los electrodos.
A: Area superficial del electrodo.
C: Concentracion del analito.
D: Coeficiente de difusion.

v: Velocidad de barrido.

 Epa+E,.

ED
2

Ecuacion 6. Potencial de un proceso reversible.

Sistema irreversible (a 25°C):

I = (2,9910°)n "ACvaD v
Ecuacion 7. Ecuacion de Randles-Sevcik para procesos irreversibles.

Donde « es el coeficiente de transferencia.
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E,=E°— —[0,78 —1 +1 1/2
P anF | gz T I )

Ecuacion 8. Potencial de un proceso irreversible.

La principal aplicacion de la voltametria ciclica es su uso en estudios para obtener
informacién cualitativa de las velocidades y mecanismos de reaccién de los procesos
redox y para sistemas organicos y organometalicos [48].

2.1.2.3.1.2. Cronoamperometria

La cronoamperometria se basa en la aplicacién de pulsos de potencial sobre el
electrodo de trabajo, suficiente para que tenga lugar la reaccidn electroquimica,
desde un valor en donde no ocurre ninguna interaccién hasta un potencial en donde la
concentracion superficial de los analitos electroactivos es nulo [50] y asi evaluar la
corriente que circula por el electrodo frente al tiempo [49].

Si se representa la intensidad de corriente frente al tiempo para una solucién sin
agitacién y un electrodo de trabajo plano y estacionario,[49] en la zona de potenciales
dominados por el término difusivo, la representacion de la curva corriente frente al
tiempo evidencia la variacion del gradiente de concentracién en la superficie, y por
tanto, la caida de corriente con el tiempo dada por la ecuacion de Cottrell [51]:

_ nFACD

Ecuacion 9. Ecuacion Cottrell.

Esta técnica se emplea con frecuencia en la determinacién de coeficientes de difusién,
parametros cinéticos, limites de deteccion y mecanismos [51] a partir de la pendiente
de la curva corriente-tiempo, como se muestra en la siguiente ecuacioén:

Y=+

Ecuacion 10. Recta de calibracion de un instrumento.
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Donde m es la pendiente de la recta, que corresponde a la sensibilidad analitica y
representa la concentracion del analito presente en la disolucion.

El limite de deteccion, segun la Sociedad Quimica Americana se define como “la
concentracion mas baja de analito que el proceso analitico puede detectar de forma
fiable” y es una aproximacion estadistica que depende de los efectos de fondo, la
sensibilidad del instrumento al analito y la relaciéon sefal-ruido (S/R), y tiene la forma:

Ecuacion 11. Limite de deteccion.

Donde o es la desviacidn estandar de las medidas del blanco [49].

2.1.3. Tratamiento estadistico de datos multivariante

2.1.3.1. Andlisis de Componentes Principales (PCA)

El Andlisis de Componentes Principales (PCA), que fue desarrollado a finales del siglo
XIX, es una técnica estadistica descriptiva de sintesis de la informacién, o reduccién del
numero de variables, evitando en la medida de lo posible la pérdida de informacidn,
donde los componentes principales o factores resultantes son una combinacién lineal
de las variables iniciales e independientes entre si.

Este proceso se realiza en cinco etapas, una fase inicial, que consiste en el andlisis de la
matriz de correlaciones entre las variables, una segunda fase, en la que se seleccionan
los factores, de tal forma que las nuevas variables son combinaciones lineales de las
anteriores y se van creando en orden decreciente de variabilidad de la muestra, un
tercer paso, basado en el andlisis de la matriz factorial, donde se representan los
componentes principales en forma de matriz, una posterior interpretacion de los
factores, que deben estar en torno a la unidad y un cdlculo final de las puntuaciones
factoriales, que permitiran la representacion grafica [52].
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2.1.3.2. Regresion por Minimos Cuadrados Parciales (PLS-1)

La regresidon por minimos cuadrados parciales (PLS) se usa para extraer los factores,
recogiendo la variacion de los factores reales de forma que se cree un modelo
predictivo que se utilice para modelar las variables respuesta de la mejor manera
posible. Se denomina regresion (PLS-1) cuando se estudia una sola variable con X
variables explicativas.

El modelo predictivo creado es el encargado de correlacionar las rectas de calibracion,
gue sirve para ajustar el modelo a los datos medidos y la recta de validacion, que
ajusta el modelo para los nuevos datos (variables respuesta).
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2.2. Reactivos, materiales y equipos empleados

2.2.1. Reactivos y materiales

-Acido acético (CH;COOH, pureza>99,7%, Panreac).

-Agua desionizada Milli-Q de conductividad 18,2 MQcm.

- Alpha-D (+)-Glucosa (C¢H1,06, pureza>99%, Sigma-Aldrich).
-Celda electroquimica (50 mL, Princeton Applied Research).
-Chitosan, CHI (CsgH103Ng03g, Sigma-Aldrich).

-Contraelectrodo: placa de Platino.

-D (+) Galactosa (C¢H1,06, pureza>99%, Amresco).
-Dihidrogenofosfato sddico (NaH,PO4, pureza>99%, Sigma-Aldrich).

-Enzima glucosa-oxidasa GOD (obtenida de Aspergillus niger, 168400 u/g sélido, Sigma-
Aldrich).

-Enzima galactosa-oxidasa GAO (obtenida de Dactylium dendroides, 3685 u/g sélido,
Sigma-Aldrich).

-Electrodo de referencia (Ag/AgCl, Nesslab).

-Ferricianuro de potasio (1) (K5 [Fe(CN)g], pureza 99%, Sigma-Aldrich).
-Ferrocianuro de potasio (Il) (K4 [Fe(CN)e] 3°H,0, pureza 99,99%, Sigma-Aldrich).
-Ftalocianina de cobre tetrasulfonada (CuPc>°%, Sigma-Aldrich).

-Glutaraldehido (CsHgO,, 50% en disolucién acuosa, Alta Aesar).
-Hidrogenofosfato sédico (Na;HPO,4, pureza>99%, Sigma-Aldrich).

-Liquido iénico, LI (1-Butyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate, pureza 98%, Sigma-
Aldrich).
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-Muestras de leche:

0 2 variedades de leche entera con lactosa (CLU y PENA).
0 2 variedades de eche semidesnatada sin lactosa (COVA y PONFE).

-Sustrato de ITO (Oxido de estafio e indio).
-Sustrato de cuarzo.

-Sustrato de sulfuro de zinc (Cleartran ZnS, Disc. 32 x 2mm, Spectra-Tech Inc).

2.2.2. Equipos

-Espectrofotdmetro modelo FT/IR 6600 (Jasco Corporation, Japdn).

-Espectrofotémetro Ultravioleta-Visible modelo UV-2600 (Shimadzu Corporation,
Japon).

-ND-R 11/2 Rotary Dip Coater (Nadetech Innovations, Espafia).
-pHmetro (Crison, Espafia).
-Potenciostato/Galvanostato modelo PARSTAT 2273 (Princeton Applied Research).

-Ultrasonidos Vortex 3 (IKA, USA).
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2.3. Desarrollo experimental

2.3.1. Acondicionamiento del sensor electroquimico

2.3.1.1. Preparacion de disoluciones

Se han empleado las siguientes disoluciones para la formacion de bicapas depositadas
electrostaticamente sobre el electrodo de vidrio que contiene una cara conductora
compuesta por un sustrato de ITO:

e Chitosdn (CHI):

Se disolvieron 0,05 mg de CHI en un matraz aforado de 25 mL con CH;COOH 0,03 %v/v,
resultando una disolucién con una concentracion 2 mM.

e Acido acético 0,03 %v/v (CH;COOH):

Se preparo una disolucién madre de CH3COOH 3 %v/v a partir de 1,5 mL de CH3COOH
puro en un matraz aforado de 50 mL utilizando agua desionizada Milli-Q.

A continuacién, se extrajeron 5 mL de esta disolucién y se diluyeron en un matraz de
50 mL con agua desionizada Milli-Q obteniéndose una disolucion de CH3COOH de
concentracion 0,03 %v/v.

e [liquido iénico (Ll):

Se obtuvo una disolucién de LI 2 mM a partir de 40 uL de LI enrasados con agua
desionizada Milli-Q en un matraz aforado de 100 mL.

e Ftalocianina de cobre tetrasulfonada (CuPc>°%):

Inicialmente se prepard una disolucién madre de concentracién 2,5'10™“M disolviendo
6,25 mg de CuPc®® en un matraz de 25 mL con agua desionizada Milli-Q.
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Se tomaron 5 mL de la disolucién madre y se enrasaron en un matraz de 25 mL con
agua desionizada Milli-Q, resultando una disolucién de concentracién 5°10°M.

e Glutaraldehido 2,5% w/w (CsHsO,):

Los vapores de glutaraldehido se emplearon para inmovilizar las enzimas mediante
“cross-linking” a través de la exposicion de los sensores a dichos vapores tras la
deposicion electrostatica de bicapas.

