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RESUMEN

Se ha desarrollado una lengua electronica formada por sensores basados en microbalanza
de cristal de cuarzo (QCM) modificados con ftalocianinas para estudiar los procesos asociados con
las variaciones de masa que acompafian la oxidacion/reduccién de especies electroactivas

presentes en los mostos.

Para ello, se han depositado peliculas delgadas nanoestructuradas de ftalocianina
sulfonicas de cobre, nickel y hierro sobre electrodos de platino/cristal de cuarzo mediante la
técnica de Layer by Layer. El crecimiento de las peliculas se monitorizd con espectroscopia UV-
visible. Se estudio la variacion de masa observando la variacion de frecuencia del cristal de

acuerdo con la Ecuacion de Sauerbrey.

Una vez preparados los sensores, se han analizado mostos de variedades diferentes de uva
(Juan Garcia, Prieto Picudo, Mencia Regadio, Cabernet Sauvignon, Garnacha and Tempranillo)
proporcionadas por la Estacion Enoldgica de Castilla y Ledn (Rueda, Valladolid), por el Instituto
Tecnoldgico Agrario de Castillay Léon (Valladolid) y la Bodega Cooperativa de Cigales (Cigales,
Valladolid). Los sensores electroquimicos de cristal de cuarzo (EQCM) aportaron informacién de
la composicion global de las muestras de uva ofreciendo, simultdneamente, informacion

voltamétrica y masica.

Los datos de la QCM y voltamétricos fueron procesados para evaluar la capacidad de la
lengua electrénica para discriminar diferentes variedades de uva. Se llevaron a cabo anélisis
estadisticos utilizando el modelo no supervisado de PCA (analisis de componentes principales)
para discriminar las muestras de mosto y PLS (regresion de minimos cuadrados parciales)

evidencio las correlaciones entre los datos voltamétricos y masicos con los indicadores quimicos.

Este trabajo de investigacion supone la primera vez que una lengua electrénica basada en
sensores EQCM ha sido utilizada para discriminar variedades de uva de acuerdo a su composicion

global, utilizando para ello la respuesta voltamétrica y mésica.

Palabras clave: Sensores EQCM, voltametria ciclica, peliculas de ftalocianina, masa,

uvas.






ABSTRACT

An electronic tongue based on quartz crystal microbalance sensors (QCM) modified with
phthalocyanine films was developed to study the processes associated with the mass changes
accompanying the oxidation/reduction of electroactive species of grapes juices. Nanostructured
sulfonic phthalocyanines thin films of copper, nickel and iron were deposited on Pt/quartz crystal
through Layer by Layer technique. Growth of phthalocyanines films was monitored by UV-vis
spectroscopy. Mass change was studied by observing the frequency-shift of crystal according to

the Sauerbrey equation.

Once prepared, the sensors were immersed in musts to analyze six different varieties of
grapes (Juan Garcia, Prieto Picudo, Mencia Regadio, Cabernet Sauvignon, Garnacha and
Tempranillo). Electrochemical quartz crystal microbalance sensors (EQCM) provided information
about global composition in grapes samples giving, simultaneously, voltammetric and mass

information.

The outputs of EQCM and voltammetry were processed to evaluate the capability of the
electronic tongue to discriminate varieties of grape. Statistical analysis was carried out using PCA
(principal component analysis) to discriminate the must samples and PLS (partial least squares)
evidenced the correlations between the voltammetric and mass outputs with the chemical

indicators.

This is the first time that an electronic tongue based on EQCM sensors using both
responses (voltammograms and massograms) has been used to discriminate varieties of grapes

according to their global composition.

Keywords: EQCM sensors, cyclic voltammetry, phthalocyanine films, mass, grapes.
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Desarrollo de unalengua electronica para el andlisis de uvas basada en sensores EQCM modificados

1. INTRODUCCION

1.1 Motivacién y justificacion del Trabajo Fin de Master

En los dltimos afios, se ha desarrollado una nueva herramienta denominada lengua
electronica, capaz de imitar el sentido del gusto/sabor, que se estd aplicando en el analisis de
alimentos. El desarrollo de nuevos métodos de analisis para caracterizar alimentos es de vital
importancia para mejorar los sistemas de control de calidad actuales de los productos
agroalimentarios. La IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) define una
lengua electrénica como “un sistema de multisensores, que consiste en un nimero de sensores
poco selectivos, que utiliza procedimientos matematicos avanzados para el procesamiento de
la sefial basados en el reconocimiento de patrones y/o el andlisis de datos multivariados,

utilizando Artificial Neural Networks (ANNSs), Principal Component Analysis (PCA), etc.”
[1].

Los vinos del entorno de Castilla y Ledn suponen un valor afiadido a la riqueza
agroalimentaria de la Regidn gracias a sus Denominaciones de Origen. Los vinos de la region
se asientan sobre una superficie de vifiedos de mas de 75.000 hectareas de las que el 86% son
vinos ligados a figuras de calidad. En el afio 2011, Castilla y Ledn ocup6 un 17,2% de la cuota
de consumo de vino en el mercado nacional [2]. El trabajo de investigacion que se presenta
supone un interés socio-economico para nuestra Regién. En concreto, en el RIS3 (Documento
de Estrategia Regional de Investigacion e Innovacion para una especializacién inteligente de
Castilla y Leon, 2014-2020, de Junio de 2013), los sensores para la industria agroalimentaria
se presentan como una de las tecnologias o aplicaciones tecnologicas que se consideran mas
importantes para Castilla y Leon dentro de la macroactividad de Agroalimentacion. Ademas,
la mejora de los métodos de control de calidad de vinos estd contemplada como linea
prioritaria por la OIV (Organisation Internationale de la Vigne et du Vin) quien, en su Plan
Estratégico (2012-2014), establecié como linea prioritaria (Punto J.4) “Desarrollar y evaluar
métodos de andlisis sensorial de los productos vitivinicolas” entre los que se encuentran las

uvas.
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Por otro lado, la nanotecnologia permite encontrar soluciones novedosas que se pueden
traducir en una mejora del rendimiento en el sector de la agroalimentacion. Si bien, puede
decirse que la nanotecnologia, considerada como fuente de nuevos productos con alto valor
afiadido, se encuentra actualmente en una etapa inicial, se trata pues de un ambito que esta

adquiriendo gran protagonismo y que tiene una gran proyeccion en la economia mundial.

Este Trabajo Fin de Master se engloba dentro de un proyecto de investigacion
financiado por el Ministerio de Economia y Competitividad denominado “Desarrrollo de una
lengua bioelectronica especifica para el andlisis de la maduracion de uvas” cuyo objetivo es
desarrollar una lengua bioelectronica para su aplicacion en el analisis de uva, mas
concretamente, a la maduracién de las uvas desde el envero hasta la post-vendimia con el fin
de determinar el momento 6ptimo de la vendimia. En este proyecto colaboran activamente la
Bodega Cooperativa de Cigales y la Estacion Enoldgica de Castilla y Leon. Gracias a esta
colaboracion se dispuso de muestras de uva de diferentes variedades asi como de los analisis

quimicos de las uvas (contenido de azucar, pH, acidez, polifenoles, grado alcohdlico, etc.).

1.2 Objetivos del Trabajo Fin de Master

El objetivo principal de este trabajo de investigacion es el desarrollo de una red de
sensores nanoestructurados que conformen una lengua electronica para el analisis mostos de
diferentes variedades de uva. Estos sensores seran de tipo electroquimico basados en sensores
QCM (microbalanza de cristal de cuarzo), que permitiran obtener de forma simultanea
informacion maésica. Ademas, el recubrimiento con peliculas nanostructuradas de material

sensible, en este caso de ftalocianinas, permitira mejorar su especificidad.
Los objetivos especificos para llevar a cabo el trabajo de investigacion son:

e Preparacion de peliculas nanoestructuradas de ftalocianinas sobre la superficie

de los sensores mediante la técnica de Layer by Layer.

e Caracterizaciéon de las peliculas nanoestructuradas de ftalocianinas mediante

espectroscopia UV-visible.
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e Evaluacion de la respuesta de los sensores obtenidos a través de un antioxidante

conocido para la evaluacion de su reproducibilidad.

e Andlisis de mostos de diferentes variedades mediante voltametria ciclica con el

registro simultaneo de los cambios de masa que se producen en los sensores.

e Evaluacion de la capacidad de la lengua electrénica para discriminar diferentes
variedades de uva mediante analisis multivariante de datos (PCA).

e Obtencién de correlaciones entre los pardmetros quimicos de las uvas y los

datos obtenidos durante los analisis con la lengua electronica (PLS).

1.3 El Sabor y las Lenguas Electrénicas
1.3.1 El sabor y su clasificacién. Receptores del sabor

El sabor se percibe principalmente por la lengua, aunque también por la cavidad bucal
(paladar blando, pared posterior de la faringe y la epiglotis). Las papilas gustativas de la
lengua registran los cuatro sabores bésicos: dulce, &cido, salado y amargo, en determinadas
zonas preferenciales de la lengua; asi, lo dulce en la punta, lo amargo en el extremo posterior y

lo salado y &cido en los bordes [3].

Ademas y en relacién con la descripcion de sensaciones gustativas, ha surgido un
quinto sabor denominado umami (humamico, en castellano). La palabra proviene del japonés
y se traduce como “sabroso” 0 sabor carnico. Es frecuente designar el umami como el quinto
sabor basico. Aun se desconoce en qué zonas de la lengua estan localizados los receptores

correspondientes.

El sabor &cido lo originan los iones hidronio (iones H30™) de los acidos, aunque ello
no basta para conferir toda la sensacion de acido. La sensacion acida percibida sensorialmente
es proporcional al &cido determinado quimicamente (valor pH). El sabor salado lo provocan
sales inorganicas de bajo peso molecular, por ejemplo la sal comiun o de cocina (NaCl),

cloruro potasico (KCI), bromuro sodico (NaBr) o yoduro sodico (Nal). El sabor dulce
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generalmente se asocia, de forma espontanea, con el azucar. Pero existe una amplia gama de
otros compuestos que también tienen un sabor dulce, entre otros, los polialcoholes (sorbitol,
manitol, xilitol), los conocidos edulcorantes sintéticos (sacarina, ciclamato, aspartamo) y los
aminoéacidos. El sabor amargo viene definido por muchos compuestos quimicos, y en especial

por los alcaloides, como la cafeina o la quinina.

Entre los principales compuestos que producen la sensacion gustativa de umami se
cuentan las sales del acido glutamico (principalmente el glutamato monosodico) y las sales
disodicas de los purin-5’-monofosfatos, en especial el inosin-5’-monofosfato (IMP), guanosin-
5’-monofosfato (GMP) y el adenosin-5’-monofosfato (AMP).

Las investigaciones sobre los mecanismos de recepcién del sabor de las sustancias son
muy recientes. Los receptores de amargura Taste-2 receptors (T2Rs) presentes en las células
del gusto fueron descubiertos en el afio 2000 seguido del descubrimiento de los receptores de
dulzor (T1R2+T1R3) y los receptores del gusto umami (T1R1+T1R3). Aunque los
mecanismos de recepcion de los sabores salado y acido todavia no han sido completamente
definidos, poly-cystic kidney disease 2-like 1 protein (PKD2L) y epitelial sodium cannel

(ENaC) han sido identificados como los posibles receptores, respectivamente [4].

Cada receptor del gusto recibe multiples sustancias quimicas que constituyen un Gnico
sabor. Los receptores de sabor exhiben semi-selectividad més que una alta y fija selectividad.

Alta selectividad significa correspondencia uno a uno a una sustancia quimica particular [4].

La informacién percibida por las papilas gustativas es transmitida a los nervios del
gusto mediante la comunicacién con neurotransmisores y finalmente alcanza el area gustativa

en el cerebro.
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1.3.2 Lengua Electrénica
1.3.2.1 Concepto y ventajas

Actualmente, el principal método de evaluacion de sabor en la industria alimentaria
consiste en andlisis sensoriales, en los cuales evaluadores experimentados llamados panelistas
sensoriales prueban las muestras para evaluarlas. No obstante, estos anélisis tienen algunos
inconvenientes como la baja objetividad y reproducibilidad asi como la gran tension impuesta
a los panelistas. Para resolver este problema, se ha desarrollado una tecnologia sensorial para
discriminar y cuantificar el sabor de alimentos y bebidas de forma objetiva, llamada lengua
electrénica. EI nombre fue acufiado debido a que las lenguas electrénicas operan de forma

similar al sentido del gusto humano.