Esta disolucidn se prepard adicionando 9 mL de glutaraldehido comercial diluido al
50% en un matraz de 200 mL de H2PO4'/HPO42‘ a pH 7 y alicuotando esta disolucion
final en frascos de pequefias cantidades.

A continuacion, se comentan las disoluciones que se emplearon en el analisis
electroquimico mediante voltametria ciclica y cronoamperometria para detectar los
polisacaridos de interés:

e Disoluciones tampdn fosfato (H,PO4 / HPOf_’l:

La disolucion amortiguadora de concentracién 0,01M y pH 7, se obtuvo disolviendo
0,7318 g de NaH,PO4 y 0,5393 g de Na,HPO4 en un matraz de 1000 mL con agua
desionizada Mili-Q, mientras que la disolucion tampén de concentracién 0,01M a pH
5,6 se prepard a partir de 1,18 g de NaH,PO, y 0,028 g de Na,HPO, disueltos en un
matraz aforado de 1000 mL con agua desionizada Mili-Q.

Estas disoluciones se prepararon utilizando la siguiente ecuacion, conocido su pKa:

[NaZHP 04]

pH= pKa + [NaHZP04]

Ecuacion 12. Ecuacion de Henderson-Hasselbalch.
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e Disoluciones de glucosa y galactosa (disoluciones patron):

Se prepararon dos disoluciones de glucosa de concentracién 10™Mm para pH 5,6 y pH 7
de la disoluciéon tampdn fosfato, empleando como electrodo de trabajo el sensor
basado en la enzima GOD para la deteccién de glucosa.

Se siguid el mismo procedimiento para la preparacion de la disolucién de galactosa,
empleando el sensor basado en la enzima GAO para la deteccién de dicho
monosacarido.

e Disolucion de ferrocianuro ([Fe(CN)e] *'3)

La disolucién empleada se obtuvo a partir de una mezcla de K4 [Fe(CN)¢] 3'H,0 5
mM y (K3 [Fe(CN)g] 5 mM como soluto con KCI 0,1 M como disolvente.

2.3.1.2. Preparacion de las enzimas GOD y GAO

Para la preparacidon de ambas enzimas se siguié el mismo protocolo. Se emplearon
0,005 g de la enzima correspondiente sobre un eppendorf sobre la que se adiciond 1
mL de la disolucion tampdn al pH de interés, obteniéndose una concentracion de 5
mg/mL. Una vez disuelta la enzima en la disolucién amortiguadora, se prepararon
alicuotas que se almacenaron en el congelador para conservar sus propiedades y
actividad hasta su utilizacién.

2.3.1.3. Procedimiento experimental. Autoensamblado multicapa e
inmovilizacion de enzimas

El montaje del equipo consistié en la colocacion de cuatro vasos de precipitados de 5
mL que contenian las disoluciones preparadas, segln la secuencia programada
mediante el software ND-R Coater, como se muestra en la siguiente figura:
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Figura 13. ND-R Procedure y equipo ND-R 11/2 Rotary Dip Coater.

El funcionamiento del equipo empleado para el crecimiento de las capas por adsorcion
electrostatica, consistido en la inmersidn de un soporte que portaba dos ITOs con las
caras conductoras contrapuestas un cierto tiempo y de forma secuencial en las
disoluciones con cargas opuestas.

En primer lugar, se sumergio el sustrato 300 segundos en un vaso de precipitados
formado por una disolucién con carga positiva de una mezcla de CHI y LI en proporcién
1:1, a continuacion, se introdujo el ITO durante 10 segundos en el vaso de agua
desionizada Milli-Q para su lavado y evitar asi el arrastre de impurezas,
posteriormente, se procedié con la inmersién del sustrato en el vaso de CuPc™®*
cargado negativamente y finalmente se lavd de nuevo con agua. Este proceso se repite
tantas veces como numero de bicapas se deseen hacer crecer, en nuestro caso, fueron
dos veces, siguiendo la secuencia (CHI+IL/CuPc®®).

Después del crecimiento de las bicapas, el sensor fue sumergido para su lavado vy
acondicionamiento durante 2 minutos en la disolucion tampdn fosfato, a pH de interés
y una vez seco, se depositaron 5 pL de enzima, de concentracion 5 mg/mL,
extendiéndola con ayuda de una micropipeta sobre la cara conductora del sensor
dejandolo en reposo hasta su secado al aire y posteriormente se procedié con la etapa
de inmovilizacién exponiendo el sensor a vapores de glutaraldehido durante 20

minutos.
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Tras la inmovilizacidon de la enzima y su secado al aire, se lavd de nuevo durante 30
segundos en la disolucidon tampdn fosfato a su pH correspondiente para eliminar las
impurezas adheridas y acondicionar el medio.

Las medidas electroquimicas se llevaron a cabo sobre los biosensores CHI+IL/CuPc®3/

GOD y CHI+IL/CuPc®®*/GAO, asi como sobre el sensor formado exclusivamente por las
bicapas (CHI+IL/CuPcS°3), para estudiar el comportamiento electroquimico tras cada
modificacion.

Biosensor Biosensor  Bicapas
GOD GAD e

Figura 14. Reactivos y materiales empleados en LbL.

2.3.2. Caracterizacion del sensor

Para controlar la calidad y la adhesion de las peliculas nanoestructuradas sobre el
sensor, se emplearon técnicas como la Espectroscopia Infrarroja por Transofrmada de
Fourier (FTIR) y Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Visible).

2.3.2.1. Espectroscopia FTIR
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El control del crecimiento de las bicapas mediante espectroscopia FTIR se llevé a cabo
con la herramienta software Spectragryph 1.1 empleando sustratos de ZnS por ser
transparente a la radiacidn de infrarrojo, sobre el que se hicieron crecer linealmente
32 bicapas y cuyo espectro fue analizado cada 4 bicapas.

Se realizaron 1000 escaneos tanto para la medicién del blanco (ZnS sin bicapas
adheridas), como para el sustrato con el nimero creciente de bicapas, analizando un
rango de longitud de onda entre 2000 y 800 nm, con resolucién de 4 cm™.

g

Figura 15. Espectrofotometro modelo FT/IR 6600.

2.3.2.2. Espectroscopia UV-Visible

La caracterizacién de las capas formadas mediante espectroscopia UV-Visible, se llevd
a cabo con el software UV-Probe utilizando sustratos de cuarzo por ser transparente a
la radiaciéon ultravioleta y estableciendo la linea base en la regiéon de longitudes de
onda entre 200 y 800 nm.

Se siguid el mismo procedimiento que el realizado con la espectroscopia FTIR, con el
fin de evaluar la influencia lineal del niumero de capas formadas sobre el sensor en
términos de absorbancia formdndose 32 bicapas y analizando cada 4 bicapas el
espectro obtenido.
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Figura 16. Espectrofotometro Ultravioleta-Visible modelo UV-2600.

2.3.3. Estudio electroquimico

2.3.3.1. Deteccion de glucosa y galactosa. Voltametria Ciclica

Para llevar a cabo las mediciones electroquimicas se utilizé una celda electroquimica
de 50 mL de capacidad, con tres electrodos: uno de trabajo, formado por las bicapas
y/o la enzima sobre el ITO, uno de referencia (Ag/AgCl), y una placa de platino como
contraelectrodo, con la que se cerro el circuito.

Las propiedades de transferencia de electrones de los sistemas redox en diferentes
disoluciones glucosa o galactosa tampdn fosfato con (muestras patrén) y en leche
bovina entera y semidesnatada se estudiaron mediante voltametria ciclica [53].

Figura 17. Celda electroquimica de trabajo.
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2.3.3.1.1. En muestras patrén

Tras la preparacion de las disoluciones de interés de glucosa y galactosa y los sensores,
(apartados 2.3.1.1 Preparacion de disoluciones y 2.3.1.3 Procedimiento experimental
respectivamente), se inicié al analisis electroquimico empleando la voltametria ciclica
como técnica de trabajo.

La deteccion de los monosacaridos glucosa y galactosa se llevd a cabo en una celda
electroquimica sobre la que se vertieron inicialmente 40 mL de la disolucidon patrén
correspondiente a pH 5,6 o pH 7 y en la que se sumergieron para su medida, los
sensores formado exclusivamente por bicapas y posteriormente los biosensores
CHI+IL/CuPc>®® /GOD y CHI+IL/CuPc®®3/GAO, aplicando los parametros de trabajo
detallados a continuacion:

-tcond (s): tiempo de acondicionamiento. 5 s.

-Start potential (V): potencial inicial. 0 V.

-Upper vertex potential (V): Potencial mdximo en el pico de oxidacién. 1,2 V.
-Lower vertex potential (V): Potencial minimo en el pico de reduccién. -0,8 V.
-Number of stop crossings: Numero de ciclos. 10.

-Step potential (V): Paso de potencial. 0,0244.

-Scan Rate (V/s): Velocidad de barrido. 0,1.

2.3.3.1.2. En un medio complejo

Tras el andlisis electroquimico de los biosensores enzimaticos CHI+IL/CuPc*®3/GOD y
CHI+IL/CuPc>®®/GAO en las muestras patrén, se estudié el comportamiento de dichos
biosensores en un medio complejo, la leche, sobre dos variedades de leche entera con
lactosa (CLU y PENA) y dos variedades de leche semidesnatada sin lactosa (COVA Y
PONFE).
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Estas medidas electroquimicas se llevaron a cabo para muestras tomadas
directamente del Tetra-Brick, a temperatura ambiente, o modificadas con
ferrocianuro, por ser un buen mediador electrénico, para mejorar la transferencia
electrénica e intensificar las sefiales de los picos de oxidacién y reduccion de las
reacciones redox que tienen lugar en la celda electroquimica, la cual contenia 40 mL de
leche.

Para la deteccidén de glucosa, se utilizd el electrodo que contenia la enzima GOD vy la
deteccidn de galactosa se realizé con el electrodo basado en la enzima GAO.

Se evaluaron los sensores para dos sesiones diferentes (el dia que se abrid el Tetra-
Brick y tras cuatro dias conservada a temperatura ambiente) con el objetivo de
estudiar la degradacién y las alteraciones producidas en la leche con el paso del
tiempo. Se siguieron los parametros mencionados a continuacién:

-tcond (s): tiempo de acondicionamiento. 5 s.

-Start potential (V): potencial inicial. 0 V.

-Upper vertex potential (V): Potencial maximo en el pico de oxidacion. 1,2 V.
-Lower vertex potential (V): Potencial minimo en el pico de reduccion. -0,8 V.
-Number of stop crossings: Numero de ciclos. 10.

-Step potential (V): Paso de potencial. 0,0244.

-Scan Rate (V/s): Velocidad de barrido. 0,1.

2.3.3.2. Estudio de los limites de deteccion. Cronoamperometria

Se recurrié a la cronoamperometria para evaluar los limites de deteccién de los
sensores preparados, es decir, para conocer la menor concentracion de analito que el
sensor era capaz de detectar, determinando asi, su sensibilidad.
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El método seguido, se basé en la imposicion continua de un valor de potencial,
dependiente de la posicion donde tenian lugar las reacciones de reduccion y oxidacion,
donde, tras fijar dicho pardmetro, se estudio la intensidad de corriente que atraviesa el
electrodo frente al tiempo, con adiciones sucesivas y constantes en el tiempo (cada
100 segundos) de 1 mL de la disolucién patrén de interés (glucosa o galactosa) sobre la
celda de trabajo que contenia previamente 40 mL de disolucién tampdn fosfato 0,01M.

Este proceso se llevd a cabo para el andlisis del pico de reduccion, como se muestra en

S03

la siguiente tabla, tanto para los sensores CHI+IL/CuPc’ ", como para los biosensores

CHI+IL/CuPc>?®/ GOD y CHI+IL/CuPc*®*/GAO.

Los valores obtenidos tras cada adicion, sirvieron para elaborar la recta de calibrado, a
través de la cual se obtuvo la sensibilidad analitica (Ec.10.), que, junto con la desviacion
estdndar de cinco valores para las medidas del blanco, se determind el limite de

Blanco en Blanco en Biosensor Biosensor
Concentracion/ glucosa galactosa | en Glucosa | en Galactosa
Potencial (bicapas) (bicapas) 10*m 10™*m
Reduccién (V) -0.8 -0.8 -0.8 -0.12

deteccion (LOD), segun la Ec.11.

Tabla 1. Potenciales aplicados sobre la celda electroquimica.

2.3.4. Tratamiento estadistico de datos multivariante

Los resultados obtenidos de las mediciones llevadas a cabo mediante espectroscopia
FTIR, espectroscopia UV-Vis, voltametria ciclica y cronoamperometria se trataron vy
representaron graficamente mediante el software Origin Pro v8 y a su vez, la
correccion de la linea base para las técnicas espectroscopicas se realizé con ayuda del
programa Spectragryph version 1.1.1.2.

Nuestro sistema multisensor se construyd utilizando una red de tres sensores
(CHI+IL/CuPc503, CHI+IL/CuPc*°3/GOD y CHI+IL/CuPc503/GAO). Los sensores se
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introdujeron en las cuatro muestras de leche (CLU, PENA enteras con lactosa y COVA y
PONFE semidesnatadas sin lactosa) y se realizd el analisis electroquimico. Esas
respuestas voltamétricas obtenidas se trataron estadisticamente, destacando el
Andlisis de Componentes Principales (PCA) y la Regresion por Minimos Cuadrados
Parciales (PLS-1).

El andlisis PCA consistié en el preprocesamiento de los resultados obtenidos del
analisis electroquimico y la posterior normalizacién de esos datos. A través de ese
procedimiento, se consiguié reducir el numero de datos hasta 10 variables
denominadas “kernels” para cada sensor con el software Matlab v2014 b para
discriminar muestras de leche en funcién de su contenido en lactosa y monitorizar la
evolucién temporal de las muestras. El andlisis PCA se realizd para las dos sesiones de
medida (el dia que se abrieron los Tetra-Brick y tras cuatro dias expuestos a
temperatura ambiente).

La herramienta PLS-1, se realizd a partir de los kernels seleccionados para el analisis
PCA y se destind para establecer correlaciones con el software The Unscrambler entre
los datos resultantes del analisis quimico con los resultados obtenidos
experimentalmente a través de la PCA en el laboratorio para la primera sesién de
medida.
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2.4. Resultados experimentales

2.4.1. Estudio del crecimiento de bicapas

El trabajo comenzd con la preparacién de peliculas LbL alternando capas de materiales
cargados positivamente y materiales cargados negativamente. Asi se depositaron
multicapas de CHI+IL/CuPc®3
crecimiento se monitorizd mediante espectroscopia Infrarroja y Ultravioleta-Visible.

sobre ITO, mediante la técnica LbL. La calidad del

2.4.1.1. Andlisis por Espectroscopia FTIR

La espectroscopia FTIR se utilizd para evaluar la adsorcidon apropiada de las peliculas
nanoestructuradas depositadas sobre un sustrato de ZnS. Se evalud la regién infrarroja
correspondiente al intervalo de longitudes de onda entre 2000 y 800 cm’,
identificando los grupos funcionales de las moléculas que se emplearon en la
formacién de las peliculas en funcidn de las bandas de absorcién.

La figura 18 a mostré el pico caracteristico de CHI entre 1000 y 1200 cm™ fruto de la
vibracién del esqueleto de los anillos del polisacdrido, apareciendo bandas en torno a
1480 cm™ correspondientes a los enlaces C-H-OH, el pico de la amina aparecié en 1550
cm™ debido a la vibracién de los enlaces N-H de la amida y crecieron bandas alrededor
de 1580y 1650 cm™ como consecuencia del estiramiento del enlace C=0 [38].

El espectro reveld por un lado, los picos caracteristicos de LI en la banda 750 cm™
correspondientes al alargamiento del enlace C-N [54] y los picos en torno a 1150 y
1200 cm™ se debieron a las vibraciones de los grupos metilo (CHs-). Por otro lado, los
picos correspondientes al estiramiento de los enlaces C=C y C=N aparecieron en un
rango entre 1500 y 1650 cm™ [55].