La similitud entre la lengua bioldgica y la lengua electronica se manifiesta en cada una
de sus etapas. Asi, en los sistemas de lengua electronica la funcion del alimento lo realizan
muestras de caracter liquido, que al tener un contacto intimo con los sensores actdan de forma
similar a la relacion de los alimentos con las papilas gustativas. Los sensores no suelen ser
todos iguales sino que poseen normalmente diferentes tipos de sensibilidad, de la misma forma
que hay diferentes papilas para diferentes gustos. Los sensores del sistema de lengua
electrénica realizan medidas que adquieren forma de sefial eléctrica, esta sefial suele precisar
de un acondicionamiento antes de ser transmitida a un ordenador. De forma semejante, los
nervios sensitivos del gusto transmiten la sefial nerviosa al cerebro. En el ordenador se realiza
un analisis de los datos para reconocer patrones de medidas o realizar clasificaciones por
analogia mediante un software con los algoritmos apropiados para procesar la sefial obtenida,
que equivale al trabajo que realizan las neuronas del cerebro para procesar la informacion de
la memoria y asociar el nuevo producto a un sabor conocido. En la Figura 1 se puede ver la

analogia del sistema gustativo humano y las lenguas electronicas.



Desarrollo de una lengua electrénica para el andlisis de uvas basada en sensores EQCM modificados

Lengua Cerebro Catador
Neuronas

Sabor a vino

P | N
W TR ALl
| \D A f'?
Red de sensores Respuesta: Sefiales eléctricas Resultado

Figura 1. Anélogia entre lengua humana y lengua electronica.

Como ya se ha indicado anteriormente la IUPAC defina una lengua electronica como
“un sistema de multisensores, que consiste en un numero de sensores poco selectivos, que
utiliza procedimientos matematicos avanzados para el proceso de la sefial basados en el
reconocimiento de patrones y/o el analisis de datos multivariados, utilizando Artificial Neural
Networks (ANNs), Principal Component Analysis (PCA), etc.” [1]; Sin embargo, los grupos
de investigacion que méas han trabajado en este ambito estan de acuerdo en dar una definicion
mas especifica de lengua electronica: “un instrumento analitico compuesto por una red de
sensores no especificos, con baja selectividad quimica con especificidad parcial (sensibilidad
cruzada) a diferentes componentes en una disolucion, acoplados a un método apropiado de

reconocimiento de patrones y/o calibracion multivariante para el procesamiento de datos” [5].

Aunque, generalmente el concepto de sensor quimico se utiliza para detectar
especificamente una determinada sustancia quimica con una alta sensibilidad, los sensores

gustativos biologicos no reconocen necesariamente sustancias quimicas de forma individual.

Como ya se ha mencionado anteriormente, cada uno de los receptores de los cinco
sabores basicos recibe simultdneamente multiples sustancias quimicas, mostrando un

comportamiento semi-selectivo. Por lo tanto, es practicamente imposible medir el sabor de
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alimentos o bebidas que contienen varios cientos de tipos de sustancias gustativas por métodos
analiticos quimicos, tales como cromatografia de gases o cromatografia liquida, aunque si que
pueden utilizarse estos métodos para medir la concentracion de sustancias quimicas. Ademas,
hay que tener en cuenta que existen interacciones entre los diferentes gustos (por ejemplo, el

amargor del café es suprimido si se afiade azUcar).

Las lenguas electronicas presentan una selectividad global lo que se traduce en la
descomposicion de una sustancia quimica en cualidades del sabor y su cuantificacion, en vez

de discriminar cada sustancia quimica de forma individual [4, 6-8].

La combinacion de sensores quimicos no especificos con sensibilidad parcial se
traduce en una sensibilidad cruzada, y la respuesta de la red de sensores que conforman la
lengua electronica frente a una muestra a analizar es una coleccion de senales (“fingerprint”,
en castellano huella dactilar) que se puede relacionar a ciertas caracteristicas o cualidades de la
muestra utilizando el software apropiado. Las lenguas electrénicas son muy utilizadas para
conseguir respuestas cualitativas sobre las muestras a estudio y solamente en algunos casos

para predecir concentraciones de especies individuales [4, 6, 9-12].

Las lenguas electronicas tienen el objetivo de discriminar y analizar alimentos y
bebidas contribuyendo a la gestion de la calidad. Frente a los paneles de cata convencionales
presentan la clara ventaja de que se pueden aplicar en flujo continuo para el control de calidad
de procesos en linea en los procesos industriales, mientras que, no se puede tener a un experto
catador de forma continua analizando muestras. Ademas, también se pueden utilizar para

reconocer adulteraciones en los productos elaborados.

En la Tabla 1 se recogen las principales ventajas que presenta el uso de las lenguas
electronicas frente al uso de paneles de cata y las técnicas de analisis quimico tradicionales,
que incluyen el andlisis quimico y el analisis con equipos de alta generacion (cromatografia

gaseosa, HPLC, etc.).
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Tabla 1. Principales ventajas de las lenguas electrénicas.

Analisis

Lenguas Anélisis Equinos alta Paneles de
Electronicas Quimico quipos & Cata
Generacion

Simpleza, robustez Si No No Si
Gastos de disefio 0 adquisicién Bajos Medios Altos Altos
Consumo de tiempo en mediciones Bajo Alto Alto Medio
Necesidad de personal altamente No No Si Si
cualificado
Contaminacion/ No Si Si Si
Destruccion de la muestra
Generacion de residuos Baja Alta Baja Alta
Posibilidad de medicion in situ Si Si No No

Posibilidad de incorporacion del sistema )
de medicion en lineas de produccion (ej. Si No No No
Industria alimentaria)

1.3.2.2 Estado del Arte. Desde sus inicios hasta hoy

En la década de los 90, mientras se llevaban a cabo investigaciones de los procesos
biolégicos y moleculares implicados en los receptores del gusto, por otro lado, se empezaban a
desarrollar tecnologias sensitivas para evaluaciones objetivas de discriminacion o de
cuantificacion de sabores, anteriores a los descubrimientos de los receptores del gusto

indicados anteriormente.

La mayoria de los trabajos en el campo de las lenguas electronicas han utilizado
principalemente sensores potenciométricos, donde se mide el potencial de membrana creado
por la difusion de iones a través de una membrana selectiva [13, 14]. También se han
publicado muchos trabajos con sensores amperométricos basados en una gran variedad de
materiales, entre ellos membranas dopadas con metaloftalocianinas o porfirinas [15, 16] y
sensores impedimétricos cubiertos con diferentes materiales organicos (incluyendo polimeros
conductores, perilenos, ftalocianinas, nanotubos de carbono) [17]. Por ultimo, también se han

desarrollado los sensores voltamétricos que permiten una mayor versatilidad y sensibilidad
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que los anteriores [18-21]. También se han desarrollado sistemas hibridos, principalmente
combinando sensores voltamétricos y potenciométricos [5, 22].

El primer sistema para analisis en liquidos basado en el uso de un sistema con
multiples sensores fue desarrollado por Otto y Thomas en 1985 [23]. En este trabajo se
analizaron concentraciones de iones metalicos con electrodos de ion selectivo (ISEs, ion-
selective electrodes) no especificos. Se demostr6 la capacidad de la red de sensores para
determinar concentraciones de iones Ca’*, Mg, K* y Na* en liquido intracelular, orina o

SUeros.

En 1989, Toko y colaboradores solicitaron una patente para su sensor potenciométrico
para el sabor. Desarrollaron un sensor de sabor equipado en un sistema multicanal de
electrodos utilizando una membrana lipidica inmovilizada con un polimero como transductor
[24]. Este sensor de sabor es considerado la primera lengua electrénica con selectividad global
y se ha aplicado en el andlisis de numerosas bebidas tales como cerveza, sake, café, té o leche,

entre otras [4].

Después de la presentacion de esta primera lengua electronica y, hasta la fecha, se han
publicado numerosos trabajos sobre esta tecnologia, principalmente aplicada al analisis de
alimentos y bebidas, ya que, se considera una tecnologia novedosa de deteccién que puede
contribuir en gran medida a la gestion de calidad. De este modo, a principios de los 90’s, el
disefio y presentacion de estas nuevas herramientas de andlisis tipo lengua electronica
(igualmente, nariz electrénica) se hizo muy popular. Estos sistemas tenian en comun el uso de
“arrays” compuestos por un namero de sensores (mayormente sensores potenciometricos) para
realizar analisis cualitativos de muestras, que incluian la discriminacion y deteccion de
especies quimicas, identificacion de aromas o sabores y la separacion de productos de mayor

calidad de otros de calidad inferior, entre otros aspectos.

Uno de los grupos de investigacidbn mas importantes en este campo, que se puede
considerar como pionero en el disefio de lenguas electronicas (asi como de narices
electronicas) es el Laboratorio de Fisica Aplicada de la Universidad de Linkoping (Suecia). En
1997, Winquist y Lundstréom desarrollaron una lengua electronica basada en técnicas
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voltamétricas para el analisis de zumos de fruta, bebidas y leche. Ademaés, pudieron detectar el
proceso de envejecimiento de la leche y del zumo de naranja con el sistema desarrollado [25].

Después de este trabajo, en el afio 2000, combinaron las medidas de potenciometria,
voltametria y conductividad para fabricar una lengua electronica hibrida para el analisis de
leche fermentada [26]. Se utilizaron electrodos de i6n selectivo para medir el pH, el dioxido de
carbono y la concentracion de iones de cloro. La lengua electronica consistia en seis

electrodos de trabajo de diferentes metales.

En el afio 2002, Winquist y colaboradores desarrollan un sistema de medida basado en
la técnica de analisis de inyeccion de flujo aplicado a una lengua electronica voltamétrica para
el andlisis de diferentes disoluciones estandar y para la clasificacion de diferentes zumos de

manzana [27].

Otro grupo de investigacion que se dedica al disefio de lenguas electronicas desde los
afios 90 es el que dirige el Profesor Vlasov del Departamento de Quimica de la Universidad de
San Petersburgo (Rusia) que junto con el grupo de los Profesores Di Natale y Paolesse en la
Universidad de Tor Vergata de Roma (ltalia) han realizado importantes avances en el
desarrollo de lenguas electronicas potenciométricas. En 1997, este grupo aplicd sensores
potenciométricos de ion selectivo en estado solido basados en vidrio de calcogenuro en una
lengua electronica para detectar iones de metales pesados en disoluciones [28], en el analisis
de bebidas (té, cerveza, café, zumos, bebidas sin alcohol, etc.) [29] y en al analisis de aguas
contaminadas [30]. Més adelante, entre los afios 2003 - 2007 publicaron algunos trabajos en
los que se aplicaban estos electrodos en el analisis de aguas minerales, vinos y bebidas
alcoholicas [1, 31, 32].

Durante los ultimos afios, se han utilizado diferentes materiales electroactivos como
polimeros conductores o ftalocianinas para aumentar la sensibilidad de los sensores aplicados

en lenguas electronicas gracias a sus propiedades electrocataliticas [33].

La primera lengua electrénica voltamétrica basada en electrodos modificados
guimicamente se desarroll6 en los afios 2003-2004 en el Laboratorio de Quimica Inorganica y

Quimica Fisica de la Universidad de Valladolid dirigido por la Profesora Maria Luz
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Rodriguez-Méndez [34, 35]. Esta lengua electronica estaba basada en sensores preparados con
pasta de grafito donde las ftalocianinas se mezclaron con polvo de grafito y aceite mineral
(Nujol) y se aplicaron en el analisis de vinos. En los afios siguientes, Rodriguez-Méndez y
colaboradores publicaron numerosos trabajos basados en lenguas electrénicas voltamétricas

con electrodos modificados con ftalocianinas en el anélisis de vinos y uvas [18, 19, 20, 36-49].

En los dltimos 10 afios, se han publicado numerosos articulos de lenguas electronicas
basadas en sensores modificados. Ademas, se ha comprobado que las peliculas delgadas tienen
un gran potencial para mejorar la sensibilidad de los sensores quimicos ya que aumenta la
relacién superficie/volumen y se incrementa el nimero de sitios activos que permiten a que las
moléculas de analito se adsorban y desorban mas facilmente [33]. Se estan utilizando
numerosas técnicas de deposicién de peliculas delgadas nanoestructuradas sobre las
superficies de los electrodos como, por ejemplo, spin-coating, drop casting, Langmuir-
Blodgett, Layer by Layer, Autoensamblado, deposicion fisica de vapor o electrodeposicion
[33, 43, 50].