En cuanto al reactivo anidnico CuPc>®*

, presentd un pico caracteristico intenso en
1030 cm* asociado a la vibracién del enlace C-N del pirrol [56], los picos originados por
la presencia de grupos sulfénicos aparecieron en torno a 1027 cm™, mientras que la

deformacién del enlace C-C del grupo isoindol [57] se originé alrededor de 1330 cm™.
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Es decir, los espectros demostraron la presencia de todos los compuestos usados en la
preparacién del sensor, confirmando asi la correcta adsorcién de los compuestos CHI,
ILy CuPc>°* sobre el sustrato de ZnS.

Tal y como se observé en la figura 18 b, la intensidad de las sefiales de transmitancia,
aumentoé linealmente con el nimero de capas depositadas sobre el sustrato (de 4 a 32
bicapas), obteniéndose un coeficiente de regresién R?=0,99437, lo que evidencié que
el crecimiento de las capas se produjo de manera eficiente.
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S -0,980-
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8 S 7
£ :-0,990< o~
- ‘S P
% 0,98 § 0,995 -
= 8 1000
0,96+ Num. bicapas E v/’
U T T T T T T = _l'OOSA
2000 1800 1600 1400 1200 11000 800 0 5 10 15 20 % 30 3B 40
Longitud de onda (cm™) Numero de bicapas

Figura 18. (a) Espectros FTIR de la pelicula LbL de CHI+IL/CuPc®® con nimero creciente de

bicapas (de 4 a 32), (b) Relacidn lineal de la intensidad del pico a 1027 cm™ frente al nimero de
bicapas.

2.4.1.2. Andlisis por Espectroscopia UV-Visible

Se recurri6 a la espectroscopia UV-Vis para obtener informacion acerca del
crecimiento de las peliculas LbL de CHI+IL/CuPc>® depositadas sobre la superficie de
un sustrato de cristal de cuarzo.

El espectro de absorcién representado en la figura 19 a mostré una importante banda
a 620 cm™, denominada banda Q correspondiente a la transiciéon m-ri* desde el orbital

molecular ocupado de mayor energia (HOMO), hasta el orbital molecular libre de
menor
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energia (LUMO) del anillo de la ftalocianina [58][59]. Por otro lado, se observd un
hombro a 680 cm™ debido a la formacién de agregados. Ademas, en 335 cm™ aparecié
un pico intenso, correspondiente a la banda de Soret caracteristica de CuPc***[60].
También en este caso, al aumentar el niumero de bicapas depositadas sobre el
sustrato, la absorbancia de los picos se incrementé de forma lineal (figura 19 b), con
un coeficiente de regresion R2=O,98514. Este resultado confirmd la buena calidad de
las capas depositadas sobre el sustrato.
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Figura 19. (a) Espectro UV-Visible entre 200 y 800 cm™ de la pelicula LbL de CHI+IL/CuPc*®® con
numero creciente de bicapas (de 4 a 32), (b) Relacion lineal de la intensidad dela banda a 620
cm™ frente al nimero de bicapas.

2.4.2. Respuesta electroquimica frente a muestras patron

Los biosensores se prepararon inmovilizando las enzimas sobre las peliculas
nanoestructuradas de CHI+IL/CuPcSO3 depositadas sobre ITO, mediante la técnica LbL.

En este trabajo, se prepararon dos biosensores: uno dedicado a la deteccién de
glucosa para el cual se depositd la enzima glucosa-oxidasa (GOD) sobre las peliculas
LbL descrita anteriormente, y otro dedicado a la deteccidon de galactosa, constituido
por la enzima galactosa-oxidasa (GAO).
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En ambos casos, se esperé que la presencia de la capa LbL favoreciese el
funcionamiento del sensor, facilitando la transferencia electrdnica entre la enzima y el
sustrato.

2.4.2.1. Respuesta voltamétrica de los sensores (CHI+IL/CuPc*®*/GOD) frente a

glucosa

Con el fin de evaluar el funcionamiento de los biosensores enzimaticos modificados
con GOD (CHI+IL/CuPc*®/GOD), se analizaron muestras patrén de glucosa, evaluando
ademas el efecto del pH.

Para ello, se realizaron analisis voltamétricos en dos disoluciones de glucosa de
concentracién 10® M en tampdn fosfato 0,01M, a pH 5,6 y pH 7 en un rango de
potencial entre 1200 mV y -800 mV con una velocidad de barrido de 100 mV/s. Los
resultados se mostraron en la figura 20, donde se pudieron comparar las respuestas
obtenidas a diferentes pHs. Todos estos ensayos se llevaron a cabo por duplicado
(sensor 1 y sensor 2) con el objetivo de estudiar la reproducibilidad de los biosensores
de GOD (figura 21).

La presencia de los picos a potenciales -800 mV y 1200 mV , evidencid que estaban
teniendo lugar los procesos de oxidacion de O, a H,0, y reducciéon de a H,0, a O,
respectivamente, presentes en el mecanismo de reaccién de glucosa a acido glucénico
[4].

Se realizaron experimentos a diferentes pHs, para analizar la influencia de este
parametro en el funcionamiento de la enzima. Sin embargo, en los experimentos
realizados, no se evidenciaron diferencias relevantes en los voltamogramas de los
biosensores. Este resultado pudo tener dos posibles explicaciones. La primera, pudo
deberse a que no se encontré el pH optimo en el que la enzima funcionase
eficientemente y una segunda explicacién relacionada con la mala eficiencia de las
peliculas LbL como mediador para la enzima.

Para analizar con mas profundidad el papel de la pelicula LbL como mediador
electrdénico, se compararon las sefiales obtenidas utilizando un sensor formado por la
GOD depositada directamente sobre el ITO, un sensor de ITO modificado con la
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°93) v finalmente la respuesta de la estructura

secuencia de bicapas (CHI+IL/CuPc
completa, formada por la enzima depositada sobre las peliculas (CHI+IL/CuPc>°3/GOD).
De nuevo, los experimentos se realizaron a dos pHs diferentes (figura 20).

Sorprendentemente, se observé que en ausencia de enzima (CHI+IL/CuPc®®), |

as
respuestas eran mds intensas que en presencia de GOD (CHI+IL/CuPc*®3/GOD),
independientemente del pH de trabajo, lo que sugiere que, en las condiciones

experimentales establecidas, la enzima GOD, no funciona adecuadamente.

201 sensores en glucosa (pH 5,6) 20]  Sensores en glucosa (pH 7)
01 - a o R4
< -20 0]
-40 T
S g -60;
§ -80- g -80
£ -1004 € -1004
-120 -1204
-1401 -140
4000 -500 0 500 1000 1500 2000 -500 0 500 1000 1500

Potencial (mV) Potencial (mV)

Figura 20. Respuesta voltamétrica de sensores CHI+IL/CuPc*® (negro); GOD (rojo) y

CHI+IL/CuPc*®®/GOD (azul) inmersos en glucosa/tampdn fosfato 0,01M a pH 5,6 (a) y 7 (b) y
concentracién 10™*M.

En cuanto a reproducibilidad se refiere, se consiguieron mejores resultados para pH
5.6, (figura 21 a) debido que, a pesar de no observarse picos anddicos y catddicos
significativos, las sefiales ofrecidas por dos biosensores idénticos a pH 5,6, fueron mas
semejantes que los obtenidos a pH 7 (figura 21 b). Esto pudo estar relacionado con la
proximidad de dicho valor al pH 6ptimo de la enzima GOD, produciéndose la
desnaturalizacidn irreversible de la enzima para valores lejanos a su pH éptimo [43].
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Figura 21. Reproducibilidad del sensor (CHI+IL/CuPc*®>/GOD) en glucosa/tampdn fosfato 0,01M
apH 5.6 (a) y pH 7 (b) y concentracion 107*M.

2.4.2.2. Respuesta voltamétrica de los sensores (CHI+IL/CuPc’®>/GAO). frente a
galactosa

Se realizd6 un estudio similar para evaluar la funcionalidad de los biosensores
enzimaticos modificados con GAOQ, utilizando muestras patrén de galactosa en tampdn
fosfato.

Para ello, se llevd a cabo el estudio voltamétrico de una disolucién de galactosa de
concentracién 10™* en tampodn fosfato 0,01M sobre la que se analizé adema3s el efecto
del pH en la respuesta de los sensores a pH 5.6 y pH 7 en un rango de potencial entre
1200 mV y -800 mV con una velocidad de barrido de 100 mV/s. Los resultados se
mostraron en la figura 22. Todos estos ensayos se llevaron a cabo por duplicado
(sensor 1 y sensor 2) con el objetivo de evaluar la reproducibilidad de los biosensores
de GAO (figura 23).