Ademas de polimeros conductores o ftalocianinas, otros materiales como las particulas
metalicas (nanoparticulas de oro) o nanotubos de carbono han demostrado propiedades
electrocataliticas para aplicaciones en lenguas electrdnicas [51]. Recientemente, Rodriguez-
Méndez y colaboradores investigaron el uso de sensores voltamétricos basados en electrodos
quimicos de peliculas de Langmuir-Blodgett (LB) de n-dodecanotiol funcionalizado con
nanoparticulas de oro para el analisis de acidos organicos y fenolicos de interés en la industria
del vino [43].

Yendo un poco mas alla, se esta investigando la combinacion de mas de un material
sensible como, por ejemplo, ftalocianinas y nanpoarticulas metalicas en un mismo electrodo
con el fin de aprovechar la interaccidn sinérgica que se produce debido a esta combinacion. Se
ha demostrado que existe tal efecto en la interacciéon entre las nanoparticulas de oro y la
ftalocianina de nickel tratrasulfonada [52] y también se ha demostrado un efecto sinérgico
entre las nanoparticulas metalicas de plata y oro y la ftalocianina de zinc en su estudio de

reduccidn electrocatalicia de O, sobre electrodos de carbono vitreo [53].
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También de reciente surgimiento son los Ilamados biosensores electroquimicos que se
estan aplicando en el campo de las lenguas electrénicas dando lugar a las llamadas lenguas
bioelectronicas. Se presentan como una alternativa interesante para el analisis de fenoles y
azlcares gracias a su alta sensibilidad y selectividad [33]. Estos sensores contienen enzimas
tales como tirosinasa 0 glucosa oxidasa que se combinan con mediadores electronicos
(ftalocianinas, nanoparticulas metélicas, polimeros conductores, etc.) Se ha demostrado que la
red de biosensores combina las ventajas de una red clasica de sensores electroquimicos que
proveen informacion global de las muestras a analizar con la especificidad de la reaccion

enzima-sustrato tipica de los biosensores [38, 41].

Actualmente, existen diversos grupos de investigacion a nivel internacional que han
realizado importantes avances en el disefio de lenguas electronicas y que han dedicado
esfuerzos en el campo de la alimentacion. Estos grupos estan dirigidos por los mayores

expertos en lenguas electronicas. Algunos ejemplos se citan a continuacion:

e Andlisis de aceite de oliva. Prof. Constantin Apetrei en la Universidad de Galati
(Rumania) y Maria Luz Rodriguez-Méndez en la Universidad de Valladolid

(Espanfa).

e Anadlisis de Té. Prof. Banerjee y Prof. Ghosh en la Universidad de Jadavpur
(India).

e Analisis de fermentacion alcohdlica en el proceso de elaboracion del vino. Prof.

Buratti en la Universidad de Milan (ltalia).

e Anadlisis de leche. Prof. Ciosek en la Universidad Tecnoldgica de Varsovia

(Polonia).

e Andlisis de uvas y cavas. Prof. Manel del Valle en la Universidad Autonoma de

Barcelona (Espafia).

e Andlisis de carne y pescado. Prof. Gil en la Universidad Politécnica de
Valencia (Espafa).
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e Anadlisis de zumos de frutas. Prof. Jiménez-Jorquera en el Instituto de

Microelectronica de Barcelona (Espafia).

e Analisis de aceites vegetales y quesos. Prof. Lvova en la Universidad de San

Petersburgo (Rusia).
e Analisis de café. Prof. Oliveira en la Universidad de Sao Paulo (Brasil).

e Analisis de vino. Prof. Paolesse y Prof. Di Natale en la Universidad de Tor-

Vergata (Italia).

e Anadlisis de gliadina en alimentos. Prof. Peres en el Instituto Politécnico de

Braganca (Portugal).

e Analisis de uvas, mostos y vinos. Prof. Maria Luz Rodriguez-Méndez en la
Universidad de Valladolid (Espafa).

e Anadlisis de fermentacion de alimentos. Prof. Rudnitskaya en la Universidad de

Aveiro (Portugal) y Prof. Legin en la Universidad de San Petersburgo (Rusia).

e Analisis de cervezas. Prof. Toko en la Universidad de Kyushu (Japén) y Prof.

Maria Luz Rodriguez-Méndez en la Universidad de Valladolid (Espafia).

e Andlisis de agua de consumo. Prof. Vagin y Winquist en la Universidad de

Linkdping (Suecia).

Por su parte, hasta el momento, no hay constancia de la aplicacion de una QCM como
lengua electrénica en el andlisis de alimentos. En el campo de la alimentacion, se ha
desarrollado un inmunosensor piezoeléctrico basado en QCM para determinar residuos de

pesticidas y metabolitos en zumos de frutas [54].

La mayoria de las aplicaciones de los sensores QCM es en narices electronicas para el
analisis de compuestos organicos volatiles (VOCs). El grupo de sensores de la Universidad de

Tor Vergata de Roma dirigido por los Profesores Di Natale y Paolesse ha disefiado una nariz
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electrénica comercial basada en sensores QCM recubiertos con porfirinas para el analisis de
gases y vapores organicos (VOCs) [55-58]. También tienen una amplia aplicacion como
inmunosensores piezoeléctricos para el reconocimiento de interacciones biomoleculares [59-
61].

Las QCM se han utilizado como sensor gravimétrico en muchos tipos de estudios
electroquimicos (EQCM), entre los que se incluyen: deposicién de metales; estudios de
corrosién; formacion de oOxidos; estudio de disoluciones (ej. oxidacién de fenoles);
adsorcion/desorcion de surfactantes; adsorcion/desorcion de enzimas; cambios en la
conductividad de peliculas poliméricas durante procesos redox; estudios de
electropolimerizacion; estudios de insercion de iones; estudios de transferencia de carga

durante procesos redox (ej. ftalocianinas y fullerenos) [62-72].

El grupo de Rodriguez-Méndez de la Universidad de Valladolid ha estudiado la
oxidacion de fenoles que se encuentran presentes en los vinos con electrodos de platino de

cristal de cuarzo modificados con bisftalocianina de lutecio [39].

1.3.3 Principales aplicaciones de las lenguas electronicas

Las lenguas electronicas han tenido muchas aplicaciones en varias &reas industriales,

principalmente en la industria farmacéutica y en la industria de alimentacion.

En la industria alimentaria se ha empleado esta novedosa tecnologia en los controles de
calidad durante la produccidn, en la etapa de almacenamiento de alimentos (aguas minerales,
vinos, zumos, café, leches, etc.), en la optimizacion de biorreactores, en el control de los
procesos de envejecimiento (quesos, vinos), en el analisis del envejecimiento del sabor en las
bebidas (zumos de frutas, bebidas alcoholicas y no alcoholicas, leche, etc.) o en la
cuantificacion del amargor de bebidas o compuestos disueltos (amargor del café o de la

cerveza), entre otros.

En la Tabla 2 se recogen algunos ejemplos de aplicaciones de lenguas electrénicas en

el campo de la alimentacion.
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Tabla 2. Ejemplos de aplicaciones de lenguas electrdnicas en alimentos y bebidas.

Alimento / Bebidas Aplicacion Referencia

Aceite de oliva Combinacion de una lengua, nariz y ojo electronicos para | [73]
caracterizar aceites de oliva con diferente grado de acidez.

Té Prediccion del contenido en teaflavina y tearubigina en té | [74]
negro utilizando una lengua electronica voltamétrica

Bebidas alcohodlicas | Aplicacién de una lengua electronica para el estudio de la | [75]

(fermentacion) fermentacion del vino rojo.

Leche Clasificacion de diferentes tipos de leche mediante una | [76]
lengua electronica.

Uvas y vinos Aplicacion de una lengua electronica para estudiar el efecto | [36]
de trozos de madera y microoxigenacion en el proceso de
envejecimiento del vino tinto.

Aplicacion de una lengua electronica y bioelectrénica basada | [37]
en ftalocianinas en el analisis de uvas rojas.

Aplicacion de una lengua bioelectrénica con enzimas Yy | [38]
bisftalocianina de lutecio en el andlisis de uvas.

Aplicacion de una lengua bioelectronica para la | [77]
cuantificacion del contenido total en polifenoles en vino.

Carne Estudio de los cambios fisico-quimicos y microbioldgicos en | [78]
carne fresca de cerdo mediante una lengua electrénica
potenciométrica.

Pescado Estudio de la frescura del pescado mediante una lengua | [79]
electronica basada en sensores

Zumos de frutas Clasificacion y caracterizacion de diferentes zumos de uva | [80]
blanca utilizando una lengua electrénica hibrida.

Aceites vegetales Aplicacion de una lengua electronica potenciométrica en el | [81]
control de calidad de aceite vegetal.

Quesos Estudio de la liberacién de sal de quesos suaves en el entorno | [82]
oral y digestivo.

Café Anélisis de café con una lengua electronica. [83]

Gliadina en Aplicacion de wuna lengua electrénica para la semi- | [84]

alimentos cuantitativa de gliadina en alimentos.

Fermentacion de Estudio de medios de cultivo de fermentacion con una lengua | [85]

alimentos electrénica.

Cerveza Discriminacion de cerveza utilizando una lengua electronica | [86]
portatil.

Aguas de consumo Anélisis de agua de consumo mendiante una lengua | [87]

electrénica voltamétrica.
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En la industria farmacéutica se ha empleado para cuantificar la eficiencia en el
enmascaramiento del sabor de comprimidos, jarabes, polvos, cépsulas o pastillas, asi como

para analizar la estabilidad de las medicinas en términos del sabor.

Ademas, también se han aplicado las lenguas electronicas en el campo de la medicina,
en diagndsticos no invasivos (orina, sudor, saliva, etc.) o en el andlisis clinico; en el campo de
la seguridad, en la deteccion de armas quimicas y bioldgicas y en la deteccion de drogas y
explosivos; en el campo de la vigilancia ambiental, en el monitoreo de la contaminacion
industrial y de agricultura, en la identificacion de sustancias toxicas o en la deteccion de fugas
peligrosas y, en la industria quimica, en la pureza de productos o en el seguimiento de

procesos.

1.3.4 Tipos de sensores utilizados en lenguas electrénicas

El corazén de una lengua electronica es la red de sensores, capaces de captar sefiales

fisicas o quimicas de su entorno y convertirlas en sefiales eléctricas.

Un sensor quimico es un sistema que permite obtener una respuesta en tiempo real al
recibir un estimulo. Estan constituidos basicamente por una membrana sensible (receptor, R) a
un estimulo o sefial primaria de naturaleza electroquimica, Optica, térmica, masica, etc.; un
transductor (T) que convierte esta sefial primaria en una sefial secundaria de tipo eléctrica; y
un sistema de adquisicion y acondicionamiento (A) para su lectura (Fig. 2). Asi, la
informacion transformada puede ser cuantificada, manipulada y procesada por sistemas

electronicos o informaticos.
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Figura 2. Esquema basico del funcionamiento de un sensor quimico.

Los sensores utilizados en las lenguas electronicas pueden ser de tipo oéptico,
electroquimico o gravimétrico, entre otros. Entre los sensores electroquimicos, los mas
utilizados son los potenciométricos, amperométricos, voltamétricos e impedimétricos debido a

su especificidad, alta sensibilidad, bajo tiempo de respuesta y facilidad de operacién [88, 89].

En los sensores potenciométricos, un electrodo de trabajo cubierto con una membrana
se introduce en la muestra a analizar. El potencial creado en la interfase membrana/solucion,
que depende de la naturaleza del material del electrodo y de la composicion de la solucion es
medido. Estos sensores se pueden preparar de diferentes materiales, membranas y técnicas
[13].

En los sensores voltamétricos, se aplica un voltaje de polarizacion mientras se mide la
corriente. Los voltamogramas muestran picos asociados a la oxidacion y reduccion de las
moléculas presentes en la solucién y su intensidad es proporcional a la concentracion. Este
sistema es muy versatil porque se pueden utilizar diferentes materiales en los electrodos y se
pueden aplicar diferentes técnicas de estudio (voltametria ciclica, voltametria de pulso o
voltametria de onda cuadrada) [18, 19, 87].

En los sensores amperométricos, se aplica la voltametria como etapa preliminar para
estudiar el potencial de oxidacion del analito. Una vez establecido se llevan a cabo medidas

amperométricas para medir la corriente eléctrica entre los electrodos [90].
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En los sensores impedimeétricos, el electrodo se somete a una sefial eléctrica alterna de
diferente frecuencia. Entre las diferentes representaciones graficas de los datos
impedimétricos, las mas comunes son los diagramas de Nyquist y los diagramas de Bode que

dan informacion sobre el proceso electroquimico que ocurre en el electrodo en disolucion [88].

Dentro de los sensores gravimétricos las microbalanzas de cristal de cuarzo (QCM) se
presentan como una alternativa o complemento a los sensores electroquimicos. En los sensores
QCM el elemento sensible es un resonador cubierto por un electrodo capaz de detectar
cambios de masa del orden de pg/cm? o ng/cm? que se traducen en un cambio en la frecuencia
de oscilacion del cristal pero, ademas, proporcionan sefiales electroquimicas (EQCM,
electrochemical quartz cristal microbalance) cuando se conectan a un potenciostato [39]. La
Figura 3 muestra un diagrama esquematico de una EQCM. En este sentido suponen una
ventaja frente a los sensores electroquimicos tradicionales ya que proporcionan mas
informacion (masica y electroquimica). En la Figura 4, se observa un ejemplo tipico de
representacion del voltamograma y masograma obtenido durante la electrodeposicion de Cu
mediante voltametria ciclica a partir de una disolucion de CuSO, sobre un cristal de cuarzo
cubierto con un electrodo de Au. Se puede observar un descenso claro en la frecuencia del
cristal durante la deposicion de Cu (reduccién), lo que se traduce en un aumento en la masa

depositada sobre el cristal [91].

Recientemente, se estan introduciendo con éxito sensores bioquimicos en la tecnologia
de las lenguas electrdnicas (lenguas bioelectronicas). Estos sistemas combinan las ventajas de
las redes de sensores clasicas, que proporcionan una informacién global de la muestra, con la
especificidad tipica del biosensor [9, 92]. En los biosensores se pueden incorporan enzimas
especificas para la deteccion de fenoles (por ejemplo, tirosinasa, lacasa o peroxidasa) [38] o
enzimas especificas para la deteccion de azucares (por ejemplo, glucosa oxidasa o fructosa

deshidrogenasa), entre otras.
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Figura 3. Microbalanza de cristal de cuarzo conectada a un potenciostato para obtener medidas electroquimicas.
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Figura 4. Voltamograma/Masograma del proceso de electrodeposicion de cobre sobre un electrodo de QCM.
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1.3.5 Microbalanza de cristal de cuarzo (QCM)

Las microbalanzas de cristal de cuarzo (Figura 5) se basan en el efecto piezoeléctrico
del cristal de cuarzo, efecto por el cual aparece una diferencia de potencial eléctrico en el
cristal cuando éste se somete a una deformacion mecanica (compresion, torsion, estiramiento,
etc.). Raleigh (1985) [93] fue el primer investigador en estudiar el efecto piezoeléctrico del
cuarzo, aunque la primera investigacion exhaustiva fue llevada a cabo por Jacques and Pierre
Curie en 1880 [94].
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Figura 5. Microbalanza de cristal de cuarzo (Modelo QCM200, Standford Research Systems).

Los materiales piezoeléctricos pueden convertir la tensién mecanica en electricidad, y
viceversa. Los cristales de cuarzo presentan atomos de silicio y oxigeno en un patrén
repetitivo. Los atomos de silicio tienen una carga positiva y los &tomos de oxigeno tienen una
carga negativa. Normalmente, cuando el cristal no esta bajo ningun tipo de estrés externo, las
cargas se dispersan uniformemente a través del cristal. Pero cuando el cuarzo se deforma, el
orden de los atomos cambia ligeramente. Este cambio causa que las cargas negativas se
acumulen en un lado y las cargas positivas se acumulen en el lado opuesto. Cuando se
conectan en un circuito externo los extremos del cristal se puede utilizar esta diferencia de
potencial para producir corriente. Por el contrario, enviar una corriente eléctrica a través del

cristal cambia su forma.
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Un resonador piezoeléctrico de cristal de cuarzo es una porcion cortada de un cristal de
cuarzo natural o sintético. Una microbalanza de cristal de cuarzo (QCM) consiste en un disco

delgado de cuarzo con una ldmina de electrodo depositada sobre el mismo (Figura 6) [95].
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Figura 6. Esquema de un cristal piezoeléctrico tipico

La aplicacién de un potencial eléctrico externo al material piezoeléctrico produce un
estrés mecanico interno que deforma el cristal. Como el QCM es piezoeléctrico, un campo
eléctrico alterno aplicado al dispositivo induce una onda acustica que se propaga a través del
cristal y encuentra la minima impedancia cuando el espesor del mismo es un multiplo de la
mitad de la longitud de onda de la onda acustica. Un QCM es un dispositivo en modo cizalla
en el que la onda acustica se propaga en direccion perpendicular a la superficie del cristal [96].
Para que esto ocurra, el cristal de cuarzo se tiene que cortar en una orientacion especifica con
respecto de los ejes del cristal. Para el caso de las microbalanzas de cristal de cuarzo, el corte
mas utilizado es el corte AT, que se obtiene cortando el cristal a 35° de inclinacion con
respecto al plano XZ, ya que presenta un excelente comportamiento térmico debido a que la

frecuencia se mantiene bastante estable frente a las variaciones de temperatura [97].

La deposicién de una pelicula delgada de material sobre la superficie del cristal de
cuarzo disminuye la frecuencia fundamental de oscilacion del cristal en proporcion a la masa
de la pelicula. Una oscilacion en resonancia se consigue incluyendo el cristal en un circuito de
oscilacion donde las oscilaciones eléctricas y mecanicas son proximas a la frecuencia
fundamental del cristal. La frecuencia fundamental depende del espesor de la oblea, su

estructura quimica, su forma y su masa. Sauerbrey (1959) fue el primero en reconocer el
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potencial en la utilizacion de esta tecnologia y demostrar la naturaleza sensitiva de estos
dispositivos piezoeléctricos. El resultado de su trabajo se plasma en la Ecuacion de Sauerbrey
(Ec. 2), que relaciona el cambio de masa por unidad de superficie en el electrodo de QCM con

el cambio observado en la frecuencia de oscilacion del cristal [98]:

(Ec. 1)

Donde Af es el cambio observado en la frecuencia de oscilacion, Cr es la constante de

Sauerbrey o factor de sensibilidad del cristal y Am es el cambio en la masa por unidad de area.

La microbalanza de cristal de cuarzo permite detectar cambios de masa del orden de

ng/cm? o ng/cm?.

La aplicacién de las QCM tiene sentido, ya que muchos procesos fisicos y quimicos se
pueden estudiar observando los cambios de masa asociados a los mismos. En la mayoria de los
procesos electroquimicos, se producen cambios de masa de material que se deposita 0 se
pierde sobre el electrodo de trabajo [91]. Es de interés monitorizar estos cambios de masa de
manera simultanea a la respuesta electroquimica y la QCM ofrece esta posibilidad. Por otro
lado, proporcionan sefiales electroquimicas (EQCM) cuando se conectan a un potenciostato
(véase apartado 1.3.4).

En el presente trabajo de investigacion, se ha utilizado una microbalanza de cristal de
cuarzo en las medidas electroquimicas (EQCM) de voltametria ciclica. Los sensores que se
han utilizado son cristales de cuarzo (corte AT y frecuencia de oscilacion de 5 MHz) con una
lamina de platino como electrodo. El uso de este dispositivo durante la voltametria ciclica ha
permitido registrar de manera simultanea informacion voltamétrica y masica (voltamogramas
y masogramas, respectivamente), lo que se traduce en una ventaja a la hora de extraer

informacién de los experimentos realizados.
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1.3.6 Sensores modificados con material sensible. Ftalocianinas como

material modificador

La modificacién de la superficie de los electrodos con material electroactivo y
electrocatalitico (por ejemplo, ftalocianinas, nanoparticulas o polimeros conductores) mejora
la selectividad de los electrodos [20, 34, 40]. En lenguas electrénicas voltamétricas, los
voltamogramas muestran picos de oxidacion y reduccién asociados tanto a las muestras
analizadas como a los materiales sensibles que modifican el electrodo. La interaccién entre el
electrodo y la disolucion mejora extraordinariamente la selectividad de los electrodos debido
a: 1) el carécter oxidativo o de reducciéon de la muestra puede modificar el potencial de
oxidacion del material del electrodo: 2) la actividad electrocatalitica del material del electrodo
puede facilitar la oxidacion/reduccion de los componentes disueltos en la muestra; 3) el
caracter acido/basico de la muestra puede protonar/desprotonar el electrodo y, 4) la naturaleza
y concentracion de iones presentes en la muestra que difunden hacia el interior del material

sensible mantienen la electroneutralidad.

Ftalocianinas como material sensible [42]

Una ftalocianina (Pc) es un macrociclo simétrico formado por cuatro unidades
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Figura 7. Anillo de ftalocianina.

La molécula mas sencilla es la ftalocianina sin metal central (H,Pc) cuya estructura
ofrece multiples posibilidades de modificacién a partir de la introduccion de diferentes iones

metalicos, ligandos axiales o coordinacion a sistemas aromaticos diferentes (Figura 8).
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Figura 8. a) Metaloftalocianina, b) Naftalocianina, ¢) Bisftalocianina de lanténico, d) Ftalocianina-porfinira heteroléptica.

Las metaloftalocianinas (MPc) consisten en un anillo de ftalocianina coordinado a un
ion metalico (+2) situado en la cavidad central (figura 8.a). Las naftalocianinas (NPc) se
caracterizan por una estructura con conjugacion extendida (figura 8.b). Las ftalocianinas
también pueden formar complejos tipo sandwich (double decker), en los cuales un i6n
lantanoide esta coordinado a los dos anillos de ftalocianina (LnPc;) (figura 8.c). Asi mismo,
los complejos triples (triple decker) consisten en la asociacion de dos iones lantanoides con
tres anillos de ftalocianina. Existen también derivado dobles y triples heterolépticos, que
contienen diferentes ligandos tetrapirrolicos (Figur 8.d.) Los complejos denominados double o
triple decker presentan fuertes interacciones m que dan lugar a interesantes propiedades
electronicas y dpticas. Existe estructuras mas complejas donde los anillos de ftalocianina
forman dimeros, trimeros o estructuras poliméricas, en las cuales los anillos de Pc se

encuentran unidos mediante enlace covalente.

A continuacion, se enumeran las propiedades mas interesantes de las
metaloftalocianinas que hacen que estos compuestos sean muy empleados como materiales

sensibles:

e Semiconductividad: Las MPcs se comportan como semiconductores de tipo p
cuando estan dopadas con oxigeno, presentando conductividades en el rango

101 a 10" S.cm™ a 300K. Las bisftalocianinas de lantanidos, LnPc,,
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presentan una alta conductividad intrinseca (6=10°-10 S-cm™ a T=300K)
asociada al estado neutro radical y a la fuerte interaccién electrénica entre los

dos anillos de Pc.

e Propiedades Opticas: El sistema © conjugado que poseen las ftalocianinas da
lugar a intensas bandas de absorcion en la region 400-700 nm con coeficientes
de extincién molar de aproximadamente 2x10° L-mol™-cm™ en disolucién.
Algunos derivados presentan también bandas en la region NIR, coincidentes
con las longitudes de onda que se emplean en telecomunicacion. La interaccion
de las ftalocianinas con compuestos aceptores y donadores de electrones

originan cambios reversibles en el espectro de absorcidn electronica.

. Propiedades electroquimicas, electrocataliticas y electrocromicas: El
anillo Pc es un sistema aromatico de 18 electrones que en estado neutro posee
dos cargas negativas Pc (27). La estructura electrénica de las ftalocianinas
permite tanto la oxidacion, dando lugar a las especies Pc (1) y Pc (0) por
cesion de uno y dos electrones, respectivamente, como la reduccién del anillo
de Pc, dando lugar a las especies Pc (3°), Pc (4°), Pc (5") y Pc (6") en etapas que
implican de uno a cuatro electrones. Ademas, se puede producir una variacién
en el estado de oxidacion del ién del metal central. Un ejemplo de ello es la
CoPc, donde el Co (II) puede oxidarse a Co (Il) o reducirse a Co (I). Los
potenciales electroquimicos a los cuales tienen lugar las oxidaciones y
reducciones dependen de la naturaleza del i6n del metal central, la clase de

ftalocianina y la presencia de sustituyentes en el anillo aromatico.

o Otras propiedades son su alta estabilidad térmica y quimica y que se
pueden aplicar de forma sencilla en la preparacion de electrodos quimicamente

modificados.