Se realizaron experimentos a diferentes pHs para analizar la influencia de este
parametro en el funcionamiento de la enzima. Se encontrdé que el aumento de pH,
provocaba una fuerte disminucién en la intensidad de todo el voltamograma
provocando el desdoblamiento del pico catédico que aparecia a un rango de potencial
entre -100 y -300 mV [39]. Esto sugiere que el pH de funcionamiento dptimo de la
enzima es cercano a 7.
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Para evaluar el papel como mediador electrénico de las peliculas LbL, se compararon
las sefiales obtenidas utilizando un sensor formado por la GAO depositada
directamente sobre el ITO, un sensor de ITO modificado con la secuencia de bicapas
(CHI+IL/CuPc®®) vy finalmente la respuesta de la estructura completa, formada por la

SO3

enzima depositada sobre las peliculas (CHI+IL/CuPc™°/GAQ). La experimentacion se

realizé también a dos pHs diferentes.

Los resultados (figura 22) demostraron que la presencia de capas LbL como
mediadores electronicos aumentd la intensidad de las sefiales, confirmando que la
GAO depositada sobre CHI+IL/CuPC>°® aumentaba su funcionalidad. Este es uno de los
resultados mdas importantes de este trabajo, ya que confirma que el esfuerzo de
depositar las capas LbL se compensa por el efecto potenciador de la funcionalidad de
la enzima.

Los resultados se mostraron en la figura 22, donde se observaron picos
correspondientes al par redox cu*?/cu™t gue forma la metaloenzima GAO. Estos picos
aparecieron a 100 mV en la regidén anddica indicativo de la conversion de la coenzima
desde Cu (I) a Cu(ll) y a -170 mV en la region catddica fruto de la conversion de Cu (ll) a
Cu(l) [39]. Estos procesos corresponden a la oxidacion/reduccion de la glucosa
relacionados en el mecanismo de reaccidn de galactosa a galactohexodialdosa [44].

1001 sensores en galactosa (pH 5,6) 1004  Sensores en galactosa (pH 7)
50+ a 504 b
ol S
g g
£ -50- % -50+
-100- -100-
4000 -500 O 500 1000 1500 4000 -500 0 500 1000 1500
Potencial (mV) Potencial (mV)

Figura 22. Respuesta voltamétrica de sensores CHI+IL/CuPc® (negro); GAO (rojo) y

CHI+IL/CuPc*®®/GAO (azul) inmersos en galactosa/tampdn fosfato 0,01M a pH 5,6 (a) y 7 (b) y
concentracién 10°M.

Como se pudo apreciar en la figura 23, el aumento de pH, provocdé diferencias
relevantes entre los biosensores, aumentando significativamente la intensidad de

63



CAPITULO II:
Desarrollo del TFG

2.4. Resultados experimentales U i N R
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

todos los picos del voltamograma a pH 7 y ofreciendo en ambos casos una
reproducibilidad semejante. Esto se atribuyd a que el pH de trabajo se acercaba en
gran medida a la actividad éptima de la enzima GAO (pH 7):

100+ Respuesta enzimatica en galactosa (pH 5,6) Respuesta enzimatica en galactosa (pH 7)
100
50+
—~ a 50< b
é 04 é 04
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c Q
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£ 100 ~ -100+
-150- 1501
-1000 -500 0 500 1000 1500 -1000  -500 0 500 1000 1500
Potential (mV) Patencial (mV)

SO3

Figura 23. Reproducibilidad del sensor (CHI+IL/CuPc”"/GAQO) en galactosa/tampdn fosfato
0,01M a pH 5,6 (a) y 7 (b) y concentracién 10™*M.

2.4.2.3. Estudio de la sensibilidad y limites de deteccion de los sensores

Una vez evaluada la funcionalidad de los biosensores en muestras patrén de glucosa y
galactosa, se estudio la sensibilidad y se determinaron los limites de deteccién (LOD)
de los sensores obtenidos con la secuencia de bicapas (CHI+IL/CuPc®®) y los
biosensores modificados con enzimas (CHI+IL/CuPc>?3/GOD) y (CHI+IL/CuPc>°3/GAO).
La evaluacion de los LODs y la sensibilidad de los sensores se llevd a cabo mediante
cronoamperometria, analizando la intensidad de corriente tras adiciones sucesivas de
las disoluciones patrén de interés (glucosa o galactosa).

Tras aplicar los potenciales de reduccién caracteristicos (-0,8 V para GOD y -0,12 V para
GAO) vy la realizacién de las sucesivas adiciones de 1ml cada 100 segundos, se
representd la recta de calibrado (tomando el ultimo valor de cada adicién antes de la
siguiente) a través de la cual se hall6 el valor de la pendiente (Ec.10.) (sensibilidad), y
con este Ultimo y tomando la desviacidén estandar de 5 medidas del blanco, se aplicé la
Ec.11 para determinar la concentraciéon minima de analito que el sensor era capaz de
detectar.
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> Sensibilidad y LOD del sensor (CHI+IL/CuPc*®®) y el biosensor
(CHI+IL/CuPc*°3/GOD) frente a disoluciones patrén de glucosa

Los cronoamperogramas obtenidos para los sensores sin modificacién enzimatica
(CHI+IL/CuPc®®) (figura 24) y los biosensores modificados con glucosa oxidasa
inmovilizada (CHI+IL/CuPc®®3/GOD) (figura 25), ofrecian sensibilidades similares, y, por
tanto, LODs parecidos: (-3,8.10"°M) para los sensores nanoestructurados y (-1,4.10°
M) en el caso de biosensores enzimaticos.

La minima cantidad de glucosa capaz de ser detectada por los sensores, fue en ambos
casos similar, demostrando que la presencia de la enzima no interferia en términos de
sensibilidad frente al sensor formado por las bicapas, obteniendo en ambos casos el
mismo orden de magnitud.

0. 251 LOD: -3,84E-10M
a 304
g 604 y =-2E+09x — 19,179
2 < -3 R?=0,9818
£ .00
‘B B
2 g 0]
£ -1201 e
2 s
-1501
504
0 200 400 600 800 1000 1200 4,00E-009 800E-009 1,20E-008 1,60E-008
Tiempo (s) [Glucosa]lM

Figura 24. Cronoamperometria catédica del sensor (CHI+IL/CuPc®®) a potencial -0,8V con

adiciones sucesivas de 1 mL de disolucién patrén de glucosa 10°M en tampén fosfato 0,01M
pH 7.
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Figura 25. Cronoamperometria catddica del biosensor (CHI+IL/CuPc’®>/GOD) a potencial -0,8V
en disolucion patrén de glucosa 10*M en tampdn fosfato 0,01M pH 7.

> Sensibilidad y LOD del sensor (CHI+IL/CuPc®®®) y el biosensor
(CHI+IL/CuPc*®®/GAO) frente a disoluciones patrén de galactosa

Los cronoamperogramas obtenidos para los sensores sin modificacion enzimatica
(figura 26) y con la enzima GAO inmovilizada (figura 27) mostraron que los sensores no
enzimaticos (CHI+IL/CuPc®®®) ofrecian menor sensibilidad, y, por tanto, LODs peores (-
3,5.10°M) que los biosensores enzimaticos CHI+IL/CuPc>**/GAO (9,4.10™*M).

Los resultados obtenidos demostraron que la presencia de la enzima GAO inmovilizada
sobre el electrodo nanoestructurado mejoraba en dos 6rdenes de magnitud la
sensibilidad del sensor sobre la disolucién patrén de galactosa.
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Figura 26. Cronoamperometria catddica del sensor (CHI+IL/CuPc*®®) a potencial -0,8V con

adiciones sucesivas de 1 mL de disolucion patrén de galactosa 10*M en tampdn fosfato 0,01M
pH 7.
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Figura 27. Cronoamperometria catddica del biosensor (CHI+IL/CuPc*®>/GAO) a potencial -0,12V
en disolucion patrén de galactosa 10*M en tampdn fosfato 0,01M pH 7.

2.4.3. Analisis electroquimico en muestras de leche

Una vez analizado el comportamiento de los sensores y biosensores frente a muestras
patron de glucosa y galactosa, se evalud el comportamiento de los sensores formados
por peliculas nanoestructuradas de CHI+IL/CuPc>°® depositadas sobre ITO, asi como el

de los biosensores enzimaticos de GOD y GAO frente a muestras de leche de interés
industrial.

Para ello se analizaron muestras de leche entera y con lactosa de dos vaquerias
diferentes, pero con similar calidad (CLU y PENA) y muestras de leches semidesnatadas
sin lactosa de dos vaquerias diferentes, pero con similar calidad (COVA y PONFE).

Los primeros analisis voltamétricos se llevaron a cabo sobre leche bruta y en una
segunda aproximacion se intenté mejorar el resultado afiadiendo a la leche un
conocido mediador electrdnico (ferrocianuro), esperando que la presencia de este
aditivo mejorase las respuestas voltamétricas obtenidas [53].

2.4.3.1. Leche sin modificar

Se analizaron dos muestras de leche fresca entera con lactosa (CLU y PENA),
procedentes de diferentes vaquerias y dos muestras de leche semidesnatada sin

67



CAPITULO II:
Desarrollo del TFG

2.4. Resultados experimentales U i N R
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

lactosa (COVA Y PONFE). Todas las muestras se analizaron con el sensor no enzimatico
(CHI+IL/CuPc®®) y los dos biosensores (CHI+IL/CuPc*®3/GOD) y (CHI+IL/CuPc*°3/GAO).

En la figura 28 se representaron los voltamogramas ciclicos obtenidos para las dos
muestras de leche entera con lactosa, mientras que las muestras de leche
semidesnatada sin lactosa se representaron en la figura 29.

La principal diferencia entre los voltamogramas obtenidos sobre muestras de leche
frente a las medidas realizadas bajo las mismas condiciones en disoluciones patrén,
fue que en las muestras reales, los voltamogramas se acercaron mas a la
irreversibilidad [24].

Otro aspecto importante a analizar en las leches, es su degradacion con el tiempo. Por
esta razon, con el fin de evaluar su envejecimiento, las muestras se analizaron no sdlo
el dia en que se abrieron los Tetra-brick, sino que también se midieron tras cuatro dias
de exposicion a temperatura ambiente. Ademdas de numerosos cambios en la
composicion, el cambio mas notable es un marcado aumento de la acidez,
observandose un descenso en los valores de pH desde 6,80 y 6,67 para las muestras de
CLU y PENA el primer diay pH 6,33 y 6,52 para la segunda sesién respectivamente.

La figura 28 mostrd que con el paso del tiempo se atenuaban las sefales de intensidad
catddicas y anddicas para los sensores enzimaticos, mientras que en el caso del sensor

S03

formado Unicamente por la secuencia CHI+LI/CuPc™~, no se aprecié apenas descenso.

Por otro lado, se observd que los sensores mostraban diferencias notables para todas

las muestras bajo las mismas condiciones, lo que conllevdé a pensar, que dichos
sensores podrian ser capaces de discriminar muestras de leche de distintas variedades.
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Figura 28. Evolucion temporal de la respuesta voltamétrica de las muestras de leche entera con
lactosa CLU (1°" dia (negro) 42 dia (azul)) y PENA (1€ dia (verde) 42 dia (rojo)) brutas con
distintos sensores, (CHI+IL/CuPc>®) (a), (CHI+IL/CuPc*®/GOD) (b), (CHI+IL/CuPc*®*/GAO) (c).

Se pudo intuir que la disminucidn del pH con el transcurso de los dias en las muestras
enteras, provoco la acidificacidon de la leche produciendo la coagulacién parcial de las
muestras, y tomando éstas, una tonalidad amarillenta oscura como consecuencia de la
reaccion de lactosa con las proteinas del suero de la leche [4].

En el caso de las muestras de leche semidesnatada sin lactosa (figura 29), con menor
contenido en materia grasa, se obtuvieron resultados muy similares al caso anterior,
debilitando las intensidades catddicas y anddicas, por su ausencia en lactosa vy el fuerte
poder reductor del acido ascérbico que actuaba como protector frente a la oxidacién
de las grasas.
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Por otro lado, los sensores manifestaron diferencias relevantes entre las medidas de
todas las muestras bajo las mismas condiciones, lo que pudo favorecer su capacidad
para diferenciar entre las distintas variedades de esas muestras.

Cabe destacar que la leche fresca de los Tetra-brick semidesnatados y sin lactosa se
coagulé tras cuatro dias abiertos, en mayor medida que las muestras enteras. Esto se
debié a su mayor contenido en proteinas (las muestras de leche entera con lactosa
contenian 3 g/100 mL de materia grasa frente al 3,3 g/100 mL en las muestras
semidesnatada sin lactosa), como consecuencia de su acidificacién, donde el pH
medido en la primera sesion, 6,79 y 6,88 para las muestras semidesnatadas COVA y
PONFE disminuyd hasta 6,68 y 6,38 respectivamente. Este fendmeno provocé que la
intensidad de los picos en las muestras sin lactosa, disminuyese en mayor medida
frente a las muestras de leche con lactosa, en las medidas realizadas el cuarto dia.

Debido a su bajo contenido en grasas, la oxidacion de las mismas provocd alteraciones
equivalentes en el color y textura, de menor intensidad que en el caso de las muestras
de leche entera.
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Figura 29. Evolucién temporal (1° dia y 42 dia) de la respuesta voltamétrica de las muestras de
leche semidesnatada sin lactosa COVA (1¢ dia (negro) 42 dia (azul)) y PONFE (1¢ dia (verde) 42
dia (rojo)) brutas con distintos sensores, (CHI+IL/CuPc*®) (a), (CHI+IL/CuPc*®/GOD) (b),
(CHI+IL/CuPc*®*/GAO) (c).

2.4.3.2. Leche modificada con un mediador electronico

Tal y como se vio en el apartado anterior, los voltamogramas mostraron algunas
diferencias entre las dos variedades de leche.

Como se vera mas adelante, estas pequefias diferencias pueden ser magnificadas
gracias al uso de técnicas estadisticas multivariantes como el analisis PCA. Sin
embargo, en este punto del trabajo, se decidid utilizar una nueva estrategia para
intentar aumentar la intensidad de las sefiales y, por tanto, las diferencias entre
muestras de leche.
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La nueva estrategia consistio6 en afiadir un conocido mediador electrénico
(ferrocianuro potasico) a la propia muestra de leche. De este modo, se pudo favorecer
la eficiencia en la transferencia electronica entre la enzima y el electrodo,
intensificando las sefiales de los picos catdédico y anddico de las medidas
electroquimicas realizadas por voltametria ciclica [53].

Para realizar estas medidas electroquimicas, se afiadid una disolucién de ferrocianuro
potdsico 5 mM, a las muestras de leche tanto entera con lactosa (CLU y PENA), como a
las leches semidesnatadas sin lactosa (COVA Y PONFE).

Estos ensayos se repitieron para dos sesiones diferentes (el dia que se abrieron los
Tetra-brick y tras cuatro dias de exposicién a temperatura ambiente) en un rango de
potencial entre 1200 mV y -800 mV con una velocidad de barrido de 100 mV/s.

Tal y como se vio en las figuras 30 y 31, la forma de los voltamogramas cambid
radicalmente frente a los obtenidos sobre muestras brutas (figura 28 y 29), ya que en
ellos se observd un intenso par redox, debido a la oxidacidon/reduccion del
ferrocianuro/ferricianuro. La intensidad de este par redox, estaba directamente
relacionada con la actividad enzimatica y, por tanto, con la concentracién de los
analitos.

La figura 30 mostrd los voltamogramas ciclicos de una mezcla de leche entera con
lactosa (CLU y PENA) y ferrocianuro y la figura 31 correspondid a la disolucién de leche
semidesnatadas sin lactosa (COVA y PONFE) con ferrocianuro, comparando en ambos
casos, las respuestas obtenidas en muestras recién abiertas, con las mismas muestras
de leche cuatro dias mas tarde.

En primer lugar, se pudo apreciar una atenuacion en la intensidad de los picos de
oxidacién y reduccion con el paso del tiempo para las dos variedades de leche,
produciéndose un cambio mas significativo con el empleo de los biosensores
enzimaticos CHI+IL/CuPc>®®/GOD y CHI+IL/CuPc>®®/GAO. Esto pudo atribuirse al
empeoramiento de la capacidad catalitica de las enzimas en las muestras de leche y/o
a la desnaturalizacion de las proteinas presentes en el lactosuero.