En el trabajo de investigacion que se presenta se han utilizado sales sulfonicas de
ftalocianinas. Estos compuestos son derivados de ftalocianina que se producen mediante la

introduccion de uno o mas grupos sulfénicos, que facilitan la solubilidad en agua.
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1.3.7 Técnicas de modificacion de sensores. Técnica Layer by Layer

En la tecnologia de modificacion de las superficies de electrodos, la nanotecnologia
juega un papel muy importante. Por una parte, proporciona nuevos materiales con mejores
propiedades electrocataliticas (nanoparticulas, nanotubos de carbono, etc.) [43, 99, 100] y, por
otro lado, los materiales sensibles se pueden depositar en forma de peliculas nanoestructuradas
utilizando técnicas como Self assembling mololayer (SAM), Layer by Layer (LbL),
Langmuir-Blodgett (LB) o electrodeposicion, entre otras [101-104], entre otras. Estas
peliculas nanoestructuradas aumentan la relacion superficie/volumen e incrementan la

sensibilidad de los sensores.

Las técnicas de deposicion de materiales sensibles tienen especial interés en el campo
de los biosensores porque con ellas se puede conseguir inmovilizar las enzimas en peliculas
con estructuras similares a las membranas bioldgicas. Este entorno biomimético ayuda a

preservar la funcionalidad de las enzimas [38, 103].

En el presente trabajo de investigacion se ha utilizado la técnica de Layer by Layer
para depositar peliculas de ftalocianinas (sales sulfonicas de ftalocinaninas) sobre la superficie
de los sensores. Esta técnica consiste en la inmersion de forma alternada de un sustrato en
suspensiones de carga opuesta dando lugar a una bicapa y, con posteriores inmersiones se
pueden obtener multicapas (Figura 9). Las peliculas nanoestructuradas LbL poseen una alta
relacion superficie/volumen, la cual hace que aumente el nimero de sitios activos y con ello
aumenta la sensibilidad de los sensores. Algunas particularidades de esta técnica se enumeran

a continuacion:

e Las multicapas pueden prepararse depositando alternativamente compuestos o

polielectrolitos bipolares cationicos y anidnicos.
e Las capas se mantienen unidas gracias a las fuerzas electrostaticas.

e Esfacil, rapido y se puede controlar con exactitud la estructura, composicion de

la capa y grosor de la pelicula.
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e La estabilidad de las peliculas depende de varios factores (disolvente, fuerza

idnica, pH, concentracion, temperatura de la disolucion, etc.)

e Las peliculas pueden eliminarse cuando se sumergen en disolventes con sales.

Sustrato Polication Lavado Polianidn Lavado

666660606686
"ECEEE,

CEEEE

Figura 9. Esquema de la técnica Layer by Layer.

Ademas, el crecimiento de las peliculas se puede monitorizar con espectroscopia UV-
Visible [105]. Se supone que la calidad de las peliculas es dptima si al aumentar el nimero de
capas aumenta la absorbancia segin la Ley de Lambert-Beer (Ec. 2). Segun esta ley, la
absorbancia es directamente proporcional a la concentracion (a mayor numero de moléculas
mayor interaccion de la luz con ellas), también depende de la distancia que recorre la luz a
través de la muestra (paso éptico) y, por altimo, depende del coeficiente de extincion molar
del material, que es una constante de proporcionalidad y es especifica de cada croméforo.
Existe una relacion lineal directa entre la absorbancia y el nimero de capas depositadas
mediante la técnica de Layer by Layer (si el sustrato no es transparente, las medidas de

absorbancia sobre el sustrato se han de hacer con medidas de reflexion).

I
A=logl—=£-C-l
0
(Ec. 2)
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Donde, I, es la intensidad de la radiacion que llega al detector después de atravesar el
blanco, I es la intensidad de la radiacion que llega al detector después de pasar por la muestra,
€ es el coeficiente de extincion molar, C es la concentracion de la disolucion y [ es el paso

optico.

1.3.8 Tratamiento multivariante de datos

Partiendo de una red de sensores en la que posiblemente todos los sensores responden
a diversos analitos, se genera una enorme y compleja cantidad de datos que debe ser procesada
utilizando andlisis multivariante. La quimiometria se encarga de la extraccion de la
informacidn a partir de un procesamiento adecuado. Durante el tratamiento de datos se pueden
distinguir cuatro etapas: pre-procesamiento de las sefiales, reduccion de la dimensionalidad,
prediccion y validacion. El pre-procesamiento de datos lleva a cabo un tratamiento previo para
obtener una informacion de los datos suprimiendo informacién redundante, no significativa y
asi retener los datos clave. Algunos ejemplos de los procedimientos utilizados para reducir la
dimensionalidad (reducir el nimero de datos) y extraer la informacion util son los polinomios

de Legendre, la transformada de Fourier, o los Kernels.

Dependiendo del tipo de aplicacién, estan disponibles diferentes métodos para el
procesamiento de datos. Si el objetivo es el analisis cualitativo, PCA es el primer paso para
visualizar si las muestras se pueden separar en clases (discriminacion, clasificacion). Otra
herramienta para discriminar las muestras, aunque menos utilizada en el analisis de datos de
lenguas electronicas, es PARAFAC (parallel factor analysis). Después, se puede aplicar un
reconocimiento de patrones o medios para predecir la pertenencia a cualquiera de las clases.
Para ello, se pueden utilizar herramientas como SIMCA (soft independent modeling of class
analogy), LDA (Linear discriminant analysis), SVM (support vector machines) o ANN.
Cuando el propésito es cuantitativo, hay varias herramientas que dan informacién numérica

como resultado final. Algunos de ellos son PCR (principal component regression), que parte
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de una primera transformacion de la PCA para construir una regresiéon multivariante, PLS

(partial least squares regression) 0 ANN.

Cuando se necesita desarrollar una aplicacion cualitativa con una lengua electronica, el
procesamiento de los datos multivariantes generados por sensores no especificos se realiza
normalmente utilizando PCA. EIl objetivo de esta herramienta es reducir la cantidad de
variables a nuevas variables latentes (componentes principales) en un espacio de variables
reducido para facilitar la identificacion o clasificacion. Ademas, este nuevo espacio simplifica
la interpretacion de la variabilidad contenida en la informacion disponible. En este caso, la
dificultad es encontrar una explicacién a esas componentes principales de acuerdo a la
composicion de las muestras. PCA es un método lineal no supervisado de reconocimiento de
patrones muy potente que reduce la dimensionalidad de los datos multivariantes y ayuda a
visualizar las diferentes categorias de los perfiles multivariantes con altas similaridades y
diferencias entre los conglomerados de las muestras. En esencia, PCA lleva a cabo un cambio
de direcciones de los ejes en el espacio de datos para obtener como el primer eje aquel con una

varianza maxima.

1.3.9 Lenguas electronicas en el analisis de uvas, mostos y vinos

Se ha demostrado que la ingesta de antioxidantes (por ejemplo, polifenoles) puede
reducir el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares y mejorar muchos otros aspectos de
la salud en las personas. Los flavonoides y los acidos fendlicos son los principales grupos que
contribuyen a la ingesta total de polifenoles y, en este sentido, las uvas son una de las mayores
fuentes de antioxidantes [106, 107]. Ademas de los beneficios para la salud, los antioxidantes
presentes en los alimentos tienen una influencia notable en sus caracteristicas organolépticas,

en su calidad y en su conservacion.

Por esta razon, en los dltimos afios se han desarrollado muchos estudios para
determinar los antioxidantes contenidos en alimentos y bebidas que incluyen métodos

cromatograficos, electroforéticos, dpticos y electroquimicos [38, 39, 44, 73, 108, 109].
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Las lenguas electronicas se presentan como una herramienta muy Util para analizar
mezclas de liquidos complejos de alimentos y bebidas que pueden sustituir a los paneles de
cata tradicionales que, a menudo son costosos, subjetivos, requieren de personal cualificado y
de tiempo. En el campo de las uvas, mostos y vinos, se han realizado numerosos trabajos de
investigacion que incluyen el andlisis electroquimico de este alimento con lenguas

electrénicas.

La composicion quimica de los vinos tiene una influencia directa en sus propiedades
organolépticas. Cada vino tiene una composicion quimica diferente que depende de la
variedad y estado de maduracion de las uvas, de la extraccion de los diferentes componentes
en el mosto y de las reacciones que ocurren durante el proceso de vinificacidn, el tratamiento
de post-fermentacion y del envejecimiento del vino. La maduracion y calidad de las uvas se
establece de acuerdo a su contenido en azucares, mientras el contenido en fenoles influye en la

madurez.

El grupo de sensores de la Universidad de Valladolid, UvaSens, diriguido por la Prof.
Maria Luz Rodriguez-Méndez ha llevado a cabo muchos estudios en uvas, mostos y vinos en
las diferentes etapas de elaboracion del vino. Asi, se han aplicado lenguas electrénicas para
discriminar uvas de acuerdo con su variedad y vendimia [41]. Durante la maceracion, el
contacto entre el mosto y las pieles aumenta la concentracion de fenoles. Aplicando deferentes
técnicas de prensado se puede aumentar la extraccion de fenoles. Se ha estudiado el
incremento en la concentracion de fenoles después de utilizar las técnicas de prensado de
Flash Release y microoxigenacion [45].

Tras la fermentacion de los mostos de uva se obtiene el producto final, el vino. Este es
después envejecido en barricas de roble durante 1-2 afios antes de ser embotellado. Esta etapa
influye mucho en las caracteristicas organolépticas que adquiere el vino influenciadas por la
retencion y liberacion de los compuestos volatiles de los posos durante el envejecimiento.
También influyen el oxigeno que difunde a través de los pequefios poros de las barricas, el
origen de la madera de roble y su grado de tostado en el sabor final del vino. Posteriormente,
se contindia con el proceso de envejecimiento del vino en botellas y en un ambiente reductor

gue mejora ain mas las propiedades organolépticas.



Desarrollo de unalengua electronica para el andlisis de uvas basada en sensores EQCM modificados

Se ha aplicado una lengua electrénica para discriminar vinos tintos segun su tiempo de

envejecimiento y el origen de las barricas [46].

Debido a que la etapa de envejecimiento en barricas requiere de mucho tiempo y de
costes elevados, se aplican técnicas innovadoras que aceleran el envejecimiento de los vinos.
Una de estas técnicas consiste en afiadir piezas de madera de diferentes tamafios en tanques de
acero inoxidable con microoxigenacién incorporada. Se ha aplicado una lengua electrénica
para discriminar entre vinos envejecidos por las técnicas tradicionales y vinos envejecidos con

précticas alternativas [36, 47].

Tras el envejecimiento, los vinos son embotellados. Tradicionalmente, las botellas se
sellan con tapones elaborados con corcho natural, ideales para sellar el liquido al tiempo que
permiten la oxigenacion desde el exterior a través de pequefios poros. Los tapones
tradicionales de corcho natural se asocian a vinos de alta calidad. Actualmente, la industria
vinicola utiliza tapones sintéticos con una porosidad determinada elaborados con polimeros.
Se ha estudiado el efecto de la transferencia de oxigeno en tapones sintéticos utilizando una

lengua electronica [45].

Se han evaluado las propiedades organolépticas de los vinos producidas por las
distintas variedades de uva, vendimias, Denominacidnes de Origen, etc. Las uvas de partida de
elaboracion del vino son las que determinaran tanto el sabor como las caracteristicas
organolépticas finales del producto. Hay muchas variedades de uva y cada bodega utiliza
diferentes técnicas enoldgicas para elaborar diferentes estilos de vino con diferentes sabores y

caracteristicas.

Se ha utilizado una lengua electrénica para discriminar vinos de diferentes Regiones de
Espafia (Rioja, Rueda, Riebera de Duero) y su envejecimiento [34, 48]. Ademas, esta lengua
electronica se utilizo tambien para determinar diferencias entre vendimias de diferentes afios
[20].

También se ha podido discriminar con una lengua bioelectronica entre diferentes

variedades de uva utilizando mostos preparados a partir de las uvas [38].
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Las condiciones meteorologicas o un almacenamiento inapropiado, entre otras
variables, pueden estropear el vino. En este sentido, existen muchos puntos donde es muy (til
el uso de lenguas electronicas para evaluar posibles adulteraciones o fraudes. Algunas
practicas de adulteracion consisten en dilucion con agua, adicion de alcohol u otras sustancias,
mezcla con vino de menor calidad o elaborado con uvas de una region diferente o el uso de

técnicas de envejecimiento prohibidas.