Ademas, se observd que, las medidas electroquimicas obtenidas con los sensores
mostraban grandes diferencias para todas las muestras bajo las mismas condiciones, lo
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gue puso de manifiesto la capacidad de dichos sensores para discriminar entre las
muestras de leche de distintas variedades.

La principal diferencia detectada entre las muestras con lactosa (figura 30) y sin lactosa
(figura 31) fue la intensidad de los picos de oxidacidn y reduccién, siendo mayor la
corriente en las muestras semidesnatadas por su mayor contenido en lactosuero
(donde se encuentran la mayoria de sustancias electroactivas).

En cuanto al envejecimiento de la leche, se pudo observar, que el sensor no enzimatico
no fue capaz de detectar los cambios ocurridos en la leche. Sin embargo, los
biosensores enzimaticos detectaron claramente el cambio, dando lugar a una dréstica
disminucion de las sefales.
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Figura 30. Evolucién temporal (1° dia y 42 dia) de la respuesta voltamétrica de las muestras de
leche entera con lactosa: CLU (1 dia (negro) 42 dia (azul)) y PENA (1°" dia (verde) 42 dia (rojo))
con ferrocianuro con distintos sensores, (CHI+IL/CuPc*®) (a), (CHI+IL/CuPc*®/GOD) (b),
(CHI+IL/CuPc*®®/GAO) (c).
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Figura 31. Evolucion temporal (1° dia y 42 dia) de la respuesta voltamétrica de las muestras
semidesnatadas sin lactosa: COVA (1% dia (negro) 42 dia (azul)) y PONFE (1°" dia (verde) 42 dia
(rojo)) con ferrocianuro con distintos sensores, (CHI+IL/CuPc*®?) (a), (CHI+IL/CuPc*®®/GOD) (b),
(CHI+IL/CuPc*®®/GAO) (c).

2.4.4. Red de sensores unido a un software de reconocimiento de
patrones. Analisis de Componentes Principales (PCA)

Con los resultados anteriores, se puede concluir que se obtuvieron biosensores con
diferente selectividad, que fueron capaces a priori de diferenciar muestras de leche
con diferente composicion y en diferente estado de frescura.

Para cuantificar esta capacidad de discriminacidn, se recurridé a una estrategia habitual
en nuestro grupo de trabajo, que es la formacién de redes de sensores acoplados a un
software de reconocimiento de patrones (lengua electrénica). Como ya se indico en la
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introduccidn, utilizando este sistema, se pudieron analizar y discriminar muestras
complejas.

En esta parte del trabajo, se plantearon dos objetivos. Por una parte, discriminar entre
muestras con y sin lactosa. Este es un trabajo importante ya que la deteccién de
lactosa en productos sin lactosa requiere métodos sensibles y a menudo se ve
obstaculizada por los elevados niveles de glucosa y galactosa presentes después de su
tratamiento con lactasa [61]. El segundo objetivo fue monitorizar la evolucion de la
leche con el tiempo.

El sistema multisensor se construyd a partir de una red de tres sensores (CHI+IL/CuPc*®,

CHI+IL/CuPc*®/GOD y CHI+IL/CuPc®®/GAO). Estos sensores se introdujeron en las
muestras de leche para llevar a cabo la voltametria ciclica y con los datos obtenidos, se
realizé un andlisis de componentes principales (PCA), que permitié evaluar la
capacidad de discriminacién del sistema multisensor.

En esta seccidn, se mostraron los graficos de scores 2D o 3D obtenidos del analisis PCA
de las muestras de leche con ayuda del software matematico Matlab.

2.4.4.1. PCA de leche sin modificar

En primer lugar, se estudié la capacidad del sistema para discriminar muestras de leche
entera (con lactosa) y semidesnatada (sin lactosa). Para ello, se realizé un andlisis PCA
de diferentes variedades de leche entera con lactosa (CLU y PENA) y semidesnatada sin
lactosa (COVA Y PONFE).

En la figura 32 se representd la PCA en 3D de las muestras de leche bruta el dia que se
abrieron los Tetra-brick, donde la primera componente (PC1) englobaba el 46,10% de
la informacidn original, la segunda componente (PC2) recogia el 32,90% de los datos,
mientras que la tercera componente acumulaba el 3,40%.

Tal y como se pudo apreciar en la figura 32, el sistema multisensor fue capaz de
discriminar, las muestras de leche en dos grandes grupos (entera con lactosa y
semidesnatada sin lactosa). Ademds, distinguié entre muestras obtenidas de
diferentes vaquerias. Este resultado indicé que el sistema podria utilizarse como
control de calidad de leche en las industrias lacteas.
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Figura 32. PCA en 3D de las muestras de leche fresca el primer dia. 1. CLU (entera y con
lactosa), 2: PENA (entera y con lactosa), 3: COVA (semidesnatada y sin lactosa) y
PONFE (semidesnatada y sin lactosa).

Tras cuatro dias en reposo, la representacion PCA en 3D (figura 33) y en 2D (figura 34)
de las muestras de leche sin modificar, mostré que la primera componente principal
(PC1) capturaba el 52,94% de la informacién, la segunda componente (PC2) hasta
26,40%. y la tercera componente (PC3) 15,56%. Tal y como se observd en los
diagramas, el sistema multisensor, fue capaz de discriminar las leches envejecidas,
aungue en este caso, la dispersion de los datos es mayor. De hecho, en el diagrama de
3D, no se aprecio con facilidad la discriminacion, debido a la dificultad de valorar los
datos en profundidad, por eso se mostré en la figura 34, la PCA de las leches
envejecidas en dos dimensiones, donde es clara la discriminacién entre muestras (no
solo desnatada y semidesnatada, sino también entre muestras de la misma categoria).
Asi, las muestras de leche entera con lactosa se agruparon en la regidn negativa de PC1
y PC2, mientras las muestras semidesnatadas se organizaron en torno a valores
positivos.

Estas diferencias tan claras, fueron consecuencia de la acidificacion de la leche debida
a la disminucion del pH que provoco la formacidon de grumos y la coagulacién mas
significativa en muestras semidesnatadas que en las enteras debido a su mayor
contenido en proteinas [4] (las muestras de leche entera con lactosa contenian 3 g/100
mL de materia grasa frente al 3,3 g/100 mL en las muestras semidesnatada sin lactosa).

El aumento de la dispersion pudo ser provocado por la dificultad en la transferencia
electrénica como consecuencia de la coagulacién y la formacién de agregados en la
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leche durante su degradacidn, pese a que éstas fueron agitadas vigorosamente antes
de llevarse a cabo las medidas electroquimicas.

PC3 15,56%

[ = R R S RS

PC2 26,40% 2 N PC152,94%

Figura 33. PCA en 3D de las muestras de leche fresca tras cuatro dias en reposo. 1: CLU
(entera y con lactosa), 2: PENA (entera y con lactosa), 3: COVA (semidesnatada y sin
lactosa), : PONFE (semidesnatada y sin lactosa).

PC2 26.40%

PC1 52.94%

Figura 34. PCA en 2D de las muestras de leche fresca tras cuatro dias en reposo. 1: CLU
(entera y con lactosa), 2: PENA (entera y con lactosa), 3: COVA (semidesnatada y sin
lactosa) y - : PONFE (semidesnatada y sin lactosa).
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2.4.4.2 PCA de leche modificada

Con el fin de mejorar la capacidad de discriminacion, el sistema multisensor se utilizo
para analizar muestras de diferentes variedades de leche entera con lactosa (CLU vy
PENA) y semidesnatada sin lactosa (COVA Y PONFE) modificadas con ferrocianuro para
mejorar la transferencia electrdnica e intensificar las sefiales electroquimicas.

Como se pudo apreciar en la figura 35, las componentes PC1, PC2 y PC3 tomaron
valores de 54,40% para la primera componente PC1, 29,10% para la segunda
componente PC2 y 13,00% para la tercera componente PC3. Es importante resaltar
que, la presencia de ferrocianuro aumentd la distancia entre los clusteres de cada
muestra, mejorando notablemente, en especial, la discriminaciéon entre las muestras
de leche semidesnatada sin lactosa (COVA y PONFE).

PC3 13,00% 0 D

0

PC2 29,10% ’ 5 PC1 54,40%

Figura 35. PCA en 3D de las muestras de leche modificadas con ferrocianuro el primer dia. 1:
CLU (entera y con lactosa). 2: PENA (entera y con lactosa). 3: COVA (semidesnatada y
sin lactosa). ~: PONFE (semidesnatada y sin lactosa).