Se ha aplicado una lengua electronica para detectar adulteraciones en vinos tintos

(adicion de etanol, cido tartarico, acido tanico, SO,, acido acético y sacarosa) [49].
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2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 Reactivos y muestras de uva

Todos los productos quimicos utilizados fueron de grado reactivo analitico, sin
purificacion adicional y adquiridos en Sigma-Aldrich. Las soluciones se obtuvieron
disolviendo las sustancias en agua desionizada (resistividad de 18,2 mQ-cm™) obtenida a

partir de un sistema de Mili-Q (Millipore).

Seis muestras de uvas tintas se incluyen en el estudio (Juan Garcia, Tempranillo, Prieto
Picudo, Mencia Regadio, Cabernet, Garnacha). Todas las variedades se cosecharon en
septiembre de 2013 por la Bodega Cooperativa de Cigales y el Instituto Tecnoldgico Agrario
de Castilla y Ledn (ITACYL), ambos ubicados en la zona de Valladolid. Para obtener los
mostos, 200 bayas se introdujeron en una bolsa de plastico y se aplastaron durante un minuto.
La Estacién Enoldgica de Castilla y Ledn llevé a cabo los analisis quimicos segln los
reglamentos internacionales [110]. Los indicadores quimicos analizados incluyeron el la
densidad, el contenido en azucar, el contenido polifendlico (indice total de polifenoles, TPI),
el grado Brix y los grados 16,8 y 17,5 (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de los andlisis quimicos llevados a cabo con métodos de anélisis quimico tradicionales.

Va[j'\'/egad D(Zr/‘rsr']?_"’;d Aé‘/’ﬁ";‘r et | & flf'(o Grado (16,8) |Grado (17,5)
Prieto Picudo 1,0943 | 2241 19 22,89 13,31 12,80
Garnacha 1,0800 187,4 15 19,68 11,13 10,70
Cabernet- 1,1035 246.4 28 24,75 14,64 14,10
Sauvignon
Tempranillo 1,0884 209,1 28 21,53 12,42 11,95
Juan Garcia 1,0911 | 216.0 29 22,18 12,83 12,35
Mencia Regadio] 1,0862 | 203.3 23 21,05 12,08 11,60
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2.2 Medidas electroquimicas

Los experimentos electroquimicos se llevaron a cabo con una microbalanza de cristal
de cuarzo (Modelo QCM200 + QCM25 Crystal Oscillator, adquirido en Standford Research
Systems) conectada a un potenciostato/galvanostato (Modelo EG&G PARSTAT 2273). Los
cristales de cuarzo que se utilizaron tienen 1 pulgada de diametro, 5 MHz de frecuencia de

oscilaciéon y un corte AT planoconvexo. Ademas, estan cubiertos con un electrodo de platino.

La técnica electroquimica que se llevo a cabo fue la voltametria ciclica. Para ello, se
utilizé una celda convencional de tres electrodos (Fig. 10). Los sensores EQCM se utilizaron
como electrodo de trabajo, el electrodo de referencia fue AgJAgCI/KCI 3 mol-L™ y como
contraelectrodo se utilizé una lamina de platino. Los voltamogramas ciclicos se registraron a
una velocidad de barrido de 0,1 V-s™. Se registraron las variaciones en la frecuencia de

oscilacién de forma simultanea a los procesos redox de la voltametria ciclica.

En primer lugar, se llevo a cabo la voltametria ciclica junto con el registro de la QCM
en disolucién acuosa de KCI para estudiar el comportamiento electroquimico de los sensores
en disolucion libre de especies con actividad redox. Después, se analizd catecol con la lengua
electronica, un antioxidante con actividad redox y de interés en la industria del vino ya gue se

encuentra presente en los mostos y vinos. Y, por Gltimo, se analizaron los distintos mostos.

Todos los experimentos electroquimicos se realizaron a temperatura ambiente (22 °C +
0,2 °C).

Electrodo de
referencia
Ag|AgCIUKCI 3M

Electrodo de trabajo:
Cristal de cuarzo con
electrodo de platino

Contraelectrodo:
Lamina de platino

Figura 10. Celda electroquimica utilizada durante la voltametria ciclica.
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2.3 Determinacién del factor de sensibilidad del cristal de cuarzo

La interpretacion cuantitativa de los datos obtenidos en la EQCM estd basada en la
combinacién de la Ecuacion de Sauerbrey (Ec. 1) y la Ley de Faraday (Ec. 3). La primera
relaciona los cambios de frecuencia con los cambios de masa, mientras que la segunda
relaciona la carga que pasa durante un experimento electroquimico con el nimero de moles
del material electrolizado.

Q=—-n-F-M
(Ec. 3)

Donde Q es la carga que pasa durante un experimento electroquimico, M es el nUmero
de moles del material electrolizado, n es el nimero de electrones involucrados en el proceso

electroquimico y F es la constante de Faraday (9,648-10* C-mol™).

Por lo tanto, en condiciones ideales, la carga sera directamente proporcional al cambio
de frecuencia observado, que a su vez estara relacionado con la masa molar aparente de

acuerdo con la siguiente ecuacion:

My n-F - M
Q=—-nF-M-—Z=——-Am - pam = — L Mw
MW MW n'F
106 - My, - C; - Q
Af = —Cp-Am =
f =G am n-F-A

(Ec. 4)

Donde Af es la variacion de frecuencia observada (Hz), M,,, es la masa molar aparente
de la especie depositada (g-mol™), Q es la carga integrada durante la reduccién (C), F es la
constante de Faraday (9,648-10% C-mol™), n es el nimero de electrones transferidos durante la
electrodeposicion, A es el area activa para la deposicion sobre el electrodo de trabajo (contacto

liquido) (cm?) y Cr es el factor de sensibilidad o constante de Sauerbrey para el cristal

utilizado (Hz-cm?-pug™).
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De acuerdo con la ecuacion (4), de la representacion de Af frente a Q se podra
determinar el factor de sensibilidad del cristal C;. Para ello, se hace un calibrado previo de la
EQCM con una reaccién electroquimica conocida, por ejemplo la electrodeposicion de plata o

cobre.

Con este propdsito, se llevo a cabo una calibracion del cristal de cuarzo por deposicion
galvanostética de cobre en la superficie de platino.

El cristal de cuarzo se sumergi6 en una disolucién 0,5 mol-L™ de CuSO4 en 0,1 mol-L™
H.SO, (pH = 1,37) y se llevd a cabo una cronopotenciometria (-2 mA; 70 s). El cobre se
depositd sobre el electrodo de platino durante la electrodeposicion. La reaccion implicada en

la electrodeposicion es:

Cu*t + 2e~ - cu®

Dénde Cu®* son los iones de cobre en disolucién y Cu® es cobre sélido.

La variacion en la frecuencia de oscilacion se represent6 frente a la carga mostrando
una excelente linealidad (y = 7-10°x - 0,0632; R? = 0,9996) (Fig. 11).

-0,060
-0,070 -
-0,080 -
-0,090 -
-0,100 -
-0,110

Charge (C)

-0,120 -

y = 7E-05x - 0,0632
-0,130 -

R?=0,9996
-0,140 -
-0,150 - T T T T T
-1200 -1000 -800 -600 -400 -200 0
Frequency shift (Hz)

Figura 11. Representacion grafica obtenida durante la cronopotenciometria de cobre (-2 mA; 70 s).
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Segun la representacion lineal obtenida durante el proceso de calibraciéon, la constante

experimental de Sauerbrey fue de 59,4 Hz-cm?-pug™, lo cual es consistente con el valor teérico

de 56,6 Hz-cm?-ug™.

c
ngz n-F-A :2-9,648-104m—ol-1,37cm2: Hz - cm?
I~ Af ~ 10°-M,, - pendiente 106 .63 546-9_.7.10-5 <_ ' 1y
’ mol Hz

2.4 Preparacion de los sensores EQCM

Para llevar a cabo el crecimiento de peliculas LbL sobre los cristales de cuarzo se
utilizé hidrocloruro de polialilamina (PAH) y metaloftalocianinas tetrasulfénicas de cobre,
hierro y niquel: Sal sodica del &cido tetrasulfonico de ftalocianina de cobre (111), sal sodica del
acido tetrasulfonico de ftalocianina hierro (I11) y sal sédica del acido tetrasulfonico de

ftalocianina de niquel (I1) (Fig. 12).

a) b)

« HCI
NH,

Figura 12. a) Hidrocloruro de polialilamina y b) Metaloftalocianina tetrasulfénica (M: metal).

Antes de llevar a cabo el crecimiento de las peliculas, el cristal de cuarzo recubierto de
platino se limpi6 utilizando una mezcla 3:1 de H,SO, y H,O, (solucion Piraiia; mezcla de

acido sulfurico y peréxido de hidrégeno al 30%) y se enjuagd a fondo con agua desionizada

(resistividad de 18,2 mQ-cm™).
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Las peliculas LbL se depositaron sobre la superficie utilizando PAH como capa
positiva y las sales sulfonicas de las ftalocianinas de cobre, hierro y niquel (en adelante
CuPc®®*, FePc®®* y NiPc®®*) como capa negativa. Se utilizaron disoluciones con las
siguientes concentraciones: CuPc®®* = 0,05 g-L™, FePc>®* = 0,05 g-L?, NiPc®%* = 0,05 g-L™
y PAH = 0,5 g-L™. Las peliculas LbL de CuPc*°* /PAH (y, por tanto, FePc>**/PAH y
NiPc®°*/PAH) se fabricaron mediante inmersiones del sensor EQCM en las disoluciones. Los
grupos cationicos del PAH interactian con los grupos aniénicos de la ftalocianina mediante
fuerzas electrostaticas que mantienen unidas las peliculas. De acuerdo con lo anterior, se llevo
a cabo la siguiente secuencia (Fig. 13): 1) Inmersion en disolucién de PAH (5 min). 2)
Inmersién en agua desionizada para eliminar el exceso no adsorbido de PAH (1 min). 3)

Inmersién en disolucion de CuPcS®*

SO3-

(5 min). 4) Inmersion en agua desionizada para eliminar
el exceso no adsorbido de CuPc”~" (1 min). Después de los cuatro pasos anteriores se forma
una bicapa. Esta secuencia se repitié 20 veces para obtener 20 bicapas. Este procedimiento

también ha sido reportado en la literatura utilizando otros tipos de electrodos [105].

=

Deionized Deionized
(1) (5) (1)
Poly(allylamine Salt of phthalocyanine

Hydrochloride) (+) sulphonic acid (-)
(cupper, iron and nickel)

Repeat procedure (20-bilayers)

Figura 13. Secuencia Layer by Layer utilizada para depositar las peliculas de PAH y ftalocianina sulfonica.



Desarrollo de unalengua electronica para el andlisis de uvas basada en sensores EQCM modificados

En la Figura 14 se muestra el cristal de cuarzo con electrodo de platino después de
depositar 20 bicapas de FePc*°*/PAH.

M
),

Figura 14. Cristal de cuarzo con electrodo de platino con 20 bicapas FePcSO3-/PAH depositadas mediante LbL.

2.5 Caracterizacion UV-visible de las peliculas LbL

Para testar la calidad de las peliculas comprobando que existe una relacion lineal entre
el nimero de bicapas depositadas y la absorbancia, se monitoriz6 el crecimiento de peliculas
LbL con espectroscopia UV-vis de absorcion (Modelo UV-2600, adquirido en Shimadzu)
(Fig. 15). Las medidas se realizaron en reflexion.

Figura 15. Espectrofotémetro UV-vis en el que se llevaron a cabo las medidas de absorbancia.
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2.6 Red de sensores. Lengua electrénica

Después del crecimiento de 20 bicapas LbL sobre la superficie de los cristales de
cuarzo con electrodo de platino se obtuvieron los siguientes sensores: Pt/CuPc®?*/EQCM,
Pt/FePc®°*/EQCM y Pt/NiPc>°*/EQCM.

Ademas de los tres sensores anteriores, se utilizd un cristal de cuarzo con electrodo de
platino sin peliculas LbL en los experimentos electroquimicos (Pt/EQCM). De este modo, se
tiene una red de cuatro sensores que conformaran la lengua electrénica que se va a utilizar

para analizar los mostos.

2.7 Andlisis estadistico

Los datos registrados durante la voltametria ciclica, tanto los voltamogramas como los
masogramas, suponen una gran cantidad de informacion (las sefiales registradas son curvas de
pares de valores intensidad-potencial o masa-potencial, respectivamente). Por ello, es
imprescindible aplicar técnicas de analisis de datos multivariantes para explorar y evaluar la

informacion obtenida.

Se han llevado a cabo dos operaciones: una primera, que consistié en el pre-
tratamiento de las sefiales voltamétricas y masicas y, posteriormente, la implementacion de

técnicas de analisis de datos multivariantes.

A través de un método matematico de caracter integral, capaz de reducir el nimero de
datos contenidos en los voltamogramas y los masogramas, se redujo el numero de variables
contenidas en éstos a unas pocas. Este método fue implementado por el Prof. Ricardo
Gutiérrez-Osuna, de la Universidad de Texas [111] y se basa en la integracion de la curva
mediante la aplicacion de una funcion matematica denominada “kernel”, que se encarga de
recorrer toda la curva voltamétrica (0 masica) operando y extrayendo unos pocos valores
representativos de ella (Fig. 16). En otras palabras, captura la caracteristica dindmica de la
respuesta global. Utilizando este método, se obtuvieron 10 variables a partir de cada

voltmograma y masograma para el analisis estadistico.
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Figure 16. Aplicacion de la funcion “kernel” sobre una sefial voltamétrica.

Otro factor a tener en cuenta, es el tipo de informacion que aportan los voltamogramas
y masogramas registrados, es decir, los valores de intensidad de corriente, de masa por unidad
de superficie y los valores de voltaje. Basicamente, la intensidad de corriente esta ligada a las
caracteristicas cinéticas de los procesos redox ocurridos, ademas de poseer una relacion
directa con la concentracion de la especie electroactiva responsable del pico. Los valores de la
masa por unidad de superficie aporta informacion sobre diferentes procesos que ocurren sobre
la superficie del cristal como son formacion de peliculas poliméricas debido a la
polimerizacion de las especies electroactivas, procesos de adsorcion/desorcion de especies
presentes en la disolucion o procesos de difusion de iones a través del material del electrodo
para mantener la electroneutralidad en el material del electrodo. Por otra parte, los valores de
potencial registrados son magnitudes termodindmicas de tales especies, especificas y

exclusivas, siempre en unas condiciones experimentales determinadas.

El siguiente paso es una normalizacion de los valores obtenidos mediante la aplicacion
auto-escalado. Se trata de un centrado de datos (sustraccion a cada valor de la media de la
totalidad de los valores de intensidad de las sefiales) seguido de una divisién por la desviacién
estandar, de forma que todos los valores posean media 0 y varianza 1. Asi, todos los valores

tienen la misma escala, obviando la diferencia de rangos experimentales.
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Una vez pre-procesados los datos voltamétricos y masicos se llevan a cabo los anélisis
de datos multivariantes. En este sentido, el PCA marca el punto de partida del desarrollo del
analisis. Como técnica no supervisada que es, servira para analizar y explorar la estructura de
los datos, encontrar relaciones o clases entre ellos, estudiar la influencia de cada sensor en la
distribucion de clases, e incluso depurar la matriz de datos por deteccion y eliminacion de
espurios (valores con excesiva varianza residual o influencia anémala dentro del conjunto), ya

sean variables u objetos.

Por otra parte, PLS se utilizar4 para establecer correlaciones entre los resultados
numéricos proporcionados por la lengua electrénica tras analizar muestras de mostos (matriz
de datos X, predictores), y los parametros quimicos proporcionados por la Estacion Enoldgica

de Castilla'y Leon (datos Y, a predecir).
Con el andlisis PCA se obtendré la siguiente informacion de interés:

- Gréfico de puntuaciones o “scores™: localizacion de los objetos o
muestras en el espacio regido por las componentes principales.

- Gréfico de cargas o “loadings” y elipses de correlacion: distribucion y
contribucion de las variables o sensores en el PCA.

- Varianza explicada por las componentes principales.

Mientras que, del analisis PLS se obtendran los siguientes pardametros estadisticos:

- RMSEC: Raiz cuadrada del error cuadratico medio de calibracion.
- RMESP: Raiz cuadrada del error cuadratico medio de prediccion.
- ch: Coeficiente de correlacion al cuadrado de calibracion.
- R%: Coeficiente de correlacién al cuadrado de prediccion.

- LV: nimero de variables latentes.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacién UV-Visible de las peliculas LbL

Las peliculas se obtuvieron con la secuencia de cuatro pasos descrita en el apartado
anterior, que se llevo a cabo 20 veces para obtener 20 bicapas. El crecimiento de las bicapas se
monitorizo cada 4 bicapas con espectroscopia UV-vis indicando un aumento en la absorbancia
con el aumento del nimero de bicapas. Los méximo de absorbancia en la region UV-vis (380 -
780 nm) fueron 640 nm para las peliculas de FePc®°*/PAH, 620 nm para las peliculas de
CuPc***/PAH y 620 para las peliculas de NiPc*%*/PAH.

La Figura 17 muestra los espectros de absorcion UV-vis y la absorbancia frente al
numero de capas durante el crecimiento de las peliculas. Con 20 bicapas depositadas se
observo una relacion lineal entre el nimero de bicapas y la absorbancia con altos coeficientes
de regresion lineal (R?), pero a partir de 20 bicapas se perdia la linealidad vy, por tanto, la
calidad de las peliculas depositadas.
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Figura 17. Espectros de absorcion (1000 — 200 nm) de las bicapas depositadas sobre los cristales de cuarzo y representacion
lineal del nimero de bicapas frente a la absorbancia. a) FePc°*/PAH, b) CuPcS°*/PAH, c) NiPcSO*/PAH.

El valor de absorbancia obtenido con peliculas de CuPc>°*/PAH fue mayor, seguido
por las peliculas de NiPc>°*/PAH vy, finalmente por las peliculas de FePc>°*/PAH, que
muestra un valor inferior. Teniendo en cuenta que los coeficientes de extincion molar de las
disoluciones de CuPc®°*, FePc®%* y NiPc®?* son del mismo orden, los valores de absorbancia

obtenidos después de 20 bicapas dan idea de que las peliculas de CuPc®°*/PAH estan mas
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densamente empaquetadas y, por tanto, contienen mayor cantidad de croméforo, seguidas por
las peliculas de NiPc®°*/PAH y, finalmente, las peliculas FePc>°*/PAH.

Después de cada andlisis electroquimico, los sensores EQCM se limpiaron por
inmersion en HNO3 60% (con sonicacion durante 1 min) para eliminar las peliculas LbL y
luego se enjuagaron en agua desionizada y se secaron con gas nitrogeno. Los sensores se
prepararon de nuevo con 20 bicapas para cada medicion electroquimica siguiendo la secuencia
descrita anteriormente. Los coeficientes de variacion fueron menores del 5% (calculado a

partir de la absorbancia maxima después de 20 bicapas).

3.2 Andlisis en disolucion acuosa

Antes de analizar los mostos, la lengua electrénica se caracterizé en disolucién acuosa.
Una vez preparados, los sensores se sumergieron en una disolucién acuosa de KCI 0,1 mol-L™
y se llevaron a cabo estudios de voltametria ciclica. Se registraron 10 ciclos en un rango de
potencial de -1,0 a 1,0 V. Las respuestas voltamétrica y masica de la lengua electronica en
KCI se ilustran en la Figura 18 (ciclo 10). Es importante destacar que, en todos los casos, los
primeros ciclos (1-4) son siempre diferentes de los ciclos posteriores, pero después del quinto
ciclo se obtienen voltamogramas altamente reproducibles (con un CV inferior al 8% en todos
los casos). Ademas, estas sefiales se utilizan como referencia para evaluar el tiempo de vida
del electrodo. Se puede ver claramente un pico anddico a 0,0 V que corresponde a la oxidacion
de hidrégeno en la superficie del platino. Las moléculas de H, se adsorben sobre la superficie
y se produce la siguiente reaccion:
1
EHZ — HY+ 2e”

Este potencial se observa a 0,0 V para los sensores PYEQCM y Pt/FePc>°*/EQCM,
mientras que, para los sensores P/CuPc*®*/EQCM y Pt/NiPc>*/EQCM aparece desplazado
hacia un potencial mas alto (alrededor de 250 mV). Ademas, en el barrido de reduccion,

aunque mucho menos intenso, se observa la reduccion de H* a H, a un potencial de alrededor
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de 0,0 V para los sensores de PYEQCM y Pt/FePc®°*/EQCM, a 75 mV para el sensor
Pt/CuPc®°*/EQCM y a 200 mV en el caso de Pt/NiPc>**/EQCM.

El hidrogeno se forma durante la descomposicion del agua, que ocurre a potenciales
negativos. Como puede verse en los voltamogramas, en todos ellos se observan diferentes
picos en el barrido catodico y anodico. Todos ellos corresponden a la descomposicion del
agua. Cabe destacar que, el pico de oxidacion que aparece a potenciales negativos
correspondiente a la descomposicion del agua aparece a potenciales distintos dependiendo del
electrodo debido a se ve afectado por los sensores modificados con ftalocianinas sulfonicas.
Este pico aparece a potenciales méas positivos con los sensores de fatalocianinas sulfénicas (-
600 mV para Pt/FePc>°*/EQCM y -500 mV para Pt/CuPc>**/EQCM y Pt/NiPc*°*/EQCM)
que en el caso del platino (-780 mV). Especialmente en el caso del sensor Pt/CuPc*°*/EQCM

el pico es mucho menos intenso que el pico de la oxidacién del hidrégeno.

Los masogramas registraron aumentos y disminuciones de la masa durante la
voltametria ciclica. Se puede observar un aumento en la masa durante la oxidacion de H, a
partir de 0 V hasta 1000 mV, seguido por una disminucién en la masa durante la reduccién (de
1000 mV a 0 V). Esta disminucion de masa durante el barrido de reduccion es mucho menos
pronunciado en el caso del PYEQCM que en el resto de los sensores. A potenciales negativos
también ocurren distintos aumentos/disminuciones en la masa. Aunque es dificil atribuir estos
cambios a una sola causa, esta claro que se producen por las reacciones de descomposicion del
agua y a la difusion de iones del interior al exterior de las peliculas para mantener la
electroneutralidad de las peliculas. No se observé un aumento neto en la masa al final del

experimento.
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Figura 18. Respuesta voltamétrica y masica en KCI 0,1 mol-L™.

3.3 Analisis de mostos de uva

La lengua electrénica se utilizo para analizar mostos preparados a partir de diferentes
variedades de uva (Juan Garcia, Tempranillo, Prieto Picudo, Mencia Regadio, Cabernet,
Garnacha) diluidos 1:2 en KCI 0,05 mol-L™ y se llevaron a cabo experimentos de voltametria
ciclica. Anteriormente, se hicieron mediciones en el mosto sin diluir y las sefiales mostraron
intensidades muy bajas y poco reproducibles. La voltametria ciclica se llevo a cabo en el rango
de potencial de -0,6 V a 1,0 V (10 ciclos). Los voltamogramas y masogramas se registraron

simultaneamente.

Los voltamogramas mostraron picos anddicos muy anchos en un amplio rango de
potenciales. Sin embargo, no se observaron picos de reduccidn, lo que indica que el proceso de

oxidacion es irreversible. Estos picos de oxidacion se relacionan con la oxidacion de los
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fenoles y de otros compuestos con actividad redox presentes en los mostos. Los
voltamogramas obtenidos fueron muy estables y reproducibles, con coeficientes de variacion
que varian de 0,4 a 2,8%. En la Figura 19 se ilustra la respuesta voltamétrica de la lengua

electronica frente a de los mostos (ciclo 10).

Los sensores de Pt/NiPc***/EQCM vy Pt/CuPc®**/EQCM mostraron picos de
oxidacion mas amplios e intensos, mientras que los sensores de Pt/EQCM y Pt/FePc®*
/EQCM mostraron voltamogramas muy similares. Este resultado concuerda con el hecho de
que la absorbancia medida en los cristales de cuarzo después de 20 bicapas de FePc>°*/PAH
es mucho menor que en el caso de CuPc>**/PAH y NiPc>°*/PAH, revelando que las peliculas
se encuentran peor empaquetadas sobre los cristales de cuarzo con la ftalocianina sulfénica de
hierro y, por eso, el platino esta mas presente. Por lo tanto, se puede decir que los sensores de
PtNiPc*?*/EQCM y Pt/CuPc®°*/EQCM presentan una actividad electrocatalitica, mientras

que, ésta no se observa en el sensor de Pt/FePc**/EQCM.

En cualquier caso, se observa claramente que la respuesta de la lengua electrénica en

cada mosto es diferente y Unica, presentando una selectividad cruzada.