Tras cuatro dias de evolucion, (figura 36) el analisis PCA de la leche en disolucion con
ferrocianuro (PC1 66,10%, PC2 31,00% y PC3 2,90%), mostré una mejora en la
diferencia entre las muestras de leche. Este efecto se debid a la diferente composiciéon
guimica de cada muestra que hacia que cada muestra envejeciese de un modo
diferente. Ademds, la dispersién disminuyé en gran medida, mejorando la
discriminacion respecto al primer dia.
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Figura 36. PCA en 3D de las muestras de leche modificadas con ferrocianuro tras cuatro dias en
reposo. CLU (entera y con lactosa). 2: PENA (entera y con lactosa). 3: COVA
(semidesnatada y sin lactosa). : PONFE (semidesnatada y sin lactosa).

2.4.4.3 PCA comparativa de las dos sesiones de medida para leche fresca y
modificada con ferrocianuro

También se compararon las medidas electroquimicas llevadas a cabo el dia que se
abrieron los Tetra-brick frente a las obtenidas tras cuatro dias en reposo sobre
muestras frescas como modificadas con ferrocianuro, con el objetivo de evaluar la
degradacion que tenia lugar para cada variedad de leche, asi como su influencia en
funcion de su contenido en lactosa.

En definitiva, como se pudo comprobar en la figura 37, el modelo de estudio que se
generd fue capaz de diferenciar los diferentes procesos de degradacidon de las
muestras, asi como su contenido en lactosa y la deteccién de posibles fallos o
anomalias presentes en las muestras, desplazando las medidas electroquimicas de las
muestras frescas hacia la region central y agrupandose en torno a valores negativos y
alinedndose las muestras modificadas hacia valores menores en el eje de abscisas.

Ademas, la modificacion de las muestras brutas con ferrocianuro, evidencié que el
empleo de éste como mediador electrénico mejoraba la transferencia electrdnica,
minimizando la dispersién de los resultados, haciendo que los resultados de las
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mediciones electroquimicas se solapasen para una misma muestra y mejorando a su
vez la capacidad de discriminacién entre todas las muestras de leche.

4° dia
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Figura 37. PCA comparativa de la evolucion temporar ae todas las muestras en 2D para leche
bruta (a) y para leche modificada con ferrocianuro (b). 1 'y 5: CLU (entera+lactosa), 2 y
PENA (entera+lactosa), 3y 7: COVA (semi+sin lactosa), 4 y ©: PONFE (semi+sin lactosa).
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2.4.5. Regresion por Minimos Cuadrados Parciales (PLS-1)

Una vez analizadas las muestras de leche con el sistema multisensor, también se
analizaron algunos parametros caracteristicos de las muestras de leche, como el
contenido en grasas (Fat), proteinas (Prot), lactosa, extracto seco magro (ESM), urea y
acidez de la leche. Los resultados del analisis quimico de componentes se obtuvieron
sobre las muestras de leche en bruto, en la primera sesion de medida en colaboracion
con el Laboratorio Interprofesional Lacteo de Castilla y Ledn (LILCYL, S.A.) (Tabla 2).

ID Fat Prot Lactosa ESM Urea Acidez
CLU 3,52 3,22 4,87 8,842 242 13,8
PENA 3,53 3,26 4,86 9,009 262 14,4
COVA 1,80 3,40 3,32 7,325 619 11,4
PONFE 1,84 3,30 3,14 7,195 594 11,6

Tabla 2. Resultados del andlisis quimico.

Donde:

Fat: Grasas. ESM: Extracto seco magro.

Prot: Proteinas. Urea

Lactosa Acidez de la leche: Contenido en acido lactico.

Se establecieron modelos matematicos mediante analisis multivariante, para
establecer correlaciones lineales entre los datos obtenidos con el sistema multisensor
y los datos quimicos.

Utilizando Regresién por minimos cuadrados parciales (PLS-1), se establecid el modelo
predictivo entre la recta de calibracion (ajuste modelo-datos quimicos) y la prediccién
(ajuste modelo-datos experimentales).
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FDP 0,9467
Urea 0,9206
Acidez 0,9232

CAPITULO II:

Desarrollo del TFG

2.4. Resultados experimentales

RMSEC

0,2345
0,0151
0,2728
0,0820
50,0362

0,3655

R%

0,9050
0,9280
0,8571
0,9270
0,9031

0,8939

ESCUELA DE INGEMNIERIAS

RMSEP

0,2770
0,0190
0,3263
0,0101
58,1922

0,4523

INDUSTRIALES

Variables
latentes

Tabla 3. Resultados del andlisis de Regresion Lineal por Minimos Cuadrados Parciales (PLS-1).

Donde:

ch: Coeficiente de correlacién en calibracién.
RMSEC: Error cuadratico medio en calibracién.
RZP: Coeficiente de correlacidn en prediccién.
RMSEP: Error cuadratico medio en prediccion.

En la tabla 3, se expusieron los valores resultantes de los modelos de regresién PLS-1

gue correlacionaron los datos quimicos y experimentales obtenidos de las medidas

voltamétricas realizadas en la primera sesién donde se presentaron los coeficientes de

correlacion y los errores cuadraticos medios en las rectas de calibracién (R%c, RMSEC) y

prediccién (R%, RMSEP).

Se han conseguido errores cuadraticos medios pequefios y buenas correlaciones para

ambos coeficientes, siendo ligeramente mayores en el caso de los coeficientes de

correlacién en calibracién para los parametros analizados grasas (Fat), proteinas (Prot),

lactosa, extracto seco magro (ESM), urea y acidez de la leche frente a los coeficientes

en prediccion.
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Ademas, el numero de variables latentes, que hace referencia al nimero de
componentes necesarias que determinan la covarianza entre los valores en forma de
matriz correspondientes a las rectas de calibracion y prediccion fue éptimo pues a
menor numero de variables necesarias, la covarianza entre las matrices aumentaba y
en nuestro caso se obtuvieron variables latentes préximas a 1, que seria el caso ideal.
Estos resultados corroboraron el excelente funcionamiento del sistema multisensor.
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3. Conclusiones

Se han desarrollado biosensores voltamétricos para el analisis de leche, basados en la
deteccidn de los azucares glucosa y galactosa.

Estos biosensores, formados por peliculas nanoestructuradas se construyeron
mediante adsorciones electrostaticas a partir de la combinacion de compuestos

503', sobre

electrocataliticos catidnicos CHI, LI, asi como de un compuesto aniénico CuPc
los que se depositaron y se inmovilizaron las enzimas GOD y GAO por entrecuzamiento

con vapores de glutaraldheido.

La construccion de peliculas finas nanoestructuradas sobre el ITO consiguié intensificar
las sefiales electroquimicas de las reacciones que tenian lugar sobre la superficie del
electrodo.

SO3/GOD, ofrecia mejores resultados

Se ha comprobado que el biosensor CHI+LI/CuPc
en términos de reproducibilidad e intensidad a pH 5,6, mientras el biosensor
CHI+LI/CuPc>®*/GAO, por el contrario, mostraba mejores sefiales a pH 7con LODs en el

rango de 10 10\m para glucosa y galactosa.

Las medidas electroquimicas en leche se mejoraron con la adicién de ferrocianuro, que
actuaba mejorando la conductividad de la leche, a la vez que favorecia la transferencia
electrdnica.

El Andlisis de Componentes Principales (PCA) permitio discriminar entre las diferentes
muestras de leche tanto en funcién de su degradacion temporal como de su contenido
en lactosa, viéndose favorecida su capacidad de discriminacion en presencia de
ferrocianuro.

A su vez, el andlisis de Regresion Parcial por Minimos Cuadrados (PLS-1) demostré la
existencia de correlaciones muy buenas y con errores pequeinos entre los resultados
obtenidos a través del andlisis quimico y los datos experimentales obtenidos por
voltametria ciclica.
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Estos biosensores nanoestructurados podrian tener interés en la industria lactea por
su capacidad para discriminar muestras de leche en funcién de su contenido en
lactosa, la deteccién de posibles anomalias presentes o algun tipo de fallo de forma
instantanea en el proceso de produccidon, aunque cabe destacar que presentan
algunos inconvenientes como su costosa fabricaciéon, que no son reutilizables y se
requeriria ademas un laboratorio auxiliar en el que preparar previamente los sensores.
Por lo que, a dia de hoy, los sensores comerciales, como por ejemplo DropSens, siguen
siendo mas utilizados, pues son econdmicos, aungque sean de un Unico uso.
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