— PYEQCM — PtiFePcSO¥/EQCM — Pt/ICuPcsov/EQCM  — PUNIPcSC*/EQCM

Current (pA)

JUAN GARCIA

PRIETOPICUDO| .| 7 CABERNET SAUVIGNON

Potential (mV)

Current (nA)

_MENCIA REGADIO | ___ TEMPRANILLO

GARNACHA

Potential (mV)

Figura 19. Respuesta voltamétrica de la lengua electrénica en los distintos mostos analizados (Juan Garcia, Prieto Picudo,
Cabernet Sauvignon, Mencia Regadio, Garnacha y Tempranillo).
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Por otro lado, los masograms mostraron un aumento de la masa que se relaciond con la
polimerizacion de azucares presentes en el mosto, dando lugar a la formacion de films
poliméricos adheridos sobre la superficie del cristal y, por tanto, a un aumento en la masa
sobre la superficie del cristal. Ademas, existen otros procesos a tener en cuenta, como la
difusion de iones a través de las peliculas LbL permeables, que siempre tienen lugar para
mantener la electroneutralidad de las mismas. En una mezcla compleja como son los mostos,
con una gran variedad de especies quimicas, es muy dificil asignar el aumento de masa a una
Unica causa. En la Figura 20 se muestran algunos ejemplos de voltamogramas y masogramas
obtenidos en el andlisis de los mostos. EI mayor aumento de masa se produjo con el sensor de
Pt/NiPc®°*/EQCM, bien diferenciado del resto. Los sensores de Pt/FePc***/EQCM vy
Pt/CuPc>**/EQCM mostraron valores similares de aumento de masa (aunque ligeramente
mayor con el electrodo Pt/CuPc>**/EQCM), mientras que sobre el electrodo de PYEQCM la
masa depositada fue menor. Este comportamiento de la masa depositada se repitié en el resto

de mostos analizados.

Al igual que en el caso de los voltamogramas, los masogramas fueron Unicos y
diferentes para cada sensor en cada mosto, lo que después va a permitir poder discriminar los

mostos a partir de los datos masicos.
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Figura 20. Ejemplo de respuestas voltamétricas y masicas en diferentes mostos. a) Prieto Picudo y sensor PtYEQCM, b)
Tempranillo y sensor Pt/FePcSO3-/EQCM, c¢) Juan Garcia y sensor Pt/CuPcSO3-/EQCM, d) Cabernet y sensor Pt/NiPcSO3-
JEQCM.

3.4 Anédlisis estadistico

La lengua electronica mostré6 una respuesta Unica para cada mosto (selectividad
cruzada) que permitio la discriminacion de las muestras con el anélisis PCA. Es decir, cada

sensor mostrd una respuesta voltamétrica y masica diferente en cada mosto.

En la Figura 21.a) se muestra el grafico de puntuaciones o “scores” derivado del PCA de la
matriz de datos voltamétricos, en el cual se han seleccionado las tres primeras componentes
principales (PC1, PC2 y PC3) para una mejor visualizacidon. Se observa que las muestras se
diferencian entre si, con clusters bien definidos. Ademas, la discriminacion obtenida es acorde
con el indice de polifenoles totales (IPT) obtenido mediante analisis tradicional. Asi, los
mostos con valores de IPT por encima de 20 (Mencia Regadio, Cabernet Sauvignon,
Tempranillo y Juan Garcia) aparecen en la region positiva de la PC3. Mientras que, los mostos
con valores de IPT por debajo de 20 (Prieto Picudo y Garnacha) estan localizados en la regién

negativa de la PC3. La primera componente principal (PC1) representa el 74,60% de la
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variacion de la sefial electroquimica, la segunda componente (PC2) aporta el 14,82% de la
variacion y por ultimo la PC3 el 6,16%; de tal modo que entre la primera, segunda y tercera
componente principal, es (PC1 + PC2 + PC3), se explica el 95,58% de la variacion total entre

las muestras.

El grafico de Loading o de cargas (con sus eclipses de correlacién) (Fig. 21.b) da una
idea cualitativa de la contribucion (o peso) de cada variable en la discriminacion de las
muestras o de la capacidad del sensor (X) de predecir cada clase (). Cada sensor aporta un
total de diez valores que provienen de cada kernel.

Se observa que los sensores han proporcionado informacion complementaria, ya que
cada uno se sitla en un cuadrante diferente del espacio creado por las dos primeras PCs y se
encuentran localizados en el circulo de correlaciones. El sensor de Pt/ FePcS°*/EQCM esta
mas proximo al sensor de Pt/EQCM que los demas sensores. Este hecho indica que la
informacion de ambos sensores se diferencia menos entre si y tiene su razon de ser, ya que,
como se ha visto en la caracterizacion UV-vis de los sensores, los sensores de Pt/ FePc°*
/EQCM parecen tener las peliculas depositadas menos empaquetadas puesto que la
absorbancia que se obtiene con 20 bilayers es mucho mas baja que para los sensores de Pt/
CuPc**/EQCM vy Pt/ NiPc*®*/EQCM vy, por tanto, el platino estd mas expuesto y su

comportamiento serd mas parecido al sensor de Pt/EQCM.
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Figure 21. Gréficos de Score (a) y de Loading (b) obtenidos a partir del anlisis PCA de los datos voltamétricos. En el grafico
de Loading la eclipse interior indica el 50% de la varianza explicada, mientras que la exterior, el 100%.

De la misma forma, el analisis PCA de la matriz de datos masicos también ha
permitido discriminar las muestras entre si (Fig. 22). En este caso, las muestras se pueden
discriminar segun su grado Brix, que esta relacionado con los azucares en los mostos. Los
mostos con valores mas altos de grado Brix (Cabernet Sauvignon y Prieto Picudo) aparecen en
la parte negativa de la PC3, mientras que, los que tienen valores mas bajos de grado Brix
(Tempranillo, Mencia Regadio, Juan Garcia y Garnacha) aparecen en la parte positiva de la
PC3. La primera componente principal (PC1) representa el 55,67% de la variacién de la sefal
electroquimica, la segunda componente (PC2) aporta el 26,09% de la variacion y por ultimo la
PC3 el 17,05%; de tal modo que entre la primera, segunda y tercera componente principal, es

(PC1 + PC2 + PC3), se explica el 98,81% de la variacion total entre las muestras.

En este caso el grafico de Loading (Fig. 22.b) es muy similar al que se ha obtenido con
los datos voltamétricos. Los sensores de PYEQCM y Pt/ FePc>®*/EQCM se localizan
préximos entre si, lo que confirma, de nuevo, que tienen un comportamiento mas similar entre
si y que se puede atribuir a que en los sensores de Pt/ FePc>°*/EQCM las peliculas de

FePc*°*/PAH estdn menos empaquetadas. Aun asi, se ve claramente que los sensores
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proporcionan informacion complementaria y que se localizan formando un circulo de

correlacion.
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Figure 22. Gréficos de Score (a) y de Loading (b) obtenidos a partir del analisis PCA de los datos mésicos. En el grafico de
Loading la eclipse interior indica el 50% de la varianza explicada, mientras que la exterior, el 100%.

El modelo de regresion PLS se ha desarrollado en modo PLS-1. Para seleccionar el
numero de factores se ha utilizado una validacion cruzada, dejando fuera una muestra en la
calibracién (“one leave out”). Su aplicacién estd bastante generalizada en narices y lenguas
electronicas. El conjunto de muestras de validacion estard formado por las mismas utilizadas
en la generacion de los modelos de clasificacion o prediccion, de manera que se crearan tantos
sub-modelos como muestras hay disponibles. Se denomina validacion cruzada porque se
generan los sub-modelos con la totalidad de las muestras a excepcion de una, que sirve de

muestra externa de validacion.

En la Tabla 4 se recogen los parametros estadisticos obtenidos con el modelo de
regresion PLS-1 a partir de los datos voltamétricos (variable X) y los parametros quimicos
(variable Y). La raiz cuadrada del error cuadratico medio de calibracién (RMESC) vy la raiz
cuadrada del error cuadratico medio de prediccion (RMESP) son estimaciones del error
absoluto de calibracion y prediccion, respectivamente. También se representan los coeficientes

de correlacion de calibracion (R%c) y prediccion (R%) y el nimero de variables latentes.
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Del mismo modo, en la Tabla 5 se presentan los parametros estadisticos obtenidos con
el modelo de regresion PLS-1 a partir de los datos masicos (variable X) y los pardmetros

quimicos (variable Y).

Los resultados evidencian que los datos voltmétricos obtenidos con la lengua
electronica se correlacionan mejor con el IPT que con el resto de parametros quimicos,
obteniendo coeficientes de correlacion més altos en el modelo PLS-1 con 3 variables. Mientras
que, las correlaciones con el resto de pardmetros presentan coeficientes de correlacién més
bajos y modelos de PLS-1 con 4 variables. Este resultado era el esperado, ya que los picos de

oxidacion de los voltamogramas se asocian con la oxidacién de los polifenoles.

Por otro lado, a partir de los datos masicos se han obtenido modelos de correlacion
PLS-1 con coeficientes de correlacion méas bajos y con un niumero mayor de variables. Si bien,
es cierto que los datos mésicos se correlacionan mejor con los pardmetros de densidad, azUcar,
grado Brix, grado (16,8) y grado (17,5), todos ellos relacionados con el contenido de azUcares
en los mostos, mientras que, con el IPT la correlacion fue mas baja. Este resultado también es
coherente con el hecho de que en los masogramas se observa un aumento de masa que se

relaciona con la polimerizacion y adhesion de los azucares sobre el electrodo.

La lengua electrénica desarrollada permitira evaluar los parametros quimicos en los

mostos con un solo ensayo, en vez de un gran nimero de analisis quimicos tradicionales.
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Tabla 4. Parametros estadisticos obtenidos con el modelo de regresién PLS-1 establecido entre los parametros quimicos y los
datos voltamétricos obtenidos con la lengua electrénica en los mostos.

Parametro RMSEC | RMESP

Densidad 0,0006 0,0021 0,9968 0,9668 4

Azlcar 1,5886 5,3305 0,9962 0,9660 4
Grado Brix 0,1304 0,4167 0,9966 0,9662 4
IPT 0,2352 0,3438 0,9990 0,9979 3
Grado (16,8) 0,0931 0,3165 0,9963 0.9662 4
Grado (17,5) 0,0960 0,3078 0,9958 0,9656 4

Tabla 5. Pardmetros estadisticos obtenidos con el modelo de regresion PLS-1 establecido entre los pardmetros quimicos y los
datos mésicos obtenidos con la lengua electrénica en los mostos.

Parametro

Densidad 0,0018 0,0029 0,9673 0,9155 4
Azlcar 4,5979 7,3318 0,9678 0,9171 4
Grado Brix 0,3963 0,6313 0,9678 0,9177 4
IPT 1,1785 1,9710 0,9742 0,9278 5
Grado (16,8) 0,2731 0,4356 0,9678 0,9173 4
Grado (17,5) 0,2659 0,4240 0,9676 0,9167 4
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4. CONCLUSIONES

La lengua electronica formada por los sensores EQCM modificados con ftalocianinas
tetrasulfonicas se han utilizado con éxito para analizar los mostos. Los voltamogramas
mostraron picos anodicos en un amplio rango de potenciales que se relacionan principalmente
con el contenido fendlico en los mostos. Por otro lado, los masogramas evidenciaron un
aumento de la masa que se relaciona con procesos de polimerizacion y adsorcion de azlcares
sobre el electrodo EQCM.

La capacidad de la matriz de sensores para discriminar uvas de acuerdo con sus
parametros quimicos se ha evidenciado mediante el analisis PCA. EIl analisis de componentes
principales de los datos voltamétricos obtenidos con la lengua electronica ayudé a discriminar
las muestras de mosto segun su indice de polifenoles total (IPT); mientras que, el mismo
analisis con los datos masicos hace que las muestras se puedan discriminar segun el grado
Brix. Ademas, el modelo de regresion realizado con PLS ha mostrado que existe una alta
correlacion entre los datos voltamétricos y el IPT, mientras que los datos masicos se
correlacionan mejor con la densidad, el contenido en azucar, el grado Brix y los grados 16,8 y
17,5, todos ellos relacionados con el contenido en azlcares en los mostos.

Esta es la primera vez que una lengua electronica basada en sensores EQCM
modificados quimicamente con ftalocianinas sulfonicas se utiliza para discriminar variedades
de uva usando ambas respuestas (voltamogramas y masogramas) de acuerdo a su composicién
global. Por otra parte, el uso de sensores EQCM presenta la ventaja de que en el mismo
experimento se puede obtener una "doble respuesta™ que incrementa la informacion y mejora

la discriminacion de las muestras.
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